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Bu tez çalışmasında vulpinik asit ile farklı kemoterapötik ilaçların (sisplatin, dosetaksel, 

doksorubisin ve mitoksantron) insan meme kanseri hücre hatları (MCF-7, MDA-MB-231 ve 

MDA-MB-453) üzerindeki sinerjik antikanser etkilerinin gen ve protein seviyelerinde 

araştırılması amaçlanmıştır. Bu doğrultuda, ilk aşamada vulpinik asit ile her bir kemoterapötik 

ilacın yukarıda bahsi geçen hücre hatları üzerindeki sitotoksik etkileri doz ve zaman bağımlı 

olarak XTT yöntemiyle incelendi ve buradan elde edilen absorbans değerleri CompSyn 

programına işlenerek vulpink asidin her bir kemoterapötik ilaç ile kombinasyon indeks (CI) 

değeri belirlendi. CI değerleri, vulpinik asidin doksorubisin ve mitoksantron ile MDA-MB-231 

ve MDA-MB-453 hücreleri üzerinde sinerjik etki, MCF-7 hücrelerinde ise antagonist etki 

sergilediğini gösterdi. İkinci aşamada, sinerjik etki görülen hücre hatlarındaki ROS miktarı, 

mitokondriyal membran potansiyeli, multikaspaz aktivitesi, hücre döngüsü, apoptosis ve 

PI3K/AKT sinyal yolağındaki değişimler flow sitometrik analizler ile incelendi. Sonuçlar, her 

iki hücre hattında da ROS miktarında, mitokondriyal membrane depolarizasyonunda ve 

multikaspaz aktivitesinde artış olduğunu, hücre döngülerini G0/G1 fazında yakaladığını, 

hücreleri apotoza yönlendirdiğini ve ayrıca PI3K/AKT sinyal yolağını bloke ettiğini gösterdi. 

Üçüncü aşamada, flow sitometri analiz sonuçlarını moleküler seviyede doğrulamak için 

apoptotik yolak markır proteinleri BAX, BCL2, P53, Kaspaz-3, Kleaved kaspaz-3, Sitokrom-

c’nin, ve PI3K/AKT sinyal yolağının markır proteinleri olan PI3K, mTOR ve AKT’nin protein 

ve gen seviyelerindeki kantitatif değişimleri Western blot ve Real Time PCR (qPCR) analizleri 

ile incelendi. Elde edilen veriler hücrelerde apoptotik etkilerin hem gen hem de protein 

seviyesinde gerçekleştiğini, PI3K/AKT sinyal yolağındaki baskılanmanın ise protein 

seviyesinde olduğunu gösterdi. Son aşamada, yara iyileştirme yöntemiyle gerçekleştirilen 

migrasyon testleri sonucunda her iki hücre hattında da uygulanan kombinasyonların önemli 

derecede antimigratif etki sergilediğini göstermiştir. Sonuç olarak, tüm bu veriler vulpinik asit 

ile doksorubisin ve mitoksantron’un meme kanseri hücre hatlarında in vitro sinerjik etki 

gösteren kombinasyonlarının meme kanseri tedavisinde bir sonraki aşama olan in vivo 

çalışmalara kapı aralamıştır. 
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This thesis was conducted to analyze the synergistic anticancer effect of different 

chemotherapeutic drugs (cisplatin, docetaxel, doxorubicin, and mitoxantrone) on human breast 

cancer cell lines (MCF-7, MDA-MB-231, and MDA-MB-453) at the gene and protein levels. 

In the first step, the cytotoxic effects of vulpinic acid and each of the chemotherapeutic drugs 

on the above-mentioned cell lines were investigated in a dose- and time-dependent manner. 

The absorbance values obtained here were then processed in the CompSyn program and the 

combination index (CI) value of vulpinic acid with each chemotherapeutic drug was 

determined. The CI values showed that vulpinic acid had a synergistic effect with doxorubicin 

and mitoxantrone on MDA-MB-231 and MDA-MB-453 cells, and an antagonistic effect on 

MCF-7 cells. In the second phase, changes in ROS levels, mitochondrial membrane potential, 

multi-caspase activity, cell cycle, apoptosis and PI3K/AKT signalling pathway were examined 

by flow cytometric analysis in cell lines in which the compounds showed synergistic effects. 

The results showed that there was an increase in the amount of ROS, mitochondrial membrane 

depolarization, multicaspase activity and apoptotic cell rate in both cell lines, as well as G0/G1 

cell cycle arrest and PI3K/AKT pathway blockade. In the third step, to confirm the results of 

the flow cytometry analysis at the molecular level, quantitative changes in marker proteins of 

the apoptotic pathway (BAX, BCL2, P53, Caspase-3, Cleaved caspase-3, Cytochrome-c) and 

the PI3K/AKT signaling pathway (PI3K, mTOR and AKT) were examined at the protein and 

gene levels by Western blot and real-time PCR (qPCR). The data obtained showed that 

apoptotic effects in cells occurred at both the gene and protein levels, while the suppression of 

the PI3K/AKT signaling pathway occurred at the protein levels. Finally, as a result of migration 

tests using the wound healing method, it was found that the combinations of compounds 

applied to both cell lines had significant anti-migratory effects. As a result, these data have 

opened the door to in vivo studies of combinations of vulpinic acid with doxorubicin and 

mitoxantrone, which show synergistic effects in vitro on breast cancer cell lines. 

2024, 129 Pages  

Keywords: Anticancer, Breast cancer, Combination, PI3K/AKT, Synergistic effect, Vulpinic 

acid 
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1. GİRİŞ 

Kanser  

Kanser, doku veya organlardaki hücrelerin kontrolsüz olarak büyümesi sonucu ortaya 

çıkan kötü huylu tümörlerdir (Courtnay vd., 2015). Kanserde; kanserli hücreler 

bulundukları dokulardan köken alarak organizma içerisinde başka bölgelere yayılması ve 

invazyonu ile karakterize bir hastalıktır (Scotting ve Howard, 2013). Kanser, giderek 

artan bir sağlık problemi olmasının yanı sıra toplumlarda sosyoekonomik yüke, 

bireylerde ise ciddi maddi ve manevi kayıplara yol açmaktadır. Dünya sağlık örgütünün 

2018 verilerine göre 9.6 milyon ölümle sonuçlanan kanser vakaları, dünya çapında artık 

ilk sırada yer alan ölüm nedenleri arasında yer almaktadır. Aynı zamanda 2018 verileri 

göz önünde bulundurularak, 2038 yılına kadar 22 milyon insanda kanser hastalığı 

görüleceği ve bu hastalığa yakalananların %60’ının ölümle sonuçlanacağı tahmin 

edilmektedir. Ayrıca, 2020'de dünya çapında 19,3 milyon yeni kanser vakası ve yaklaşık 

10,0 milyon kanser ölümü meydana geldiği Dünya Sağlık Örgütü tarafından kayıt altına 

alınmıştır (WHO, 2023). Meme kanseri insidansına bakıldığında ise Uluslararası Kanser 

Araştırma Ajansı'nın (IARC) Globocan 2018 verilerine göre, meme kanserinin 2018'de 

620 bin ölüme neden olduğu ve kaydedilen tüm kanser türlerinin %11,6'sı olan 2,08 

milyon yeni vaka daha tespit edildiği bildirilmiştir (Bray vd., 2018). 

Kanser Oluşum Nedenleri ve Kanserin Özellikleri 

Kanser tanıdan tedaviye oldukça karmaşık bir süreci kapsamaktadır. Hem içsel hem dış 

faktörlerin çeşitli etkileri sonucunda kanserleşmenin meydana geldiği bilinmektedir 

(Courtnay vd., 2015). Her ne kadar kanser hücrelerinin esas özelliğinin kontrolsüz 

çoğalma olduğu bilinse de bunun dışında birçok farklı biyolojik özellikleri de 

bulunmaktadır. Kanserli hücreleri normal hücrelerden ayıran başlıca özellikler; 

• Hücre kültürlerinde kontak inhibisyondan kaçabilme, 

• Bölünebilmek için dış uyaranlara gereksinim göstermeme, 

• Çoğalmayı baskılayıcı sinyallere duyarsızlık, 

• Apoptozisten kaçabilme,  

• Anjiyogenezi (tomurcuklanma yolu ile yeni damarların oluşması, gelişmesi) 

uyarabilme, 
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• Metastaz yapabilme,  

• Bağışıklık sisteminden kaçabilme… şeklinde sıralanabilir (Şekil 1.1). 

 

Şekil 1. 1. Kanserin kazanılmış yetenekleri.  (Hanahan ve Weinberg, 2011 ’den 

uyarlanmıştır). 

Karsinogenezis olarak da bilinen kanser oluşum süreci; başlangıç evresi (initiation), 

gelişme evresi (promotion) ve ilerleme evresi (progression) olmak üzere 3 aşamadan 

oluşmaktadır. Hücrelerin karsinojenik etkene maruz kaldığı ve kanserli hücrelerin 

oluştuğu ilk basamak başlangıç evresidir. Hücrelerdeki bu değişim geri dönülemez olur 

ve hücreler tümör oluşmadan uzun bir süre bu aşamada kalır. Kanser hücrelerinin 

çoğalmaya başladıkları ve klinik/patolojik olarak belirlenebildikleri oluşumlara yol 

açtıkları ikinci basamak ise gelişme evresidir. Tümör oluşumun gerçekleştiği, oluşan 

tümörün bulunduğu organın tamamına yayıldığı veya metastaz yaptığı üçüncü basamak 

ilerleme evresidir (Şekil 1.2). 
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Şekil 1. 2. Tümör gelişimi basit modeli (Siddiqui, Sanna, Ahmad, Sechi, ve Mukhtar, 

2015 ’den uyarlanmıştır). 

Organizmada dokularda hücre sayısı ve işlevleri kontrol mekanizmaları tarafından 

oldukça sıkı bir şekilde kontrole tabi tutulurlar. Bu dokularda normal büyüme ve ölen 

hücrelerin yerine yeni hücrelerin yapılması temel hedeftir. İşlev gösteren normal 

hücrelerle ölü hücreler arasında bir denge mevcuttur. Bu dengenin kaybı ile kanserleşme 

başlar. Kanserleşmenin büyük bir çoğunluğu genetik değişiklikten kaynaklanmaktadır. 

Çeşitli mutasyonlar sonucu meydana gelen bu genetik değişikliklerle ilişkili üç ana gen 

türü vardır; 

Onkogenler: Hücrelerin normal büyümesini düzenler. Onkogenlerde meydana gelen 

mutasyon sonucu hücreler kanserleşme ve sınırsız büyüme yeteneğini kazanırlar. 

Tümör Baskılayıcı genler: Hasarlı veya kanserli hücrelerin anormal büyüme ve üremesini 

belirleyen ve bu hata, kusur düzeltilene kadar üremlerini durduran genlerdir. Bu genlerin 

mutasyona uğraması ve görevlerinin bozulması ile kanser oluşabilir. 

DNA Onarım genleri: DNA’daki hatasız eşleşme ve olası DNA hasarlarının tamirinden 

sorumludurlar. Ancak bu genlerin düzgün çalışmaması sonucunda DNA’da oluşabilecek 

hatalar yeni hücrelere aktarılır ve böylece hasarlı hücreler meydana gelir (Scotting ve 

Howard, 2013).  

Şekil 1.2’de görüldüğü üzere hücreler çeşitli sebeplerle kanserleşme sürecine 

girdiklerinde en önemli özellikleri olan kontrolsüz çoğalma sonucu tümörleşmeye başlar. 

Organizmada bulundukları dokularda hızla büyümeye devam eden bu kanserli hücrelerin 

bulundukları dokuyu tamamen istila etmesi sonrasında yeni damar yolları oluşturarak 

(anjiyogenez) beslenmelerini devam ettirmelerinin yanı sıra yeni dokulara göçü de 

mümkündür. Metastaz olarak da bilinen bu durum kanserli hücrelerin yeni dokularda da 

hızla çoğalmasını sürdürerek dokuları kullanılamaz hale getirebilirler. Kanser tedavi 
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yöntemleri tüm bu süreçlerin oluşumunu ve sürdürülmesini engellemek için uygulanan 

tedavilerdir. Tedavide kullanılan ilaçların temel amacı kanserli hücrelerin kontrolsüz 

çoğalmalarını engelleyerek onları programlı hücre ölümü olarak da bilinen apoptoza 

yönlendirmektir  (Green ve Llambi, 2015). 

Hücre ölümü, biyolojik bir hücrenin işlevlerini yerine getirmeyi bırakması olayıdır. Bu, 

programlı hücre ölümünde olduğu gibi, eski hücrelerin ölmesi ve yerlerine yenilerinin 

gelmesi şeklindeki doğal sürecin bir sonucu olabileceği gibi, hastalıklar, lokalize 

yaralanmalar veya hücrelerin parçası olduğu organizmanın ölümü gibi faktörlerden de 

kaynaklanabilir. Hücrelerin bilinen on iki farklı ölüm şekli vardır. Bunlar içerisinde 

mekanizması detaylı bir şekilde açıklanmış olan ve en iyi bilinenler; apoptoz, nekroz ve 

otofajidir (Green ve Llambi, 2015; Yan, Elbadawi, ve Efferth, 2020). 

Apoptoz veya programlanmış hücre ölümü, hücre büyümesi ve çoğalmasının önemli bir 

düzenleyicisidir. Apoptozun uyarılması, ilerleyen bir dizi hücresel biyokimyasal ve 

morfolojik değişiklik ile karakterizedir. Hücresel apoptoz çeşitli iç ve dış sinyaller 

aracılığıyla hücrelerin ölüme yönelimini sağlayan sinyal yolaklarından birini 

oluşturmaktadır. Organizma içerisinde görevi ve işlevi sona eren hücreler apoptoza 

yönlendirilerek ortadan kaldırılır. Hücresel döngünün normal bir parçası olan bu süreç 

sayesinde hücre içi denge korunabilmektedir. Ancak kanser hücrelerinde bu durum 

oldukça farklıdır. Kanserli hücreler ölümden kaçma özellikleri sayesinde organizma 

içerisinde sınırsız bir şekilde çoğalabilmektedir. Bu durum kanser tedavisinde önüne 

geçilmeye çalışılan temel sorunu oluşturmaktadır.  

Apoptoz mekanizmaları, enerjiye bağlı bir dizi moleküler olayı içeren oldukça karmaşık 

bir sistemdir (Şekil 1.3). Bugüne kadar yapılan araştırmalar iki ana apoptotik yol 

olduğunu göstermektedir: ekstrinsik veya ölüm reseptörü yolu ve intrinsik veya 

mitokondriyal yol. Apoptoz hem içsel hem de dışsal faktörler tarafından aktive edilebilen 

bir süreçtir. İçsel aktivasyon sonucu başlayan süreçte; sağlıklı hücreler mitokondriyal 

zarda bulunan Bcl-2 adlı bir protein içerir. Mitokondri, enerji üretiminin gerçekleştiği 

organellerdir. Sağlıklı koşullar altında Bcl-2 apoptozu önler. Bununla birlikte, iç hasar 

durumunda (örneğin, yanlış katlanmış proteinler, kusurlu genler, vb.) Bax adı verilen 

ikinci bir protein, Bcl-2'nin koruyucu etkilerini ortadan kaldırır ve mitokondriyal 

membranda delikler açar. Mitokondrinin içindeki bir protein olan sitokrom-c, kaspaz-9'u 

aktive eden bir dizi reaksiyonu başlatmak için artık kırılmış olan mitokondriyal zardan 



5 

 

dışarıya çıkar. Kaspaz-9 bir başlatıcı enzimdir. Bu esnada hücre küçülmeye başlar, 

kromatin ve çekirdek yoğunlaşır ve hücre zarı boyunca blebler oluşur. Blebler hücre 

yüzeyindeki çıkıntılardır. Blebbing apoptotik bir yol değil, apoptoz sürecinin bir 

özelliğidir. Kaspaz-9, her ikisi de infazcı proteinler olan kaspaz-3 ve kaspaz-7'yi bölerek 

aktive eder. Kaspaz-3 ve kaspaz-7 membranı, kromozomları ve hücredeki diğer çeşitli 

proteinleri parçalayıp yok eder. Hücre iskeleti çöker ve hücre apoptotik cisimcikler adı 

verilen küçük kapalı birimlere ayrılır. Yutma proteinleri aynı anda hücre dışı ortama 

salınır. Fagositik hücreler (başka bir hücreyi yutabilen herhangi bir hücre, makrofajlar) 

hücre yüzeylerindeki reseptörlere bağlanan yutma proteinlerine yanıt verir. Fagositler 

daha sonra apoptotik cisimlere göç eder ve onları yutar. Böylelikle apoptoz süreci hücre 

için tamamlanmış olur. Apoptoz, geride çok az veya hiç hücresel kalıntı bırakmayan 

nispeten temiz bir süreçtir (Elmore, 2007). 

Dışsal faktörler tarafından başlatılan apoptoz sürecinde ise; hücre dışı ortamdan gelen 

proteinler, apoptoza uğrayacak hücrenin yüzeyindeki reseptörlere bağlanır. Aktive olan 

reseptörler, hücre içi ortamda bulunan ve bir başlatıcı enzim olan kaspaz-8'i aktive eden 

ölüm reseptörleri ve proteinleri kümesi olan ölüm indükleyici sinyal kompleksine (DISC) 

bir sinyal gönderir. Kaspaz-8, yürütücü proteinleri parçalayıp aktive ettiğinde apoptoz 

normal şekilde devam eder. Hücre küçülür, blebler oluşur, organeller parçalanır, 

apoptotik cisimler ortaya çıkar ve fagositoz başlar. Apoptoz, hücre dışı ortam hücreye 

hayatta kalma sinyalleri göndermeyi bıraktığında da başlatılır. Hayatta kalma 

sinyallerinin eksikliği, Bax proteininin Bcl-2'yi devre dışı bırakmasına neden olur ve 

apoptoz normal şekilde devam eder (Elmore, 2007). 
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Şekil 1. 3. Hücresel apoptoz mekanizması (KEGGPATHWAY, 2023). 

Bilinen bir başka ölüm şekli de Nekroz’dur. Nekroz, canlı dokudaki hücrelerin otoliz 

yoluyla erken ölümüyle sonuçlanan bir hücre hasarı şeklidir. Nekroz, hücre bileşenlerinin 

düzensiz sindirimiyle sonuçlanan enfeksiyon veya travma gibi hücre veya doku dışındaki 

faktörlerden kaynaklanır. Buna karşılık apoptoz, doğal olarak meydana gelen 

programlanmış ve hedeflenmiş bir hücresel ölüm nedenidir. Apoptoz genellikle 

organizmaya faydalı etkiler sağlarken, nekroz neredeyse her zaman zararlıdır ve ölümcül 

olabilir (Kanduc vd., 2002). 

Nekroza bağlı hücresel ölüm apoptotik sinyal iletim yolunu takip etmez, bunun yerine 

çeşitli reseptörler aktive olur ve hücre zarı bütünlüğünün kaybına ve hücre ölümü 

ürünlerinin hücre dışı boşluğa kontrolsüz bir şekilde salınmasına neden olur 

(Proskuryakov, Konoplyannikov, ve Gabai, 2003).  Bu durum, çevre dokuda lökositleri 

ve ölü hücreleri fagositoz yoluyla ortadan kaldıran yakındaki fagositleri çeken 

enflamatuar bir yanıt başlatır. Bununla birlikte, lökositler tarafından salınan mikrobiyal 

zararlı maddeler çevre dokularda ikincil hasar meydana getirir (Rock ve Kono, 2008).  Bu 

ikincil hasar iyileşme sürecini engeller. Böylece, tedavi edilmeyen nekroz, hücre 

ölümünün gerçekleştiği yerde veya yakınında çürüyen ölü doku ve hücre kalıntılarının 

birikmesine neden olur. Klasik bir örnek kangrendir. Apoptozun aksine nekrozda hücre 

şişerek hücre içi organellerini dışarıya aktarır (Galluzzi ve Kroemer, 2008).  
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Bir diğer hücre ölüm şekli de otofajidir. Otofaji veya otofagositoz ismi ile de bilinen bu 

ölüm şeklinde hücre kendi kendisini yok eder ve lizozoma bağlı düzenlenmiş bir 

mekanizma aracılığıyla gereksiz veya işlevsiz bileşenleri ortadan kaldıran bir süreçtir 

(Klionsky, 2008). Başlangıçta açlığa karşı korunmak için indüklenen ilkel bir bozunma 

yolu olarak karakterize edilmesine rağmen, otofajinin açlık çekmeyen hücrelerin 

homeostazında da önemli bir rol oynadığı giderek daha açık hale gelmiştir. Otofajideki 

kusurlar, nörodejenerasyon ve kanser dahil olmak üzere çeşitli insan hastalıklarıyla 

ilişkilendirilmiştir ve bu hastalıklar için potansiyel bir tedavi olarak otofajiyi modüle 

etmeye olan ilgi hızla artmıştır (Djajadikerta vd., 2020; Levy, Towers, ve Thorburn, 

2017). Hastalıkta otofaji, besin eksikliği olan belirli hücresel stres durumlarında güçlü bir 

şekilde indüklenebilen önemli bir fizyolojik yanıttır ayrıca strese karşı uyarlanabilir bir 

yanıt olmasının yanı sıra ve hücrenin hayatta kalmasını da teşvik etmiştir; ancak diğer 

durumlarda, hücre ölümünü ve morbiditeyi teşvik ettiği görülmektedir. Aşırı açlık 

durumunda, hücresel bileşenlerin parçalanması, hücresel enerji seviyelerini koruyarak 

hücresel hayatta kalmayı teşvik eder (Djajadikerta vd., 2020). 

 

Şekil 1. 4. Hücre ölüm çeşitleri.  (Galluzzi vd., 2018’den uyarlanmıştır). 
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Meme Kanseri Mevcut İnsidansı ve Gelecek Tahminleri 

Meme kanseri, kadınlar arasında en sık teşhis edilen kanserdir ve akciğer kanserinden 

sonra kansere bağlı ölümlerin ikinci önde gelen nedenidir (DeSantis vd.,2019; Sung vd., 

2021). Dünya Sağlık Örgütü’nün yayınlanan verilerine göre, 2020 yılı içerisinde meme 

kanseri teşhisi konan 2,1 milyon kadının olduğu, bu teşhis konulan hastalar içerisindeki 

ölüm oranının ise yaklaşık 685.000 olduğu belirtilmiştir. 2020'nin sonu itibariyle de son 

5 yılda meme kanseri teşhisi konan 7,8 milyon kadının hayatta kaldığı belirtilmiştir. 

Dünyanın hemen hemen her ülkesinde kadınlarda ergenlikten sonra tüm yaş gruplarında 

görülebilen meme kanserinin özellikle ilerleyen yaşlarda görülme ihtimali ciddi oranda 

artmaktadır (WHO, 2021).  Mevcut oranda, vaka sayısının 3,05 milyona yükselmesi ve 

ölüm oranının ise 2040 yılına kadar 6,99 milyona çıkması beklenmektedir (Ferlay vd., 

2020) . Her geçen gün gittikçe artan ölüm insidansı, bu hastalığın tedavisini daha da elzem 

hale getirmektedir. Bu sebeple, kanserin erken tanı, tarama, tedavi, beslenme, 

önleyici/koruyucu müdahalelerin geliştirilmesi ve uygulanabilmesi adına birçok bilimsel 

çalışma yapılmakta ve kanserle mücadele önemli bir ilgi alanı olmaktadır. 

 

Şekil 1. 5. 2020 Globocan kanser insidansı (Globocan, 2023). 
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Meme Kanseri Hücre Hatlarının Sınıflandırılması 

Meme kanserleri değişken morfolojik ve biyolojik özellikler göstermektedir ve bu 

nedenle farklı davranışlar sergileyerek tedavilere farklı yanıtlar vermektedir. Kanser 

sınıflandırılması, olası onkolojik karar verme ve hastalığın doğru teşhisinin yanı sıra 

tümör davranışının da tahmin edilebilirliğini sağlayabilmek için oldukça önemlidir 

(Temel, 2015; Sing, Gupta and Pathak, 2020). 

Meme kanserleri temelde iki olguya göre sınıflandırılır: (1) Tümörün türü ve derecesinin 

ne kadar kötü olduğu (tiplendirme ve derecelendirme), Tümörün evre derecesinin ne 

kadar yaygın olduğu, durumlarına göre değerlendirilmektedir. Meme kanserlerinin 

tiplendirilmesi ve derecelendirilmesi, WHO tümör sınıflandırmasında ayrıntılı olarak 

açıklanan histolojik alt tiplere ve derecelendirmeye dayanmaktadır. Meme kanserlerinin 

evrelemesi, tümör boyutu, nodal durum ve metastaza (TNM evrelemesi) dayanır. Meme 

kanserlerinin rutin değerlendirmesi ayrıca reseptör farklılıklarına göre de değişmektedir. 

Östrojen reseptörü (ERα), progesteron reseptörü (PR) ve insan epidermal büyüme faktörü 

reseptörü 2 (HER2) ekspresyonuna göre de sınıflandırma yapılmaktadır (Tsang ve Gary, 

2020). 

İsmini Michigan Cancer Foundation’dan (MCF) alan MCF-7 hücre hattı, ER (+) tümörler 

için bir model olarak kullanılmaktadır. MCF-7, metastatik adenokarsinomlu 69 yaşındaki 

beyaz bir kadın hastanın meme dokusundan izole edilen epitel hücreleridir. MCF-7, 

östrojen reseptörü alfa’ya (ER-α) sahip olan nadir meme kanseri tiplerinden biri olmakla 

beraber agresif yapıya sahip değildir. Bu hücre hattı in vivo ortamda tek katmanlı bir 

şekilde çoğalma sergiler. MCF-7 hücre hattı östrojen ve progesteron reseptörü pozitif, 

HER2 büyüme reseptörü negatif hücre hattıdır (Comşa, Cimpean, ve Raica, 2015; Horie, 

Urano, Ikeda, ve Inoue, 2003). 
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Şekil 1. 6. MCF-7 insan meme kanseri hücre hattı (ATCC, 2023). 

MDA-MB-231 hücre hattı, ER, PR ve HER 2 (-) meme kanseri için bir model olarak 

kullanılır (Rochefort H, vd., 2003). MDA-MB-231 meme kanseri hücre hattı 1973 yılında 

M. D. Anderson Kanser Merkezi'nde 51 yaşında, beyaz, kadın bir adenokarsinom 

hastasının meme dokusundan izole edilen epitel hücreleridir. Epitel benzeri morfolojiye 

sahip olan MDA-MB-231 meme kanseri hücreleri fenotipik olarak iğ şeklindeki hücreler 

olarak görünür. İn vitro olarak, MDA-MB-231 hücre hattı invaziv bir fenotipe sahiptir. 

MDA-MB-231 hücre hattı östrojen, progesteron ve HER2 büyüme reseptörleri negatif 

olan hücre hattıdır. Bu hücre hattı MCF-7 ve MDA-MB-453 hücre hattına göre daha 

agresif bir yapıdadır (Nohara, Wang, ve Spiegel, 1998).  

 

Şekil 1. 7. MDA-MB-231 insan meme kanseri hücre hattı (ATCC, 2023). 
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MDA-MB-453 insan meme kanseri hücre hattı, 1976 yılında metastatik meme kanseri 

olan bir kadın hastadan elde edilmiştir. Bu hücre hattı östrojen ve progesteron negatif, 

HER2 pozitif meme kanseri için bir model olarak kullanılır. MDA-MB-453 hücre hattı 

fenotipik olarak globüler kümeleşen tek katmanlı bir yapıya sahip hücre hattıdır (Layosa 

vd., 2021; Vranic, Gatalica, ve Wang, 2011).  

 

Şekil 1. 8. MDA-MB-453 insan meme kanseri hücre hattı (ATCC, 2023). 

Meme Kanseri Nedenleri 

Tüm kanserlerde karsinogenez yani kanser oluşum süreci birtakım içsel ve dışsal etkiler 

nedeniyle meydana gelmektedir. İçsel (İntrinsik) etkiler incelendiğinde, karsinogenez 

oluşumunun temelinde hücre DNA’sında meydana gelen çok sayıdaki mutasyonlar 

olduğu bilinmektedir. (Stratton, M. R. vd., 2009). En sık mutasyona uğrayan genler 

arasında ise; MYC, PIK3CA, FGFR1, PTEN, ERBB2, GATA3 ve p53 gelmektedir 

(Pritchard vd., 2016).  

Mutasyonların yanı sıra hücre döngüsü sırasında da hücrelerde anormallikler meydana 

gelebilmektedir. Hücre döngüsü, bir hücrenin iki bölünme arasında meydana getirdiği 

aşamaların tümüne verilen isimdir. Hücre döngüsü sonucu yeni hücreler meydana 

gelmekte, ayrıca döngü aşamalarında oluşabilen/oluşan hataların giderilmesi de farklı 

kontrol noktaları ile düzenli ve sıkı bir şekilde takip edilmektedir. Bu kontrol noktaları, 

hücrede bulunan herhangi bir mutasyon, farklılaşma veya DNA hasarının tespitinden 

sorumludur. Hücrede belirlenen bu kusurların yeni hücreye aktarılmaması için belirlenen 

hatalar düzeltilene kadar hücre G1 veya G2 fazlarında tutulmaktadır. CDK kısaltmasıyla 

bilinen siklin bağımlı kinazlar hücre döngüsünün anahtar proteinidir. CDK’larda oluşan 

bir mutasyonlu hücre, kontrol noktalarında tutulmadan devam etmesi sonucunda 2 yeni 
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mutasyonlu hücre meydana getirir. Genomun gardiyanı olarak da bilinen p53, tümör 

baskılayıcı bir proteindir. Aynı zamanda p53, hücre döngüsündeki kontrol noktalarında 

tutulmalardan, DNA tamirinden, hücresel senesens ve apoptoz gibi mekanizmalarda da 

görev almaktadır. Meydana gelen tüm bu değişimler içsel etkileri oluşturmaktadır (Silva, 

Quintas, Gonçalves, ve Fresco, 2022). 

Aile Öyküsü / Genetik Eğilim; Pek çok kanserde olduğu gibi meme kanserinde de genetik 

eğilim hastalığa yakalanma riskinde önemli bir yer tutar. Meme kanserinde aile öyküsü 

bulunan kişilerde kansere yakalanma oranı yaklaşık %10’dur (Shiovitz ve Korde, 2015). 

Aile öyküsü bulunan bireylerde birinci derece akrabalık söz konusu ise bu bireylerde 

erken başlangıçlı (35 yaşından önce) meme kanseri görülme olasılığı oldukça yüksektir  

(Harbeck vd., 2019).  

Ekstrinsik Faktörler ise; başta beslenme, yaşam tarzı, çeşitli zararlı ışınlar ve enfeksiyon 

gibi vücuda dış yollardan etkisi olan çevresel faktörlerin tümüdür. Sigara, alkol, yanlış 

beslenme, arsenik gibi bazı ağır metallerin vücuda alınımı, asbestos, radon vb faktörler 

zaman içerisinde hücrelerde genetik birtakım değişikliklere sebep olmaktadır (Vineis ve 

Wild, 2014). Bu gibi çevresel faktörlerin organizmada zamanla meydana getirdiği 

tümörleşmeler pek çok kanser türünün temelini oluşturmaktadır (Rappaport, 2012). 

Rektif Oksijen Türleri (ROS) 

ROS; oksijenin kısmi indirgenmiş metbolitleri olarak tanımlanmaktadır. İnsan vücudunda 

doğal süreçler içerisinde sürekli olarak serbest radikaller meydana gelir. Serbest 

radikaller; belirli bir düzeyin üzerine çıktığında kararsız kimyasal yapıları nedeniyle 

sağlıklı hücrelere zarar vererek kanser, diyabet, alzheimer, kalp hastalıkları gibi çeşitli 

hastalıklara yakalanma riskini artırır. Serbest radikallerin artışı ile gelişen bu durum, 

oksidatif stres olarak da adlandırılır. ROS’nin en önemli özelliği güçlü oksitleme işlevine 

sahip olmasıdır. Reaktif Oksijen Türleri radikal olanlar ve radikal olmayanlar olarak 

temelde iki sınıfa ayrılmaktadır. Radikal olanlar başlıca süperoksit (O2
•-), hidroksil 

radikalleri (OH•), nitrik oksit (NO), alkoksil radikalleri (RO.) ve peroksil radikalleri iken 

radikal olmayanlar ise hidrojen peroksit (H2O2), organik hidroperoksitler ve hipoklorit’tir 

(Ayhancı ve Gültekin, 2008).  ROS organizmada hücresel proliferasyonu, farklılaşmayı, 

hayatta kalmayı ve hatta apoptoz süreçlerini düzenleyebilir. Ancak oldukça aktif olan 

ROS’lar, hücre içi lipitleri, proteinleri ve deoksiribonükleik asidi okside edebilir, 
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bulunduğu hücre ve dokulara saldırabilir ve böylece hasarlı biyolojik moleküllerin 

birikmesine yol açar (Ray, Huang, ve Tsuji, 2012). Organizmada gerçekleşen çeşitli 

kimyasal reaksiyonlar sonucu ortaya çıkan ROS’ların miktarı canlılar için çok önemlidir. 

ROS miktarındaki artış canlı için pek çok hastalığın başlangıcını oluşturabilir. ROS ile 

antioksidan sistem arasında bir denge mevcuttur ve bu dengenin ROS lehine bozulması 

sonucunda birçok hastalığın temeli atılmış olur (Thannickal ve Fanburg, 2000). 

Metabolizmada meydana gelen bir seri iletim ve üretim sonucunda organizma canlılığını 

sürdürebilmektedir. Metabolik olarak aktif olan hücrelerde ROS üretimi de artmaktadır. 

Artan ROS’u dengeleyebilmek için organizma, gerekli miktarda antioksidanları 

üretmektedir. 

 

Şekil 1. 9. Serbest radikallerin etkileri. 

Süperoksit (O2-.) Radikali; Reaktif oksijen türlerinden olan süperoksit, doğada yaygın 

olarak meydana gelen moleküler oksijen (O2)'nin tek elektronlu indirgenmesinin ürünü 

olarak özellikle önemlidir (Sawyer ve Valentine, 1981) . Normal hücresel koşullar altında 

süperoksit anyonları enzimatik olarak kolayca hidrojen peroksitlere dönüştürülür. 

Süperoksit radikali oldukça aktif bir radikaldir ve organizmada önemli hasarlara sebep 

olduğu bilinmektedir (Rapoport, Hanukoglu, ve Sklan, 1994) . 

Hidrojen Peroksit (H2O2); H2O2 bir serbest radikal olmamasına rağmen, hücrelerde 

üretilen hidroksil radikallerinin ana kaynağı olan Fenton Reaksiyonu ile demir veya bakır 

gibi bir geçiş katyonunun varlığında en reaktif serbest radikal olan hidroksil radikalinin 

ana katkı sağlayıcısıdır. Hidrojen peroksit reaktif bir oksijen türüdür ve oksijen-oksijen 
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tek bağına sahip bir bileşik olan en basit peroksittir. Hidrojen peroksit insan vücudu da 

dahil olmak üzere biyolojik sistemlerde bulunur. Hidrojen peroksiti kullanan veya 

ayrıştıran enzimler peroksidazlar olarak sınıflandırılır. Kimyasal açıdan H2O2 zayıf 

reaktiftir: hafif bir oksitleyici veya hafif bir indirgeyici ajan olarak hareket edebilir, ancak 

lipidler, DNA ve proteinler de dahil olmak üzere çoğu biyolojik molekülü kolayca 

oksitlemez (Halliwell ve Gutteridge, 2015; Hampton ve Orrenius, 1997). H2O2'nin 

tehlikesi büyük ölçüde, ultraviyole ışığa maruz kalması sonucu gelişigüzel reaktif 

hidroksil radikaline dönüşmesinden kaynaklanmaktadır (Ueda, Saito, Shimazu, ve 

Ozawa, 1996). 

Hidroksil (OH.) Radikali; Reaktif oksijen türlerindendir. Hidroksil radikali, her türlü 

biyolojik makromolekül ile çok reaktif olduğundan ve hücre metabolizması tarafından 

yenilenemeyen ürünler ürettiğinden, kısmen indirgenmiş oksijen türlerinin toksisitesinde 

baş aktör olarak kabul edilir. Hücre içi metabolizmaya ek olarak, düşük dalga boylu 

elektromanyetik radyasyon (örn. gama ışınları) vücuttaki suyu bölerek bu radikali 

oluşturabilir. Bu korkunç derecede reaktif radikal, bir kez üretildikten sonra yanında ne 

varsa ona saldırır. Hidroksil radikali oluştuğu yerde reaksiyona girerek genellikle serbest 

radikal zincir reaksiyonlarını yaydığı için in vivo ömrü yok denecek kadar azdır. Singlet 

oksijen, peroksi nitratlar ve nitrik oksit hücrelerde sürekli olarak üretilen diğer serbest 

radikallerdir (Halliwell ve Gutteridge, 2015).  

Kanser ve ROS İlişkisi 

Organizmadaki ROS miktarı normal hücre döngüsü süreci de dahil olmak üzere birçok 

sürecin düzenlenmesinde önemli bir etkendir. Hücresel proliferasyon, farklılaşma, 

hayatta kalma ve apoptoz gibi hücresel süreçlerin düzenlenmesinde ROS rol oynar (Ray 

vd., 2012). ROS miktarı olması gereken miktarın üzerine çıktığında, yüksek ROS 

seviyeleri tümör oluşumunu başlatabilir hatta tümörün ilerlemesine neden olabilir (Canli 

vd., 2017). Aşırı ROS, gen mutasyonlarına neden olur ve p53 gibi tümör baskılayıcı 

genleri inhibe ederek kanserin başlamasına yol açar (Jackson, 1994). Ayrıca, yüksek ROS 

seviyelerinin, epitelyal-mezenkimal geçiş (EMT) yoluyla tümör invazyonunu ve 

metastazını indüklediği de bilinmektedir (Jiang vd., 2017). 

Yüksek ROS seviyelerinin onkojenik olduğu, DNA, protein ve lipitlere zarar verdiği, 

genetik düzensizliği ve tümörigenezi teşvik ettiği düşünülmektedir (Liou ve Storz, 2010; 
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K. Roy vd., 2015). Antioksidan savunmanın ana işlevi aşırı ROS birikimini önlemek ve 

indirgeme-oksidasyon (redoks) dengesini korumaktır (Gorrini, Harris, ve Mak, 2013). 

ROS üretimi, kanserde genomik kararsızlığa ve DNA hasarına katkıda bulunur; bu da ilaç 

tedavisine direnç ve yüksek nüks insidansı gibi önemli etkilere sahiptir (Pelicano, Carney, 

ve Huang, 2004). Bununla birlikte, kanserlerdeki toksik seviyelerde ROS üretimi anti-

tümörijeniktir ve oksidatif stresin artmasına ve tümör hücresi ölümünün indüklenmesine 

neden olur (Nogueira vd., 2008; Storz, 2005; Trachootham vd., 2006). Bu nedenle, ROS'u 

ortadan kaldırmak veya ROS üretimini artırmak için kullanılan tedaviler, oldukça zorlu 

bir kavram olmasına rağmen potansiyel olarak etkili kanser tedavilerinde yer alabilir. 

ROS’un savunma mekanizmalarının bir parçası olarak fagositik hücrelerde önemli bir rol 

oynadığı bilinmektedir. Ayrıca hücre sinyalizasyonu ve düzenlenmesi, sinyal 

kaskadlarının aktivasyonu ve apoptoz gibi fonksiyonlarda (tüm hücre tiplerinde) daha 

geniş bir role sahip olduğu da bilinmektedir  (Wang vd., 2021). 

Büyüme faktörleri ve K-Ras tarafından uyarılan yolakların kanserde MAPK1/ERK2 'yi 

aktive ettiği ve bunun hücresel proliferasyonun artmasında rol oynadığı gösterilmiştir 

(Khavari ve Rinn, 2007). H2O2 meme tümör hücrelerinde östrojen metabolizmasının bir 

yan ürünü olarak üretilir ve ERK sinyal yolunun aktivasyonundan sorumludur, bu da 

proliferasyonun artmasına (Irani vd., 1997; Reddy ve Glaros, 2007)  ve pro-survival 

PI3K/Akt sinyal yolunun aktivasyonuna neden olur (Burdick vd., 2003; Park, Na, Kim, 

Cha, ve Surh, 2009). ERK'nin proliferasyon dışında başka rolleri de vardır. Meme, 

lösemi, melanom ve yumurtalık kanseri dahil olmak üzere çeşitli kanserlerde hücre 

sağkalımı, bulunduğu dokudan bağımsız büyüme ve hareketlilikte rolü vardır (McCubrey 

vd., 2007; Steelman vd., 2008). Hücre sağkalımında ROS fonksiyonunun düzenlenmesi 

hücreye özgüdür (Chan vd., 2008; Lee vd., 2005). 

Akt yolu, apoptotik Bad, Bax, Bim ve Foxo transkripsiyon faktörleri dahil olmak üzere 

hedef proteinlerinin fosforilasyonu ve inaktivasyonu yoluyla hücre sağkalımında işlev 

görür (Brunet vd., 1999; Pastorino, Tafani, ve Farber, 1999; Qi, Wildey, ve Howe, 2006). 

Epitelyal büyüme faktörü kaynaklı H2O2 üretiminin yumurtalık kanserinde Akt'yi aktive 

ettiği gösterilmiştir (Liu vd., 2006). H2O2, PI3K/Akt sinyalizasyonunun negatif 

düzenleyicileri olan PTEN ve PTP1B fosfatazlarını oksitleyerek ve inaktive ederek etki 

eder ve hücre sağkalımına neden olur (Salmeen vd., 2003). PTEN'in inaktivasyonu meme, 
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endometriyal kanserler, glioblastomlar, melanom ve prostat kanseri gibi çeşitli kanser 

türlerinde sıklıkla görülmektedir (H. Wu, Goel, ve Haluska, 2003). 

Hücrelerdeki toksik ROS seviyelerinin hücre döngüsünün durmasına, apoptozise ve 

yaşlanmaya neden olduğu bilinmektedir (Moon vd., 2010). ROS'un aşırı üretimi, Bcl-2 

protein ailesi ve sitokrom c dahil olmak üzere apoptotik efektörlerin aktivitesini de 

etkileyebilir (Groeger, Quiney, ve Cotter, 2009). Mitokondriyal ETC'den artan O2
-. 

üretimi mitokondriyal membrana zarar vererek sitokrom c'nin membrandan sitozole 

salınmasına ve translokasyonuna neden olur ve bu da kaspazdan bağımsız ve kaspaza 

bağlı sitozolik sinyal olaylarını tetikler (Gerasimenko vd., 2002; Ryter vd., 2007). 

Sitokrom c, apoptotik protein aktive edici faktör 1 (Apaf-1) ile bir kompleks oluşturur ve 

pro-kaspaz 9'un aktivasyonu ile kaspaz-3 ve 7'nin bölünmesini indükler (Susin vd., 1999). 

Mitokondriden sitokrom c'nin önemli ölçüde salınması sonucunda, mitokondriyal ETC 

bozulacak ve hasar görecek, ardından ROS üretiminin daha da artmasına neden olacaktır 

(Chen ve Lesnefsky, 2006). Bcl-2 ailesinin anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-w ve Bcl-xL) ve 

apoptotik (Bad, Bak, Bax, Bid ve Bim) üyeleri, mitokondriyal membran 

permeabilizasyonu ve apoptotik sinyalizasyonda önemli rollere sahiptir (Kelekar ve 

Thompson, 1998). ROS kaynaklı apoptoz, GSH seviyelerinin azalması ve redoks 

dengesinin bozulması ile ilişkilidir (Merad-Boudia vd., 1998). Azalan GSH seviyeleri, 

ROS'un indüklediği GSH oksidasyonunun bir sonucudur ve yüksek ROS üretimini arttırır 

(D'Alessio vd., 2003). 

ROS'un anti-tümörijenik sinyalizasyonu, ROS seviyelerinin toksik seviyelere yükselmesi 

ve antioksidan sistem kapasitesinin tükenmesi ile programlanmış hücre ölümüne neden 

olarak kanserde bir terapi olarak hedeflenebilir. Kemoterapi kanser tedavisinde yaygın 

olarak kullanılmaktadır ve ROS üretimini artırarak onarılamaz hasara ve hücre ölümüne 

yol açtığı bilinmektedir. Kullanılan kemoterapi ilaçlarına örnek olarak antrasiklinler, 

sisplatin, bleomisin, arsenik trioksit verilebilir. Tümör hücrelerinde ROS üretiminin 

engellenmesi, pro-tümörijenik sinyallerin baskılanmasıyla sonuçlanabilir. ROS 

seviyelerindeki azalma, hücre sağkalımının ve çoğalmasının azalmasına, daha az 

metabolik adaptasyona ve daha düşük DNA hasarı ve genetik istikrarsızlık seviyelerine 

yol açacaktır (Pelicano vd., 2004).  

Antioksidanlarla tedavinin kanserde ROS üretimini süpürücü sistemler aracılığıyla 

azalttığı düşünülmektedir. Çalışmalar, antioksidan SOD3'ün aşırı ekspresyonunun in vivo 
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meme kanseri metastazını azalttığını ve antioksidanların kanser tedavisinde ROS'un 

azaltılmasında rol oynadığını göstermiştir (Teoh-Fitzgerald vd., 2014). Bununla birlikte, 

antioksidanlar kanser insidansının artmasıyla da ilişkilendirilmiştir. A ve E vitamini ve 

ayrıca karoten kanser riskinin artmasıyla ilişkilendirilmiştir (Klein vd., 2012; Omenn vd., 

1996). Bu karışık sonuçlar, kanser tedavisinde antioksidanların karmaşıklığını 

göstermektedir. 

 

Şekil 1. 10. Oksidatif stresi düzenleyen aracılar, koruyucu mekanizmalar ve oksidatif 

denge (Moloney ve Cotter, 2018’den revize edilmiştir). 

ROS’lar bu nedenlerle kanser, alzheimer, sepsis, diabet ve kardiyovasküler hastalıklar 

gibi birçok hastalığın patofizyolojisinde yer almıştır. ROS miktarının sağlıklı hücrelerde 

denge halinde olması beklenirken kanserli hücrelerde bu dengenin ROS lehine olması, 

kanserli hücrelerin apoptoza yönelimini artıracaktır. Kanser hücrelerinin apoptoza 

yöneliminin önemli olduğu kadar hücrelerin proliferasyon, büyüme ve yaşamsal 
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faaliyetlerini sürdürmeye devam etmesini sağlayan PI3K/AKT sinyal yolağının da inhibe 

edilmesi oldukça önemlidir.  

PI3K/mTOR/AKT Sinyal Yolağı 

PI3K/mTOR/AKT sinyal yolağı, hücre proliferasyon, büyüme, yaşamsal faaliyetlerini 

sürdürme ve apoptoz süreçlerinde önemli görev yapmaktadır (Mogi vd., 2008; Nicholson 

ve Anderson, 2002). 

 PI3K’nın aktive edilebileceği üç farklı yol vardır (Nicholson ve Anderson, 2002): 

• G proteinleri tarafından aktive edilebilirler, 

• Reseptör tirozin kinazlar tarafından aktive edilebilirler, 

• Küçük GTPα tarafından aktive edilebilirler, 

PI3K (Fosfoinositid-3 Kinaz veya Fosfatidilinasitol-3 Kinaz), kinaz ailesine mensup bir 

proteindir. Kinazlar, lipid moleküllerini fosforile eden enzimlerdir. Lipidlerin 

fosforilasyonunu yaparak bu yapılara madde giriş-çıkışının gerçekleştirilmesini sağlarlar. 

Kinazlar fosfatlama görevi yaparlar ve bu sayede bu yolakta bir seri aktivasyon işlemi 

gerçekleştirilir. İşlevlerine göre PI3K’lar 3 farklı sınıfa ayrılmaktadırlar (Costa, Han, ve 

Gradishar, 2018; Vanhaesebroeck, Guillermet-Guibert, Graupera, ve Bilanges, 2010). 

➢ 1.Sınıf PI3K’lar; katalitik bir alt birimi olan p110 ve düzenleyici bir alt birim 

olan p85’den oluşmaktadır. PI3K yolunun aktive/deaktive olmasından 

sorumludurlar. 

➢ 2.Sınıf PI3K’lar; görevleri fosfatidilinositolleri 4 fosfata kadar 

fosfatlayabilmektir ancak bu görevinin dışında literatürde pek bir bilgi 

bulunmamaktadır. 

➢ 3.Sınıf PI3K’lar; oldukça spesifiktirler sadece yapısal olarak 

fosfatidilinositollerle reaksiyona girerler. 

PI3K’nın sınıflarının her birinin substratları birbirinden farklıdır çünkü her birinin yolak 

üzerindeki görevleri birbirinden farklıdır. PI3K, kendi içerisinde 2 alt birimden meydana 

gelir. İlki katalitik alt birim p110 ikincisi ise düzenleyici alt birim olan p85’tir. PI3K, 

hücre yüzeyinde bulunan Reseptör Tirozin Kinazlar (RTK) aracılığıyla aktifleştirilirler. 

Hücre membranında bulunan RTK’ların bir araya gelmesiyle hücre içinde 
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PIP2(fosfatidilinositol-4,5-bisfosfat), meydana gelir. PIP2, ortamda bulunan PI3K’lar 

tarafından fosfatlanarak PIP3 (fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfat)’ı meydana getirir. 

PIP3’ler de yolağın en önemli bileşenlerinden olan AKT (Protein Kinaz B)’yi aktive eder 

(Costa vd., 2018; Nicholson ve Anderson, 2002; Vanhaesebroeck vd., 2010). 

Yolakta en önemli noktaları AKT ve mTOR oluşturmaktadır. PI3K/ AKT/ mTOR 

yolağının kavşak noktası olarak nitelendirilen AKT’nin rolü, yolağın çalışıp 

çalışmadığını belirlemektir. AKT; metabolizma, apoptoz, hücre döngüsü kontrolü, 

anjiyogenez, farklılaşma ve hücre büyümesi ve proliferasyonu dahil olmak üzere birçok 

biyolojik süreçle ilgili çoklu sinyal yollarında yer alır. Memelilerde üç Akt izoformu 

(Akt1/PKCα, Akt2/PKBβ ve Akt3/PKBˠ) mevcuttur. Bu izoformlar yüksek derecede 

homoloji sergilerler, ancak düzenleyici fosforilasyon bölgelerinin lokalizasyonunda biraz 

farklılık gösterirler. Çünkü her bir AKT formu, üç farklı sınıfta yer alan PI3K’lar ile 

etkileşime girerek, farklı görevler sergilerler.  

• Akt1, organizmada birçok dokuda bulunan ve büyüme, hayatta kalma, embriyonik 

gelişim ve adiposit farklılaşmasında baskın bir role sahip olduğu düşünülen baskın 

izoformdur.  

• Akt2, glikoz homeostazının düzenlenmesi ile ilişkilidir ve insüline yanıt veren 

dokularda eksprese edilen baskın bir diğer izoformdur.  

• Akt3 beyin dokusunda bol miktarda bulunur. AKT'nin aktivasyonu hem plazma 

zarına translokasyonunu hem de sırasıyla PDK1 ve TORC2 kompleksi tarafından 

fosforilasyonu gerektiren düzenleyici bir mekanizmaya bağlıdır (Cantrell, 2001; 

Huck ve Mochalkin, 2017).  

 

Şekil 1. 11. PI3K-AKT sinyal yolağı (KEGGPATHWAY, 2023). 



20 

 

 

Şekil 1. 12. PI3K-AKT sinyal yolağı aşağı akış sistematiği (www.medikaynak.com’dan 

alınmıştır.)  

PI3K/AKT/mTOR sinyal yolunun önemli bir diğer hedef proteini de mTOR’dur. Yolağın 

düzenleyicisi olan mTOR, besin düzeyini kontrol etmenin yanı sıra hücre döngüsü 

esnasında G1 fazından S fazına geçişi de sağlamaktadır. Besin düzeyinde bir yetersizlik 

söz konusu olduğunda mTOR aktivitesi baskılanmaktadır (Bader vd., 2005; Costa vd., 

2018). 

PI3K/AKT/mTOR yolağı translasyonel kontroldür. Aşırı bölünmek isteyen kanser 

hücreleri için bu yolun aşırı aktivasyonu, kanserli hücrelerin çoğalmaları için gereklidir. 

Bu nedenle bu yolağın inhibe edilmesi kanser çalışmaları için elzemdir. 

Kanser ve Tedavi Yöntemleri 

Meme kanseri, kadınlar arasında en sık teşhis edilen kanserdir ve akciğer kanserinden 

sonra kadınlar arasında kansere bağlı ölümlerin ikinci önde gelen nedenidir (DeSantis 

vd., 2019; Sung vd., 2021). Bu sebepler, kanserin erken tanı, tarama, tedavi, beslenme, 

önleyici/koruyucu müdahalelerin geliştirilmesi ve uygulanabilmesi adına birçok bilimsel 

çalışma yapılmakta ve kanserle mücadele önemli bir ilgi alanı olmaktadır. Kanser, 

tanıdan tedaviye kadar olan süreçte oldukça zorlu ve masraflı bir hastalıktır. Uygulanan 

tedavi/tedaviler genellikle pek çok ciddi yan etkiyi de tetiklemektedir. Kanser, uzun süren 

tedavi ve bakım süreci gerektirdiğinden kişiler hem ekonomik hem de psikolojik olarak 

olumsuz etkilenmektedir.  

Kanser tedavi uygulamaları hastaya, kanserin türüne ve evresine bağlı olarak değişiklik 

göstermekte olsa da üç genel başlık altında toplanabilir: 
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1) Cerrahi Operasyon: Tümörlerin vücuttan çıkarılabilir olmasına bağlı olarak 

uygulanan bir yöntemdir. Hastaya ve tümörün durumuna bakılarak tümörün bazen 

bir kısmı veya tamamı alınabilmekte, ayrıca operasyon öncesi veya sonrası 

kemoterapi ya da radyoterapi de uygulanabilmektedir (Siegel vd., 2012).  

2) Radyoterapi: Yüksek enerjili ışınlar verilerek kanserli hücreleri küçültme ve yok 

etmeyi hedefleyen radyasyon tedavisi de bir diğer yöntemdir. Kemoterapi ile 

beraber de uygulanabilmektedir (Zeman, 2016). 

3) Kemoterapi: Kemoterapötik ilaçlar kullanılarak uygulanan tedavi yöntemidir. 

Oral yolla veya damardan ilaç verilerek ilacın hem kanserli hücrelere hem de 

metastatik hücrelere ulaşması sağlanabilmektedir (DeVita Jr ve Chu, 2008). 

Kanserin tipine ve evresine göre hastalığı tedavi etmek, tümörün yayılımını 

önlemek, büyümesini yavaşlatmak, başladığı organdan vücudun diğer kısımlarına 

metastaz yapan kanser hücrelerini inhibe etmek amacıyla kemoterapi uygulanır 

ve bazı durumlarda kemoterapi tek tedavi seçeneğidir (DeVita Jr ve Chu, 2008). 

Bu tedavilere ek olarak uygulanan diğer tedaviler ise şu şekildedir; 

• Hormonal Terapi: Tedavide hormonların kullanıldığı bir başka yöntemdir. 

Genellikle meme veya prostat kanseri tedavilerinde kullanılmaktadır  

(Drãgãnescu ve Carmocan, 2017).  

• Kök Hücre Tedavisi: Kemik iliği transplantasyonu olarak da bilinen bu yöntem 

daha çok lösemi hastalarında kullanılmaktadır (Abraham ve Staffurth, 2016).  

• İmmünoterapi: Son yıllarda uygulanan bir tedavi yöntemidir. Hastaların kendi 

immün sistem hücrelerini kanser hücreleri ile savaşabilir şekilde eğitmek 

amacıyla geliştirilmiş bir yöntemdir (Rosenberg, Yang, ve Restifo, 2004).  

Kemoterapötik İlaçlar 

Günümüzde çeşitli kanser hastalarında en yaygın kullanılan kemoterapi ilaçları arasında 

sisplatin, doksorubisin, dosetaksel ve mitaksantron bulunmaktadır. Sisplatin, kanseri 

tedavi etmek için kemoterapide kullanılan bir ilaçtır. Molekül Dünya Sağlık Örgütü 'nün 

Temel İlaçlar Listesi'nde yer almaktadır.  

Sisplatin, hızlı bir şekilde enzimatik değişime uğrayarak aktif olmayan metabolitlerine 

dönüşebilmektedir ve hücreler içerisinde DNA çift zincirinde çapraz bağlanma 
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yapmaktadır. Trans konumunda iken etkisiz halde olan molekül, içinde bulunan platin'in, 

iki farkli pozisyonda DNA'ya bağlanıp DNA replikasyonunu bloke eder ve böylece 

hücreleri apoptosise yönlendirerek çoğalmalarını durdurur. Fakat bazı durumlarda 

kanserli hücreler apoptosisin engellenmesi ve DNA onarımının artması gibi yollara 

başvurarak sisplatine direnç gösterebilmektedir bu gibi durumlarda, paclitaxel adlı ilaç 

ile birlikte kombinasyon tedavisi önerilir. Başlıca yan etkileri koku duyarlılığı, halsizlik 

ve iştahsızlıktır (Aldossary, 2019). Sisplatin, cerrahi müdahale ve/veya radyoterapi gibi 

lokal tedavilere cevap vermeyen tranzisyonel hücre mesane kanseri olan hastalarda tek 

ajan olarak kullanılmaktadır. Bu ilaca veya diğer platin içeren bileşiklere karşı ciddi 

hassasiyeti olduğu belirlenen hastalarda, böbrek yetmezliği veya işitme kaybı olan 

hastalarda, omurilik baskılaması (miyelosüpresyon) olan hastalarda, sisplatin 

kullanılmamaktadır (Aldossary, 2019).  

 

Şekil 1. 13. Sisplatin yapısı (Dasari ve Tchounwou, 2014). 

Doksorubisin'in etki mekanizması karmaşık olmakla beraber DNA ile etkileştiği 

düşünülmektedir (Rossi, 2006). Hücrede transkripsiyon esnasında DNA'nın açılmasını 

sağlayan Topoizomeraz II enziminin ilerlemesi engellenir. Doksorubisin, DNA 

transkripsiyonu esnasında topoizomeraz II’nin DNA'yı kesmesinin ardından meydana 

gelen topoizomeraz-DNA kompleksini stabilize ederek DNA ikili sarmalının tekrar 

birleşmesini engeller ve böylece DNA eşleşmesini durdurur (Thorn vd., 2011). 

Doksorubisin'in akut yan etkileri arasında; mide bulanması, kusma ve kalp 

düzensizliğinin yanı sıra nötropenia (akyuvarlarda azalma) ve kellik de 

görülebilmektedir. Kümülatif doksorubisin dozu 550 mg/m²'ye ulaştığında kardiyak yan 

etkiler (kalp yetmezliği, kardiyomiyopati ve ölüm) önemli miktarda arttığı, ancak bu 

kardiotoksisitenin mitokondrilerdeki oksidatif fosforilasyonda dozla orantılı bir şekilde 

azaldığı belirlenmiştir (Epstein, 2007). Doksorubisin kardiotoksisitesi mitokondrilerdeki 

oksidatif fosforilasyonda dozla orantılı bir azalma ile karakterizedir. Doksorubisin ve 
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demir etkileşiminden kaynaklanan Reaktif oksijen türleri miyositlere (kalp hücrelerine) 

miyofibriler kayıp ve sitoplazmada vakuol oluşmasına neden olabilmektedir. Ayrıca, bazı 

hastalarda el-ayak sendromu (palmar plantar erythrodysesthesia) meydana 

gelebilmektedir (Epstein, 2007). Bu yan etkiler ve kırmızı rengi nedeniyle doksorubisin 

"kırmızı şeytan" veya "kırmızı ölüm" takma adları ile anılmaktadır (Epstein, 2007).  

 

Şekil 1. 14. Doksorubisin yapısı (Sikora vd., 2022). 

Dosetaksel, yarı sentetik bir taksandır. Dosetaksel'in organizmada iki aşamalı bir 

antineoplastik aktivite mekanizmasına sahip olduğu düşünülmektedir (Pienta, 2001). İlk 

olarak, dosetaksel mikrotübüler depolimerizasyonu inhibe eder; daha sonra, bcl-2 ve bcl-

xL gen ekspresyonunun etkilerini inhibe ederek kanserli hücreleri apoptosise yönlendirir 

(Farha ve Kasi, 2019). Mitozda önemli olan tübülin molekülüne yüksek afinite ile 

bağlanması ile mitoz gerçekleşemez, proliferasyon durur ve hücre apoptoza gider (Farha 

ve Kasi, 2019; Pienta, 2001).  Dosetaksel hücre döngüsüne özgü bir ajan olduğu için 

vücuttaki tüm bölünen hücreler için sitotoksiktir (Hettiarachchi vd., 2021). Bu, tümör 

hücrelerinin yanı sıra saç foliküllerini, kemik iliğini ve diğer germ hücrelerini içerir. Bu 

nedenle saç dökülmesi gibi yaygın kemoterapi yan etkileri ortaya çıkar; bazen bu kalıcı 

olabilir. Hematolojik yan etkiler arasında nötropeni (%95,5), anemi (%90,4), ateşli 

nötropeni (%11,0) ve trombositopeni (%8,0) yer alır (Abdel-Rahman, 2020; Ashrafizadeh 

vd., 2021).  
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Şekil 1. 15. Dosetaksel yapısı (www.genome.jp,2023). 

Mitoksantron bir antrasendion antineoplastik ajandır. Mitoksantron, bir tip II 

topoizomeraz inhibitörüdür; DNA bazları arasında interkalasyon yaparak hem sağlıklı 

hücrelerde hem de kanser hücrelerinde DNA sentezini ve DNA onarımını bozar. Aynı 

zamanda bir antibiyotik olarak sınıflandırılmaktadır (Mazerski, Martelli, ve Borowski, 

1998). Mitoksantron, sınıfındaki diğer ilaçlarda olduğu gibi, bulantı, kusma, saç 

dökülmesi, kalp hasarı ve muhtemelen gecikmeli olarak bağışıklık sistemini baskılama 

dahil olmak üzere değişen şiddette advers reaksiyonlara neden olabilir (Maghzi vd., 

2011).  

 

Şekil 1. 16. Mitaksantron yapısı (Goryacheva vd., 2023). 

Bu kemoterapötik ilaçlar kan dolaşımı vasıtasıyla tüm vücuda yayılarak tümör 

hücrelerinin kontrolsüz çoğalmasını engelleyecek şekilde çalışır. Kanser tedavilerinde 

amaç, hastayı tedavi etmenin yanı sıra semptomlarını azaltarak yaşam kalitesini de 

yükseltmektir. Mevcut kemoterapötik yöntemler bazı kanser tiplerinde etkili olmasına 

rağmen, pek çok yan etkilere sebep olması, ayrıca kanserli hücrelerin bu kemoterapötik 

ilaçlara direnç göstermesi gibi süreci olumsuz etkileyecek ciddi dezavantajlara sahiptir 
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(Emami vd., 2021). Kemoterapi esnasında kanserli hücrelerin öldürülmesinin yanı sıra 

ilacın tüm vücuda kan yoluyla taşınması neticesinde büyümeye ve bölünmeye devam 

eden sağlıklı hücreleri de olumsuz yönde etkileyebilmektedir. Ancak uygulanan tedaviler 

genellikle pek çok ciddi yan etkiye de sebep olabilmektedir. Literatürde kemoterapinin 

neden olduğu bazı yan etkilerin zaman geçtikçe ortaya çıkabileceği ve yan etkilerin 

görülmesinde bireyden bireye farklılıklar olduğu belirtilmektedir  (Sabuncuoğlu ve 

Özgüneş, 2011). Kemoterapi ile tedavi, hastaların bünyelerinde; deri bütünlüğünde 

bozulma, saç dökülmesi, anemi, trombositopeni, nötropeni, stomatit, diyare, kabızlık, 

bulantı-kusma, iştahsızlık, ağrı, anksiyete ve depresyon gibi yaşam kalitesini negatif 

yönde etkileyen problemlere sebep olur (Bektaş ve Akdemir, 2009; Onal vd., 2020).  

Bu nedenlerden dolayı yeni kemoterapötik çalışmalarda yan etkisi az olan, aynı zamanda 

yüksek antikanser potansiyele sahip, kanser hücreleri üzerinde spesifik antikanser etki 

gösterebilecek ajanların belirlenmesi ve geliştirilmesi önem kazanmıştır (Atashzar vd., 

2020; Supuran, 2016).  

Meme Kanseri Tedavisinde Doğal Ürün Yaklaşımı 

Kanserin çağımız hastalıklarından biri olması ve her geçen gün kanser teşhisinin de 

artması dolayısıyla bilim insanları yan etkisi daha az olan kemoterapötik ajanlar keşfetme 

ve geliştirmeye önem vermektedir (Temel, 2015). Mevcut kullanımda olan antikanser 

ilaçlarının %60'ından fazlası; bitki, bakteri, mantar veya deniz organizmaları gibi doğal 

kaynaklardan elde edilen ürünlerden geliştirilmiştir (Mondal vd., 2012).  

1981 ve 2014 yılları arasında dünya çapında 136 antikanser ilacı kullanıma sunulmuştur 

ve bunların neredeyse %83'ü ya bitkisel bileşikler ya da bunların türevleri olduğu 

bilinmektedir (Amaral vd., 2019). Vinkristin, vinblastin, paklitaksel ve dosetaksel dahil 

olmak üzere bir dizi antikanser ilacı meme kanserinin tedavisi için halihazırda 

kullanılmaktadır (Zyad vd., 2018). Bitkiler, geçmişten günümüze insanoğlunun sağlık 

ihtiyaçlarına hizmet eden geleneksel Çin ilaçları gibi geleneksel tıp sistemlerinin temelini 

oluşturmuştur. Gelişmekte olan ve az gelişmiş ülkelerdeki nüfusun büyük bir kısmı, 

birincil sağlık sorunlarını tedavi etmek için bitkisel ilaçlara güvenmektedir. Geleneksel 

tıbbi bitkilerden elde edilen ilaçlar, maliyet etkinlikleri, bollukları ve yan etkilerinin az 

olması veya hiç olmaması gibi sebeplerden dolayı oldukça popüler bir hal almıştır. Son 

yıllarda, geleneksel olarak kullanılan tıbbi bitkilerden ilaç benzeri maddeleri bulmak için 
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bitki araştırmalarında küresel çapta önemli bir artış söz konusudur. Ayrıca, kurkumin, 

resveratrol, kersetin gibi doğal olarak oluşan birkaç bitki bazlı bileşik, umut verici 

antikanser etkiler göstermiştir ve adjuvan kemoterapötik ajan olarak ilgi kazanmaya 

devam etmektedir. Ayrıca, doğal olarak oluşan bileşikler, sağlıklı hücrelere daha az 

toksisiteye neden olur ve bazı durumlarda anormal veya hastalıklı hücrelere karşı seçici 

toksisite gösterir (Yuan vd., 2016). Bugün pazarlanan çok sayıda ilacın yapısal olarak 

doğal bir şekilde oluşan bileşiklerin yapısına benzemesinin nedeni bu olabilir. Birçok 

araştırmacı, mevcut ilaçların antikanser aktivitesini arttırdığı için bitkisel bileşiklerin 

terapötik bir modalitede kullanılabileceğini öne sürmüştür (Yuan vd., 2016). Bitkilerin 

tüm bu özelliklerinin yanı sıra son yıllarda tıbbi bitkiler olarak sınıflandırılan bitkilerin 

özellikle kanser çalışmalarında tek başına kullanımından ziyade halihazırda kemoterapi 

ilacı olarak kullanılan birçok ilaç ile birlikte kombine halde uygulamaları artış 

göstermektedir. Sinerjik etki olarak adlandırılan bu durum kemoterapötik ajanların 

olumsuz yan etkilerini oldukça minimalize ettiği de yapılan çalışmalarla belirlenmiştir 

(M. Roy vd., 2011; Yu vd., 2007).  

Ünlü bir antikanser bitki sekonder metaboliti olan kurkumin, kanser hücrelerini ilaçlara 

karşı daha canlı hale getiren kemoterapötik ilaçlardan siklofosfamid ve paklitaksel ile 

birlikte uygulandığında meme kanseri belirteçlerinin ekspresyonunu in vivo ve in vitro 

olarak aşağı regüle ettiği bilinmektedir (M. Roy vd., 2011; Zhan vd., 2014). Benzer 

şekilde, ginsenositlerin bir metaboliti olan 20S-protopanaxadiol, tamoksifen ile 

kombinasyon halinde kullanıldığında östrojenik gen ekspresyonuna müdahale ederek 

MCF-7 hücrelerinde hücre proliferasyonunu inhibe etmiştir. Ayrıca, bu kombinasyon 

tamoksifenin sitotoksisitesini ER'den bağımsız bir şekilde asinerjik olarak da 

iyileştirmiştir (Yu vd., 2007). Bu ve benzeri nedenlerle, bitkisel bileşiklerin sinerjistik 

terapideki faydaları dikkate değerdir ve bu durum, meme kanseri tedavisinde 

kemoterapötik ilaç direncinin ve toksisite gibi problemlerin üstesinden gelmeye yardımcı 

olabilir. Bununla birlikte, sentetik antikanser ilaçların uzun süreli kullanımı, bu ilaçların 

normal hücrelerdeki toksik etkisinden kaynaklanan çeşitli sağlık riskleri veya yan etkileri 

ile bağlantılıdır.  

Bitkisel bileşiklerle kemoprevensiyon büyük ilgi görmektedir. Kanserin kontrolü ve 

yönetimi için ucuz, kolaylıkla uygulanabilen, kabul edilebilir ve erişilebilir bir yaklaşım 

olarak kabul edilmektedir (Singh, Gupta, ve Pathak, 2020). Bitkisel ilaçlar meme kanseri 
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ve ilişkili terapötik toksisite yönetiminde önemli bir rol oynamaktadır. Bitkisel ürünlerin 

ve kemoterapinin birlikte kullanımı, meme kanserini tedavi etmenin etkili ve uygun 

maliyetli bir yolu olabileceği düşünülmektedir. Bu tür adjuvan tedavinin, ilaç toksisitesini 

azaltan, ilaç direncini baskılayan ve tedavinin kalitesini arttıran hızlı ilaç etkisi sağlayan 

sinerjistik bir antikanser etkisi ürettiği kanıtlanmıştır (Montemurro, Nuzzolese, ve 

Ponzone, 2020). Vinblastin, vinkristin, taksoller vb. gibi bitki kaynaklı antikanser ilaçlar, 

şu anda meme kanseri tedavisinde kullanılan kemoterapötik ilaçlara benzer şekilde bir 

potansiyel göstermiştir ve bunların büyük bir kısmı preklinik veya klinik deneylerdedir. 

Son on yılda, in vivo ve in vitro meme kanseri modellerinde cesaret verici antikanser 

aktivite gösteren çok sayıda fitokimyasal tanımlanmıştır (Dhyani vd., 2022; González-

Burgos ve Gómez-Serranillos, 2021).  

Doğal ürünler, doğada kendiliğinden yetişmesi ve kolay ulaşılabilir olması, birçok doğal 

ürünün halk arasında yüzyıllardır çeşitli tedavilerde kullanılması ve nispeten güvenilir 

olmasıyla avantaj sağlamaktadır. Yukarıda belirtildiği gibi pek çok biyolojik aktivite 

sergiledikleri bilinmektedir ancak, hâlâ yeterince araştırılmamış pek çok doğal kaynak 

bulunmaktadır. Bunlar arasında özellikle son yıllarda kanser tedavisinde yeni 

kemoterapötik ajan olarak kullanılabileceği yönünde sınırlı sayıda çalışma bulunmasına 

rağmen likenler de bu gruba dahil edilmektedir (Ozgencli vd., 2018). 

Likenler ve Liken Asitleri 

Mantarların ve alglerin simbiyotik birlikteliğinden meydana gelmiş, morfolojik ve 

fizyolojik birlikler, liken olarak tanımlanmaktadır (Kalın, 2022). Likenler Dünya 

üzerinde pek çok farklı iklim şartlarında ve tüm karasal habitatlarda yaşayabildikleri için 

genel liken simbiyozu çok başarılıdır (Nash, 1996). Liken maddeleri, primer metabolitler 

(intraselüler) ve sekonder metabolitler (ekstraselüler) olmak üzere iki ana gruba ayrılır.  

Likenlerde büyük oranda organik bileşikler bulunmaktadır. Bu organik bileşiklerin büyük 

bir bölümünü, mantar hücresi içerisinde veya hiflerin yüzeyinde depolanan sekonder 

metabolitler oluşturmaktadır. Bilinen liken bileşikleri; amino asit türevleri, şeker 

alkolleri, alifatik asitler, makrolitik laktonlar, monosiklik aromatik bileşikler, kininler, 

kromonlar, ksantonlar, dibenzofuranlar, depsidler, depsidonlar, depsonlar, terpenoidler, 

steroidler, karotenoidler ve difenil eterler dahil olmak üzere birçok bileşik sınıfını 

içermektedir (Calcott vd., 2018). Bu bileşikler genelde suda çözünmezken, organik 

çözücülerle ekstre edilebilirler (Nash, 1996). Sekonder metabolitler; antiviral, 
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antibakteriyel, antifungal, antiprotozoal, antiherbivor, mutajen, antioksidan, antitümör, 

anti-ülserojenik, ateş düşürücü ve anti-inflamatuar gibi önemli birçok biyolojik etkilere 

sahiptirler (Mitrović vd., 2011). Bugüne kadar, 1000'den fazla liken sekonder metaboliti 

rapor edilmiştir (Calcott vd., 2018). Tüm dünyada olduğu gibi Türkiye’de de tıbbi açıdan 

önemli, farmasötik özelliği olan bitkiler halk arasında yüzyıllardan beri hastalıkların 

tedavisinde kullanılmıştır (Baytop, 1999). Bilinen etnobotanik bitkilerin yanı sıra likenler 

de bu amaçla kullanılmaktadır. Bu kapsamda liken sekonder metabolitlerinin büyük 

çoğunluğunun henüz keşfedilmemiş olması, keşfedilen ve içeriği belirlenen liken 

asitlerinin de oldukça önemli biyolojik aktivite sergilemeleri kemoterapötik ajan olabilme 

olasılığını her geçen gün artırmaktadır. Literatürde bulunan birçok çalışma liken asitleri 

içerisinde kimyasal olarak içeriği en iyi bilinen ve liken sekonder metabolitleri içinden 

üzerinde en fazla çalışılan usnik asittir. Yapılan çalışmalar neticesinde usnik asitin 

antioksidan, antimikrobiyal ve antikanser gibi birçok biyolojik aktivite sergilediği 

belirlenmiştir (Koc vd., 2021). 

Son yıllarda usnik asitin yanı sıra evernik asit, difrakteik asit, lekoranik asit ve vulpinik 

asit gibi içeriği belirlenen ve üzerinde çeşitli biyolojik aktivite çalışmaları sürdürülen 

liken asitleri de bulunmaktadır (Kalın, Altay, ve Budak, 2022). Liken asitlerinin bilinen 

biyolojik aktiviteleri; Sitotoksik aktivite (Solárová vd., 2020), antiviral, antibakteriyel ve 

antifungal aktivite (Kosanić vd., 2013; Molnár ve Farkas, 2010),  antioksidan aktivite 

(Molnár ve Farkas, 2010), antitümör aktivite (Günaydın vd.; Kalın vd., 2022; Nguyen 

vd., 2019)  olarak literatürde yer almaktadır.  

Vulpinik Asit 

Likenlerden elde edilen bir sekonder metabolit de vulpinik asittir. Vulpinik asit ilk olarak 

1831 yılında Bebert tarafından izole edilmiştir (Bebert, 1831). Huneck ve Yoshimura’nın 

yaptığı çalışmada parlak sarı görünümlü olan vulpinik asitin, çok yüksek miktarlarda 

Letharia vulpine yiyen ren geyikleri üzerinde toksik etki sergilediğini belirtmişlerdir 

(Huneck vd., 1996). Zehirli olarak bilinen Letharia vulpine’den izole edilen Vulpinik asit, 

diğer sekonder metabolitler arasında antibiyotik etkiye sahip olan 60 sekonder 

metabolitten biridir (Karamanoğlu, 1971). Yapılan bir başka çalışmada ise vulpinik asitin 

antimikrobiyal etki gösterdiği gram negatif ve gram pozitif bakteriler kullanılarak 

belirlenmiştir (Osmanağaoğlu, Yıldız, ve Saçılık, 2000). Letharia vulpina’dan elde edilen 

vulpinik asitin aynı zamanda en iyi mavi ışığı emdiği ve yansıttığı kaydedilmiştir 
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(Phinney, Gauslaa, ve Solhaug, 2019). Vulpinik asit, Letharia vulpina’dan izole edilen, 

C19H14O5 molekül yapısına sahip olan bir liken asitidir ve son yıllarda yapılan 

çalışmalarla vulpinik asitin (VA) antimikrobiyal (Lauterwein, vd. 1995), antidiyabetik  

(Demir vd., 2022), antikanser (Kalın vd., 2022; Kılıç, Aras, ve Cansaran-Duman, 2018) 

gibi birçok biyolojik aktivite sergilediği gösterilmiştir  (Bhattacharyya vd., 2016). 

 

Şekil 1. 17. Vulpinik asit yapısı (VulpinicAcid, 2023). 

Doğal Ürün- İlaç Kombinasyonları 

Pek çok ilaç gibi antibiyotikler de ihtiyaca yönelik yıllarca kullanımları gerçekleştirilen 

ve başarıyla tedavi sürecini sonuçlandıran ilaç gruplarından biridir. Ancak zaman 

içerisinde patojen bakterilerde meydana gelen değişimler sonucu antibiyotiklere karşı bir 

direnç oluşumu gözlenmiştir. Bu direnç oluşumu sonucunda tedaviyi devam ettirmek 

adına ya yeni ilaç üretimi ya da mevcut ilaçların farklı dozlarda bir araya getirilmesiyle 

direncin kırılmasına yönelik çalışmalar gerçekleştirilmiştir. Antibiyotiklerle yapılan 

kombinasyon çalışmalarında her bir ilacın farklı hedef moleküle bağlanmasını amaçlar 

ve bu sayede daha geniş etki alanına ulaşılmasına olanak sağlar. Kombinasyonlarda 

sinerjist etki; farklı hedefleri farklı yollardan ya da aynı yoldan, aynı hedefi farklı 

yollardan inhibe ederek meydana gelir. Kombinasyonların kullanımının yaygınlaşması; 

ilaçların sinerjik etkisi, ilaç direncinin gelişimini engellemesi ve toksik etkiyi azaltması 

gibi farklı özelliklere sahip olması nedeniyledir (Aktaş, 2014). 

Antibiyotik direncinde olduğu gibi kanser tedavilerinde de kullanılan kemoterapötik 

ilaçlara karşı kanser hücreleri direnç gösterebilmektedir. Bu nedenle son yıllarda kanser 

tedavisinde kemoterapötik ilaçların kombinasyonlarına yönelik çalışmalar yoğunluk 

kazanmıştır (Ayhancı ve Gültekin, 2008). Günümüzde tedavisi devam eden hastalara 

tedaviyi kısaltabilmek adına ilaç-ilaç kombinasyonları (Sisplatin+Dosetaksel; 
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Sisplatin+Doksorubisin kombinasyonları) uygulanmaktadır (Guo vd., 2019; Terada vd., 

2019). Ancak kullanılan ilaçların sentetik olması nedeniyle hastalar üzerindeki yan 

etkilerin azalmaması, bu tür kombinasyonların dezavantajını oluşturmaktadır. İlaç–ilaç 

kombinasyon çalışmalarında ilaçlardan birinin doğal ürünlerden seçilmesi ile olası yan 

etkileri minimuma ineceği ve bunun da bir avantaj sağlayacağı düşünülmektedir. Bu 

bağlamda son yıllarda ilaç+doğal ürün kombinasyon çalışmaları hız kazanmıştır. Tekin 

2021, yapmış olduğu yüksek lisans tez çalışmasında, Olea europea yaprak özütünün 

(OLE) kemoterapi ilacı olan 5- Fluorourasil (5-FU) ve sisplatin ile kombine olarak 

kullanılmasıyla gastrik kanser (mide kanseri) AGS hücrelerinin canlılığı ve ölümü 

üzerine, tümör hücrelerinin agresifliğini baskılamasına, tümör büyüklüğü ve hücrelerde 

gelişen tedavi direncinin kırılması ve bu süreçlerde görev alan epigenetik mekanizmalar 

üzerine etkilerini araştırmıştır. Elde ettiği kombinasyon sonuçları; OLE’nin hücre 

proliferasyonunu azalttığı, hücreleri apoptotik yolla öldürdüğü ve kemoterapötikler ile 

birlikte EMT ve CSC belirteçlerini inhibe ederek tümörün agresifliğini baskıladığı, aynı 

zamanda MDR genlerinin ekspresyon seviyelerini düşürerek ilaç direncini önlediğini 

tespit etmiştir. Aynı zamanda OLE’nin tek başına ve kemoterapötikler ile birlikte 

uygulandığında tümör boyutunda küçülme görüldüğü ve anjiogenezin baskılandığı rapor 

edilmiştir (Tekin, 2021).  

Vargas ve ark., yaptıkları çalışmada doksorubisin (Doxo) ve resveretrol (Rsv) 

kombinasyon dozlarının MCF-7 hücre hattı üzerinde tetiklediği hücresel mekanizmaları 

incelemişlerdir. Çalışma sonucunda Rsv tarafından modüle edildiği tahmin edilen yedi 

varsayılan gen bulmuşlardır: CCND1, CDH1, ESR1, HSP90AA1, MAPK3, PTPN11 ve 

RPS6KB1. Bu yedi genden altısının kanser hücrelerinde Rsv tarafından modüle edildiği 

deneysel olarak kanıtlanmıştır ve MCF7 hücrelerindeki 6 genden 4'ü Rsv tarafından 

modüle edilmiştir. Sonuç olarak, akut Rsv, Doxo direncinde rol oynayan genlerin ve 

mekanizmaların modülasyonu yoluyla meme kanserinde Doxo’nun uzun vadeli 

toksisitesini potansiyel olarak güçlendirmiştir. Rasyonel otofaji inhibisyonu, hayvan 

modellerinde daha fazla test edilmesi gereken bir strateji olan Rsv+Doxo'nun etkilerini 

güçlendirdiği sonucuna varmışlardır (Vargas vd., 2020). 

Calaf ve ark., (2018) kurkumin ve paklitaksel ile yaptıkları çalışmada insan meme kanseri 

hücre hatlarında (MDA-MB-231 ve MCF-10F) kurkumin ve paklitakselin tek başına ve 

kombinasyon halinde neden olduğu hücre ölümünü değerlendirmişlerdir. Elde ettikleri 
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sonuçlar, kurkumin ve paklitakselin apoptoz ve nekrozu indüklediğini göstermiştir; bu 

durum kaspaz-3/7 aktivitesi, Annexin V, poli (ADP-riboz) polimeraz-1 aktivasyonu ve 

kaspaz-3, nükleer faktör NF-κB transkripsiyon faktörü ve çoğalan hücre nükleer 

antijeninin protein ekspresyonu gibi birçok yöntemle gösterilmiştir. Kurkumin ve 

paklitaksel kombinasyonu MCF-10F ile karşılaştırıldığında malign MDA-MB-231 hücre 

hattında apoptoz üzerinde azaltıcı bir etkiye sahip olduğunu belirlemiştir. Kurkumin ve 

paklitaksel ile kombine tedavinin, meme kanseri hücre hatlarında tek başına her iki 

maddeye kıyasla daha yüksek düzeyde apoptoz ile sonuçlandığı gösterilmiştir (Calaf, 

Ponce-Cusi, ve Carrión, 2018). 

İki veya daha fazla ilacı birleştiren bir tedavi olan kombinasyon tedavisi, kanser tedavisi 

için yeni bir stratejidir. Fitokimyasallar ve kemoterapötiklerin kombinasyonu, mono-

terapiye kıyasla etkinliği artırır, bunun nedeni ilaç kombinasyonlarının optimum etkilere 

ulaşmak için sinerjik veya eklemeli bir şekilde anahtar yolları hedeflemesidir (Mokhtari 

vd., 2017). Bu kapsamda son yıllarda doğal ürün ve ilaç kombinasyon çalışmaları oldukça 

artış göstermiştir. Temel hedef kanserli hücrelerin ölümünü saplayarak ortadan 

kaldırılması, aynı zamanda kanserli olmayan hücrelerin de minimum zarar ile bu süreci 

tamamlayabilmesidir. Doğal ürünlerden elde dilen sekonder metabolitler bu bağlamda 

oldukça rağbet görmektedir.  
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2. KURAMSAL TEMELLER 

Son yıllarda tıbbi ve aromatik bitkilerin bünyelerinde bulunan sekonder metabolitlerin 

onarıcı ve tedavi edici özelliklerinden dolayı bitki temelli ürünler kullanılarak alternatif 

tedavi oluşturulmasına yönelik çalışmalar yapılmaktadır (Emsen vd., 2018). Liken asitleri 

olarak da bilinen liken sekonder metabolitlerinin yapılan çalışmalar neticesinde birçok 

biyolojik aktiviteye sahip oldukları belirlenmiştir. Bilinen biyolojik aktiviteler; antiviral, 

antibakteriyel, analjezik, antipiretik ve antikanser aktiviteleri gibi önemli biyolojik 

etkilerdir. Özellikle çağımız hastalıklarından olan kanser için yapılan antikanser 

çalışmaları için eşsiz birer kaynak olan liken asitlerinin yukarıda belirlenen biyolojik 

aktivitelerinin yanı sıra sitotoksik, pro-apoptotik, antiproliferatif, antimigratif, anti-

invaziv ve antioksidan özelliklerinin de olduğu belirlenmiştir. Bu çalışmalar sonucunda 

liken asitlerinin karsinogenez oluşumunu veya gelişimini önlemede son derece önemli bir 

özelliğe sahip oldukları düşünülmektedir (Calcott vd., 2018; Molnár ve Farkas, 2010).  

Sentetik ilaçların yan etkilerinin fazla olması ve kanser tedavisi sürecinden sonra hastada 

meydana gelen çeşitli yan etkilerin bir süre daha devam etmesi nedeniyle pek çok bilim 

insanı doğal bileşiklere yönelmiştir. Sentetik ilaçların aksine doğal bileşiklerin 

metabolizmaya pozitif yönde etki eden özellikleri yıllardır bilinmekte olup, ilaç etken 

maddesi ve gıda takviyeleri olarak kullanılmaktadır. Kısa ve uzun vadede ortaya çıkan 

tüm bu yan etkiler nedeniyle kemoterapötik ilaçların kullanımı hastayı hem tedavi 

sürecinde hem de tedavi sonrası ciddi şekilde etkilemektedir. Bu nedenle yan etkilerini 

daha az olduğu belirlenmiş olan tıbbi ve aromatik bitkilere yönelim günümüzde oldukça 

artmıştır (Sekar ve Kandavel, 2010). Kanser tedavilerinde kullanımda olan mevcut kanser 

ilaçlarının da sentetik olması nedeniyle var olan yan etkileri, meme kanserinin oldukça 

maliyetli ve sınırlı tedavisi gibi sebepler, yeni ve yan etkisi oldukça az olan hedef 

moleküllerin keşfi büyük önem kazanmıştır. 

Vulpinik asidin kanser hücrelerinde anti-mikrobiyal, anti-proliferatif, anti-anjiyogenik ve 

ultraviyole ışınlarına karşı koruyucu etkileri olduğu yakın zamanda yapılan çalışmalarla 

belirlenmiştir (Kalın vd., 2022; Koparal, 2015).  
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Vulpinik Asit ile yapılan diğer çalışmalar ise şu şekildedir:  

Son yıllarda yan etkilerinin oldukça az olması ve henüz pek çoğunun içeriğinin 

keşfedilmemiş olması birçok bilim insanının merakını liken sekonder metabolitleri 

üzerine çekmiştir. Ozgencli ve ark. (2018), yapmış oldukları çalışmada liken asitlerin 

(difraktaik, evernik, lobarik, lekanorik ve vulpinik asit) sıçan akciğerinden saflaştırılan 

mitokondriyal TrxR üzerindeki in vitro inhibisyon etkisini araştırmışlardır. Elde edilen 

veriler uygulanan liken asitleri içerisinde özellikle lekanorik (LA) ve vulpinik asit 

(VA)’in TrxR üzerinde ticari olarak kullanılan antikanser ilaçlardan sisplatin ve 

doksorubisin’e göre çok daha güçlü inhibitör etki sergilediğini göstermiştir (Ozgencli vd., 

2018). 

Cansaran-Duman ve ark. (2021) yapmış oldukları çalışmada meme kanseri ilerlemesinde 

vulpinik asit (VA) ve ilgili miRNA'ların rolünü değerlendirmişlerdir. Yapılan miRNA 

dizisinin ve biyoinformatik analizlerinin sonuçları, 12 miRNA'nın MCF-7 meme kanseri 

hücrelerinde VA’e spesifik olarak yanıt verdiğini göstermiştir. Bu sonuç, VA’in 12 

miRNA'nın ekspresyonunu baskılayarak hücre proliferasyonunu durdurduğunu ortaya 

koyan ilk çalışmadır. Çalışma ayrıca VA’in FOXO-3 genini baskılayarak 12 miRNA'nın 

ekspresyonunu aşağı regüle edebileceğini ortaya koymuş ve miRNA hedeflerinin esas 

olarak apoptoz, hücre döngüsü ve MAPK yollarında rol oynadığı da belirlenmiştir 

(Cansaran-Duman, Yangin, ve Çolak, 2021). 

Demir ve ark. (2021), yaptıkları çalışmada diyabetik komplikasyonların 

önlenebilmesinde vulpinik asit (VA), karnosik asit (CA), ve usnik asidin (UA) 

saflaştırılmış Aldoz redüktaz (AR) ve Sorbitol dehidrojenaz (SDH) enzimleri üzerindeki 

inhibitör etkilerini incelemişlerdir. Poliol yolunun önemli enzimleri olan AR ve SDH, 

saflaştırıldıktan sonra VA, CA ve UA bu enzimlerin aktivitelerine karşı in vitro olarak 

çeşitli konsantrasyonlarda test edilmiştir. VA, CA ve UA’nın AR üzerindeki ki değerleri 

sırasıyla 1,46 ± 0,04, 5,13 ± 0,25, ve 11,71 ± 0,27 μΜ olarak bulunduğu rapor edilmiştir. 

Aynı örneklerin SDH için değerleri ise sırasıyla 15.32 ± 0.34, 145.60 ± 2.17, ve 

213.40 ±2.64 μΜ olarak tespit edilmiştir. Bu bulgular VA, CA, ve UA'nın diyabetik 

komplikasyonların tedavisinde yararlı olabileceğini göstermektedir (Demir vd., 2022). 

Kılıç ve ark. (2018), yaptıkları çalışmada, Vulpinik Asiti (VA) insan meme kanseri 

(MCF-7) ve kanserli olmayan MCF-12A hücre hatları üzerine antiproliferatif ve 
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apoptotik etkilerini araştırmışlardır.  Elde edilen sonuçlar, VA'nın hücre canlılığını 

önemli ölçüde inhibe ettiğini ve insan meme kanseri hücrelerinin apoptozunu 

indüklediğini göstermiştir. En yüksek büyüme azalması oranları, MCF-7 meme kanseri 

hücresinde 48 saat boyunca VA'nın IC50 değeri kullanılarak belirlenmiştir. Elde edilen 

sonuçlar, P53 genlerinin gen ekspresyonunun, VA ile tedaviden sonra MCF-12A hücre 

dizisinde 2.5 katına ulaştığını göstermiştir. Bu gözlemler, kanserli olmayan insan meme 

epitel hücre dizisine kıyasla VA'nın meme kanseri hücrelerinde apoptozu indüklediğini 

desteklemektedir (Kılıç vd., 2018).  

Sahin ve ark. (2019), yaptıkları çalışmada HUVEC insan endotel hücre hattı üzerine 

VA’in farklı konsantrasyonlarını (5, 10, 15, 20, 40, 60, 80, 100, 200, ve 300 μM) 

uygulamışlardır. Uygulanan dozlardan 15 µM’a kadar herhangi bir sitotoksik etkisinin 

olmadığı ve bu dozda da hücre canlılığının oldukça yüksek olduğunu belirlemişlerdir. 

Yapılan bu çalışma ile VA’nın H2O2 kaynaklı oksidatif stresi ve oksidatif strese bağlı 

hasarları oldukça azalttığını ve damar tıkanıklığı olarak bilinen ateroskleroz dahil pek çok 

hastalığın temelinin oksidatif dengenin bozulması sonucu oluşan hasar olduğunu, bu 

sonuçların da damar tıkanıklığı tedavisinde ilaç adayı olabileceğini göstermişlerdir (Sahin 

vd., 2019). 

Günaydın tarafından 2021 yılında yapılmış yüksek lisans tez çalışmasında, Vulpinik asit 

(VA), Evernik Asit (EA), Difrakteik Asit (DA) ve Lekonorik Asit (LA)’in insan akciğer 

kanseri hücre hattı A549 üzerinde antikanser ajan olarak kullanılıp kullanılmayacağının 

ve olası antikanser etkinin tiyoredoksin redüktaz 1 (TRXR1) hedefli gerçekleşip 

gerçekleşmeyeceğini gen ve protein seviyesinde araştırmıştır. Elde edilen bulgularda 

A549 hücre hattı üzerinde VA, EA ve DA’nın sitotoksik etkisi olduğu, VA ve DA’in 

BAX/BCL2 oranını ve P53 gen ekspresyonunu artırdığı, migrasyonu baskıladığı, TRXR1 

enzim aktivitesini inhibe ettiği ve TXN gen ekspresyon seviyesini artırdığı rapor 

edilmiştir (Günaydın, 2021). 

Karaca tarafından 2021 yılında yapılmış yüksek lisans tez çalışmasında, insan karaciğer 

(HepG2) kanser hücre hattında bazı liken asitlerinin (evernik, vulpinik, difraktaik, 

lekanorik) antikanser etkilerini ve olası etkilerin tiyoredoksin redüktaz 1 (TRXR1) hedefli 

olup olmadığını gen ve protein seviyesinde araştırmıştır. Elde edilen bulgularda; evernik, 

vulpinik ve difraktaik asitlerinin HepG2 kanser hücreleri üzerine doz ve zaman bağımlı 

olarak antiproliferatif etkilerinin olduğu, migrasyonu baskıladığı, vulpinik ve difraktaik 
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asitlerinin apoptozu indüklediğini belirlemiştir. Ayrıca Vulpinik asidin BAX/BCL2 

oranını arttırdığı, p53 geninin ekspresyonunu azalttığını, difraktaik asidin ise apoptotik 

yolak genlerinden sadece p53 geninin ekspresyonunu arttırdığını belirlemiştir. Vulpinik 

ve difraktaik asidin tiyoredoksin sistem genlerinden TXN ekspresyonunda bir değişiklik 

oluşturmadığını, TRXR1 geninde ise önemli bir artış oluşturduğunu, Evernik asit ise 

belirtilen genlerin ekspresyonlarında değişiklik oluşturmadığını, vulpinik, evernik ve 

difrakteik asitin TRXR1 kantitatif protein ekspresyonunu arttırdığını ve vulpinik asit ile 

difraktaik asidin enzim aktivitesini baskılarken evernik asidin enzim aktivitesini 

arttırdığını rapor etmiştir (Karaca, 2021). 

Kalın tarafından 2022 yılında tamamlanan doktora tez çalışmasında, Vulpinik asit (VA), 

Evernik Asit (EA), Difrakteik Asit (DA) ve Lekonorik Asit (LA)’in insan meme kanseri 

hücre hatları (MCF-7 ve MDA-MB-453)’ nda tiyoredoksin redüktaz 1 (TrxR1) hedefli 

antikanser etkilerini araştırmıştır. Elde edilen bulgularda; VA, EA ve DA’nın yukarıda 

bahsi geçen meme kanseri hücre hatları üzerinde doz ve zaman bağımlı olarak 

antiproliferatif etki gösterdiklerini ve ayrıca moleküler çalışmalar neticesinde de bu üç 

liken asidi (VA, EA, DA) ’nin antikanser etkilerini TrxR1 enziminin inhibisyonuyla 

sergiledikleri rapor edilmiştir (Kalın, 2022). 

Vulpinik asit ile yapılan farklı biyolojik aktivite çalışmalarının yanı sıra gerçekleştirilen 

in vitro antikanser çalışmaları, onun farklı kanser hücre hatları üzerinde kayda değer bir 

antikanser etkiye sahip olduğunu göstermiştir. Ancak, literatürde VA ile kanser 

tedavilerinde yaygınca kullanılan farklı kemoterapotik ilaçların çeşitli 

kombinasyonlarının sinerjik antikanser etkileri hakkında herhangi bir çalışma 

bulunmamaktadır. Bu çalışma ile insan meme kanseri hücre hatları (MCF-7, MDA-MB-

453, ve MDA-MB-231) üzerine VA’in kemoterapötik ilaçlar (sisplatin, mitaksantron, 

doksorubisin ve dosetaksel) ile farklı kombinasyonlarının sinerjik antikanser etkilerinin 

ilk kez belirlenecek olması tezi özgün kılmaktadır. Bu kapsamda; kimyasal içeriği 

belirlenmiş, çeşitli biyolojik aktivitelere sahip, liken sekonder metabolitlerinden biri olan 

vulpinik asit, çalışmaya konu olarak seçilmiştir. Çalışma kapsamında kemoterapötik ilaç 

olarak kullanılan sisplatin, doksorubisin, dosetaksel, mitoksantron ve vulpinik asit ilk 

etapta MCF-7, MDA-MB-231 ve MA-MB-453 meme kanseri hücre hatları üzerinde doz-

zaman bağımlı olarak ayrı ayrı uygulanmıştır. Elde edilen sonuçlar doğrultusunda her bir 
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meme kanseri hücre hattı üzerine kemoterapötik ilaçlar ile vulpinik asitin kombinasyon 

çalışmaları gerçekleştirilmiştir. 

2.1.  Amaç 

Kanser, oluşumdan tedaviye, hatta tedavi sonrası bıraktığı kısa ve uzun vadeli yan etkileri 

ile maddi manevi kişiler üzerinde pek çok geri dönülemez etkiler bırakan bir hastalıktır. 

Yıllara göre belirlenen kanser insidansları değerlendirildiğinde geçmişten günümüze 

kanserin mevcut senaryosu ve gelecek tahminleri göz ününe alındığında, önümüzdeki 20 

yıl içerisinde yaklaşık 22 milyon kişiye kanser teşhisi konulacağı, bu sayının en az 

%60’lık kısmının da ölümle sonuçlanacağı tahmin edilmektedir. Globocan 2020 

verilerine göre 2020 yılında toplamda 19,3 milyon kanser vakası olduğu, bu sayının 2040 

yılına kadar 30,2 milyon olacağı tahmin edilmektedir. Ölüm oranlarına bakıldığında 2020 

yılında 9,96 milyon olan bu sayının 2040 yılına kadar 16,3 milyon olacağı tahmin 

edilmektedir. Meme kanseri oranlarına bakıldığında ise tüm kanserler içerisinde en 

yüksek rakamlar sergilediği görülmektedir. 2020 yılında yaklaşık 2,3 milyon meme 

kanseri teşhisi konulduğu, 685 bin kişinin ise hayatını kaybettiği belirlenmiştir. 2040 

yılına kadar meme kanseri teşhisinin 3,19 milyon olacağı, ölüm oranının ise 2040 yılına 

kadar 1,04 milyon olacağı tahmin edilmektedir (Ferlay vd., 2020; Globocan, 2023). Tüm 

bu oranlar kanserle mücadelenin önemini bir kez daha ortaya koymaktadır.  

Kanserli hücrelerin tedavilerinde temel amaç hücrelerin ilaçların etkinliği ile hücre ölümü 

adı verilen apoptoza yönelimlerini sağlamaktır. Hücreler apoptoza hem içsel hem de 

dışsal yolaklar aracılığıyla yönlenebilmektedir. Bunun yanı sıra hücre sağ kalımında rol 

alan yolaklardan olan PI3K/AKT/mTOR yolağının da kanserli hücreler için bloke 

edilmesi oldukça önemlidir. Kanser hücrelerinin en belirgin özelliği hücre sağ kalımını 

devam ettirip apoptozdan kaçmasıdır. Bu nedenle kanserli hücrelerin PI3K/AKT/mTOR 

yolağını kullanmalarını önlemek elzemdir. Son yıllarda ciddi rağbet görmeye başlayan 

liken sekonder metabolitleri, özellikle kemoterapötik ajan olarak kullanım alanına sahip 

olabileceği düşünülen ve üzerinde çalışmalara devam edilen yeni bir alandır. Vulpinik 

asit ile yapılan farklı biyolojik aktivite çalışmalarının yanı sıra gerçekleştirilen in vitro 

antikanser çalışmaları onun farklı kanser hücre hatları üzerinde kayda değer bir antikanser 

etkiye sahip olduğunu göstermiştir. Ancak, literatürde VA ile kanser tedavilerinde 

yaygınca kullanılan farklı kemoterapötik ilaçların çeşitli kombinasyonlarının sinerjik 
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antikanser etkileri hakkında bir çalışma bulunmamaktadır. VA’in yukarıda bahsi geçen 

kemoterapötik ilaçlarla (sisplatin, doksorubisin, dosetaksel ve mitaksantron) birlikte 

kullanıldığında üç farklı meme kanseri hücre hattında (MCF-7, MDA-MB-453, ve MDA-

MB-231) ROS miktarını, PI3K/AKT/mTOR ve apoptotik yolak markır proteinlerini 

moleküler seviyede nasıl etkilediği hakkında literatürde herhangi bir çalışmanın mevcut 

olmaması bu tez çalışmasının ortaya çıkma nedenidir. 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

3.1. Materyal 

3.1.1. Kullanılan kimyasal malzemeler 

Tablo 3. 1.Tez Kapsamında Kullanılan Kimyasallar ve Kitler 

Kimyasal Adı Firma 

RPMI 1640 Medium Biological Industries 

Dulbecco's Minimum Essential Medium (DMEM) Biological Industries 

Trypsin Solution A (0.25%) Biological Industries 

L-Alanyl-L-Glutamine (Stable Glutamine) (200 mM) Biological Industries 

Penicillin-Streptomycin-Amphotericin B Solution Biological Industries 

Cell Proliferation Kit (XTT based) Biological Industries 

FBS (Fetal Bovine Serum) Biological Industries 

Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS) Biological Industries 

Trypan Blue Boyası Sigma-Aldrich 

Dimetil Sülfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich 

Muse® Annexin V ve Dead Cell Assay Kit Luminex 

Muse® MultiCaspase Assay Kit Luminex 

Muse® Mitopotential Assay Kit Luminex 

Muse® P13K Activation Dual Detection Kit Luminex 

Muse® Cell Cycle Kit Luminex 

Muse® Oxidative Stress Kit Luminex 

PureLinkᵀᴹ RNA Mini Kiti Applied Biosystems 

cDNA Sentez Kiti (SuperScript™ III First-Strand Synthesis 

System) 

Applied Biosystems 

SYBR Green qPCR Master Mix Qiagen 

Primer Oligomer 

P53 Primer Antikor ProteinTech 

BAX Primer Antikor ProteinTech 

Caspase-3 Primer Antikor ProteinTech 

Cytochrome C Primer Antikor ProteinTech 

PI3K Primer Antikor ProteinTech 

mTOR Primer Antikor ProteinTech 

AKT Primer Antikor ProteinTech 

Β-Aktin Primer Antikor Santa Cruz Biotechnology 
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Tablo 3. 1. (Devam) Tez Kapsamında Kullanılan Kimyasallar ve Kitler 

Sekonder Antikor (Rabbit Anti-Mouse IgG-HRP) Santa Cruz Biotechnology 

Sekonder Antikor (Goat Anti-Rabbit IgG-HRP) Santa Cruz Biotechnology 

RIPA Buffer Biological Industries 

Vulpinik Asit Cayman Chemical Company 

Protein Marker Bio-Rad 

Skim Milk Powder (Yağsız süt tozu) Bio-Rad 

Clarity Max Western ECL Substrates Bio-Rad 

Clarity Western ECL Substrates Bio-Rad 

Tween 20 Sigma-Aldrich 

 

Tablo 3. 2. Tez Dahilinde Kullanılan Materyal ve Cihazlar 

MATERYAL VE CİHAZ FİRMA 

Buzdolabı (+4 / -20°C) Haier 

-80 °C dondurucu Haier 

Eppendorf Santrifüj  Isolab 

CO2 inkübatör Nüve 

Olympus CKX41 ters faz kontrast 

mikroskop 

Nikon Eclips Tİ-U 

Vortex WisMix DaihanVM10 

ELISA plaka okuyucusu Thermo Scientific 

Su Banyosu-Çalkalayıcı Nüve 

Laminer Akış ve Biyogüvenlik Kabinleri Bilser BLF 200 

Thoma Lamı Marienfeld 

Multi pipet/ Pipet Eppendorf 

Cryotubes Eppendorf 

Blotlama (Semidry Blotter) Cihazı Bio-Rad 

15 mL ve 50 mL’lik Santrifüj Tüpleri Sarstedt / Isolab 

Flow (Akım) Sitometri Cihazı Muse® Cell Analyzer 

Hassas Terazi Shimadzu  

Nanodrop Thermo Scientific  

Otoklav Nüve 

PCR Bio-Rad  

Real-Time PCR Qiagen 
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Tablo 3. 2. (Devamı) Tez Dahilinde Kullanılan Materyal ve Cihazlar 

Pipet Uçları Isolab 

Serolojik Pipetler Labsolute 

T-25 Flask (Filtreli, steril) Sarstedt 

T-75 Flasklar (Filtreli, steril) Sarstedt 

Strip Tüpler Qiagen 

6 Kuyucuklu Plaka Sarstedt 

96 Kuyucuklu Plaka Sarstedt 

1,5-2 mL’lik Tüpler ve Raklar Eppendorf 

Cell Scraper (Hücre Kazıyıcı) Sarstedt 

 

Tablo 3. 3. Tez Dahilinde Kullanılan Çözeltilerin Hazırlanışı 

%70’lik Etil Alkol Saf etil alkolden 70 mL alınarak üzeri 30 mL 

saf su ile tamamlanarak hazırlandı. 

%5’lik Bloklama Çözeltisi 5 g Skim Milk Powder (Yağsız Süt Tozu) 

tartıldı ve 95 mL TBST içerisinde çözdürüldü. 

1X TBST Çözeltisi 10X TBS’den (konsantre) 100 mL alındı ve 

üzeri 900 mL dH2O ile 1 L’ye tamamlandı. 

Üzerine 1 mL Tween-20 eklendi. 

1X Transfer Çözeltisi 10X Transfer (konsantre) çözeltisinden 100 

mL alındı, üzeri 900 mL saf su ile 

tamamlandı. 

Laemni Buffer 100 µL β-merkaptoetanol ve 900 µL 4X 

Laemni sample buffer ile tamamlanır ve 

kullanılır. 
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3.2. Yöntem 

3.2.1. Hücre Kültürü Çalışmaları 

MCF-7 hücreleri Dulbecco's Minimum Essential Medium (DMEM) besiyerinde 

çoğaltılıp işlemlerde kullanıldı. DMEM bazal besiyeri içerisine %10 FBS, %1 

Penisilin/streptomisin içerecek şekilde hazırlandı. MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 

hücre hatları da içerisinde %10 FBS, %1 Penisilin/streptomisin bulunan RPMI 1640 

besiyerisinde çoğaltıldı.  

3.2.1.1. Hücre Açma ve Büyütme İşlemleri  

Tez kapsamında kullanılan her bir hücre hattının açılması ve çoğaltılması işlemleri, 

yukarıda anlatıldığı şekilde hazırlanmış olan besiyeriler kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

Hücre kabini %70’lik etil alkolle temizlenerek sterilizasyonu sağlanır. -80 ⁰C’deki stok 

kanser hücresi çıkarıldı ve su banyosunda eritildi. Hazırlanan besiyeri  T-75 flask içerisine 

alındı ve üzerine stok hücre eklendi. Bir gece 37 ⁰C %5 CO2 inkübatörde inkübe edildi. 

Ertesi gün besiyeri değiştirildi ve hücreler %85-90 konfluensiye ulaşana kadar büyümesi 

takip edildi. Hücre yoğunluğuna göre her 2-3 günde bir kontrolü yapıldı ve zemini 

dolduran hücreler bölünerek çoğaltıldı. 

3.2.1.2. Hücre Bölme ve Hücre Dondurma İşlemleri 

Belirli bir yoğunluğa ulaşan hücrelerin (%85-90 konfluensiye) deneysel işlemlerde 

kullanılabilmesi ve çoğaltılması için hücre bölme ve sayım işlemleri gerçekleştirildi. 

Kabin sterilizasyonu yapıldıktan sonra hücreler kabine alındı ve eski besiyeri 

uzaklaştırıldı. DPBS (Ca ve Mg içermeyen) ile yıkama yapılarak flask içerisindeki 

safsızlıklar uzaklaştırıldı. Daha sonra hücrelerin üzerine Trypsin-EDTA (%0,25) eklendi 

ve hücrelerin zeminden ayrılması için 10-15 dakika inkübatörde bekletildi. Zeminden 

kalkan hücreler üzerine besiyeri ilave edildi ve 15mL’lik falkon tüpe alındı. Hücreler 5dk 

boyunca 13000rpm’de santrifüj edilerek hücrelerin çökmesi sağlandı. Hücreler, flasklara 

uygun sayıda ekildi ve yeniden inkübatöre (37 ⁰C %5 CO2) kaldırıldı.  

Hücreleri stoklamak için 2mL’lik kriyo tüp alınır, üzerine hücre ismi, tarih, stoklama 

işlemini yapan kişi ismi yazılır. Flaskta büyümüş olan hücreler kaldırılıp çöktürüldükten 

sonra taze besiyeri (besiyeri içerisinde %5’lik DMSO bulunur) hücre peleti üzerine 
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eklenir ve pipetajlanarak homojenlik sağlanır. Daha sonra hücreler kriyo tüpe konulur ve 

bir saat kadar -20⁰C’de bekletildikten sonra -86⁰C’ye kaldırılır. 

3.2.1.3. Hücre Sayımı 

Hücreler, işlem öncesi sayılarak işlemin yapılacağı plate içerisine ekimi gerçekleştirilir. 

Bunun için flasktan alınan hücrelerin sayımı için Thoma Lamı kullanıldı. Hücre sayımı 

için eppendorf tüp içerisine 100 μL hücre süspansiyonu ve 100 μL tripan mavisi boyası 

eklenerek pipetajlandı. Cansız hücrelerin hücre bütünlüğü bozulduğu için, trypan blue 

boyasını içerisine alarak mavi renkte gözlenir ancak canlı hücreler bu boyayı içerisine 

almaz ve parlak olarak gözlenir. Bu sayede canlı ve ölü hücreler mikroskop altında ayırt 

edilir. Boya içeren hücre karışımından 10 μL alınarak thoma lamının üst ve alt 

bölmelerine aktarıldı ve şekil 3.1’deki işaretli alan içerisinde bulunan hücrelerin sayımı 

Invert mikroskop altında gerçekleştirildi. mL başına düşen hücre sayısı aşağıdaki gibi 

hesaplandı: 

Hücre sayısı / mL= sayılan hücre sayısı ortalaması x seyreltme faktörü x 104 

Seyreltme faktörü: 2 olarak alınmıştır (100 μL hücre süspansiyonu, 100 μL tripan mavisi 

boyası). 

104: mm3’deki sayım sonrası 1mL’ye karşılık gelen hücre sayısını dönüştürmek için 

kullanılan sabit değer. 

 

Şekil 3. 1. Hücre sayımının yapıldığı Thoma Lamı 
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3.2.2. Kemoterapi İlaçlarının (Sisplatin, Doksorubisin, Dosetaksel ve 

Mitaksantron) ve Vulpinik Asitin Uygun Kombinasyonlarının 

Hazırlanması 

Kanser hücre hatları üzerine uygulanacak olan vulpinik asit (VA) ve kemoterapi ilaçları 

(Sisplatin, Doksorubisin, Dosetaksel ve Mitaksantron) ilk etapta stok çözelti olarak 

dimetil sülfoksit (DMSO, Sigma-Aldrich) içinde çözüldükten sonra kullanılana kadar -

20 °C'de muhafaza edilmiştir. VA'nın 5, 10, 25, 50, 100 ve 150 μM arasındaki farklı 

konsantrasyonları hücreler üzerine uygulanmıştır. Benzer şekilde, her bir kemoterapötik 

ilacın 0,05-0,1-0,5-1-5-10-25-50-100 µM konsantrasyonları hücrelere uygulanmak üzere 

hazırlanmıştır.   

3.2.3. Hücre Proliferasyonu Testi (XTT Testi) 

XTT [(2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide)] 

yöntemi ile hücre proliferasyonundaki değişimler belirlenmiştir (Altay vd., 2003). XTT 

analizi, XTT azalmasına bağlı olarak enzimatik aktivitenin ya da formazan boyalarının 

kolorimetrik ölçümüne dayanan hücre çoğalma miktarının tespit edildiği bir yöntemdir. 

Söz konusu yöntemde, proliferasyonu artmış hücreler tarafından XTT tuzu 

kullanılmaktadır ve artan dehidrojenaz enzim aktivitesine bağlı olarak XTT tuzunu 

turuncu renkli suda çözünebilen formazan ürününe dönüştürmektedir. Elde edilen renk 

değişimi, ELISA okuyucu ya da spektrofotometre ile ölçülerek hücre proliferasyonundaki 

değişimler belirlenmektedir. Önerilen tez kapsamında çalışılan VA ve kemoterapik 

ajanların seçilen insan kanser hücre hattı üzerine antiproliferasyonları etkileri için;   

1. 96’lık plağın her bir kuyucuğuna, 100 µL (7500 hücre/kuyu) besiyeri içerisindeki 

hücre süspansiyonu ekildi. Hücrelerin yüzeye yapışmaları için 37°C ve %5’lik 

CO2 ayarlı inkübatörde bir gece bekletildi. 

2. İnkübasyon sonrasında plak içerisindeki kültür medyumu uzaklaştırılıp, PBS 

tamponu ile her bir kuyucuk yıkandı ve PBS tamponu uzaklaştırıldı. 

3. 96’lık plak içerisine 100 µL test edilecek her bir maddenin besiyeri ortamında 

hazırlanan farklı konsantrasyonlarından ilave edildi ve 37°C de %5’lik CO2 ayarlı 

inkübatörde zaman bağımlı olarak (24, 48 ve 72 saat) inkübe edildi. Kontrol grubu 

olarak sadece besiyeri içeren hücreler kullanıldı. 
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4. İnkübasyon süresinden sonra, hazırlanan XTT solüsyonundan her bir kuyucuğa 

50’şer μL (5 mL XTT için 100 µL aktivatör) konulup 5 saat %5’lik CO2 ayarlı 

inkübatörde inkübe edildi.  

5. İnkübasyonu yapılan hücrelerin, mikroplate okuyucu spektrofotometre ile 490 nm 

absorbans değerinde ölçümleri yapıldı. 

Hücre proliferasyonundaki azalma aşağıdaki eşitlik kullanılarak hesaplanmıştır; 

% proliferasyon = [Abs (ekstre ile muamele görmüş hücreler) – Abs (hücresiz ortamdaki ekstre)] / [Abs (kontrol 

grubu hücreler) -Abs (hücresiz ortam)] X 100 

3.2.4. Kombinasyon İndeks Çalışmaları 

Tez kapsamında vulpinik asit (VA) ile kemoterapötik ilaçlar (sisplatin, doksorubisin, 

dosetaksel ve mitaksantron) ilk önce ayrı ayrı meme kanseri hücre hatları (MCF-7, MDA- 

MB- 231 ve MDA- MB 453) üzerine farklı konsantrasyonlarda (0,05-150 µM) ve farklı 

zaman dilimlerinde (24, 48 ve 72 saat) uygulanmıştır. Her bir hücre hattı üzerinde VA’in 

ve kamotarapötik ilaçların antiproliferatif etkileri ayrı ayrı belirlenmiştir. Daha sonra her 

bir hücre hattı üzerine kombinasyon denemeleri (VA+Doksorubisin ve 

VA+Mitoksantron) yapılmıştır. Kombinasyon denemeleri sonucunda kombine 

VA+kemoterapötik ilaçların hücrelerin üzerindeki antiproliferatif etkileri zaman bağımlı 

olarak belirlenmiştir. 

XTT deneyleri sonucunda elde edilen verilere göre vulpinik asit (VA)’in her bir 

kemoterapik ilaç (sisplatin, doksorubisin, dosetaksel ve mitoksantron) ile ayrı ayrı farklı 

dozlardaki kombinasyonları (VA+Doksorubisin ve VA+Mitoksantron) kanser 

hücrelerine tatbik edilmiş ve tekrarlanan XTT çalışması sonucunda buradan elde edilen 

veriler Compusyn programına işlenerek CI (Combinational Index) değerleri 

hesaplanmıştır. CI değeri, iki veya daha fazla ilacın belirli oranlardaki kombinasyonunun 

hücre üzerindeki etkilerini belirten değerdir. Kombinasyon çalışmaları sonucunda elde 

edilen Kombinasyon indeks değeri 1 ila 10 arasında ise Antagonistik etki, 10’den büyük 

ise Aditif etki, 0,9 ila 0 arasında ise Sinerjik etki gösterdiği anlamı taşımaktadır (Chou ve 

Talalay, 1984; Sever, 2018).  
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Şekil 3. 2. Kombinasyon Indeksi değer aralıkları ve hücreler üzerindeki etkileri (Chou ve 

Talalay’dan esinlenerek hazırlanmıştır).  

 

3.2.5. Flow Sitometri Çalışmaları 

3.2.5.1. Apoptozis (Annexin V-FITC/PI) 

VA ve kemoterapötik ilaçların meme kanseri hücre hatları üzerindeki apoptotik etkileri 

Annexin V ve Dead Cell Kiti kullanılarak gerçekleştirildi (Muse® Annexin V ve Dead 

Cell Kit, Merck Millipore). Bunun için, hücreler 6 kuyucuklu bir plaka içinde belirli bir 

konsantrasyonda (1x105-5x105 hücre/mL) ekildi ve bir gece CO2 inkübatöründe inkübe 

edildi. İnkübasyon süresinden sonra hücreler ön testler sonucunda elde edilen 

kombinasyonun CI değerindeki konsantrasyonlarıyla muamele edildi ve zaman bağımlı 

apoptotik etkileri görmek için 48 saat boyunca inkübasyonlara tabi tutuldu (Altay vd., 

2019). İnkübasyon süresinden sonra aşağıda belirtilen deney basamakları uygulandı; 

1) 6 kuyucuklu plaklar içerisindeki mevcut hücreler tripsin ile bulundukları 

ortamdan kaldırılıp santrifüj edildi ve süpernatant uzaklaştırıldı. 

2) Pelet üzerine %1’ lik fetal bovine serum (FBS) içeren 1 mL’ lik besiyeri ilave 

edildi ve homojen hale getirildi. 

3) Elde edilen hücre süspansiyonu üzerine daha önceden hazırlanan FITC 

Annexin V çözeltisinden 100 µL eklendi ve hızlıca 3-5 sn vortekslendikten 

sonra karışım oda sıcaklığında ışıktan korunarak 20 dk inkübe edildi. 

4) Kontrol grubu için aynı ayarlar gerçekleştirilerek örnekler bu ayarlar 

üzerinden Muse™ Cell Analyzer yardımıyla okundu. 
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3.2.5.2. Mitokondriyal Membran Potansiyeli (MMP) 

Test örneklerinin kanser hücre hatları üzerinde Mitokondriyal Membran Potansiyeli 

üzerine etkileri Muse MitoPotential Kiti (MCH100110, Luminex) kullanılarak 

gerçekleştirildi. Bunun için, her bir hücre hattı (1x105-5x105 hücre/mL) ayrı ayrı 6 

kuyucuklu plakalar içerisine ekildi ve bir gece CO2 inkübatöründe inkübe edildi. 

İnkübasyon süresinden sonra hücreler, daha önceki deney basamağından (XTT) elde 

edilen kombinasyon değerindeki (CI) sinerjik etkiye sahip olan konsantrasyonlarıyla 

muamele edildi (Çağlar vd., 2022). İnkübasyondan sonra aşağıda belirtilen deney 

basamakları uygulandı; 

1) 6 kuyucuklu plaklar içerisindeki mevcut hücreler tripsin ile bulundukları 

ortamdan kaldırılıp santrifüj edildi ve süpernatant uzaklaştırıldı. 

2) İnkübasyonun ardından hücreler toplandı ve 300 x g'de 5 dakika 

santrifüjlenerek süpernatant atıldı, pellet yıkandı. 

3) Pelet daha sonra 1X tahlil tamponu ile yeniden süspanse edildi.  

4) Süspanse edilen hücre süspansiyonundan 100 μL alındı 

5) Hücrelerin üzerine 95 μL Mitopotantial çalışma solüsyonu eklendi 

6) Hücreler 20 dakika 37⁰C’de CO2 inkübatöründe inkübe edildi 

7) İnkübasyondan sonra, 7-aminoaktinomisin D (7-AAD) test tüpüne ilave edildi 

ve oda sıcaklığında 5 dakika inkübasyona bırakıldı 

8) Analizler Muse™ Cell Analyzer yardımıyla okundu. 

3.2.5.3. Multikaspaz Aktivite Testi 

Test örneklerinin kanser hücre hatları üzerinde Multikaspaz aktivitesi üzerine etkileri 

Muse Multikaspaz Kiti (MCH100109, Luminex) kullanılarak gerçekleştirildi. Bunun 

için, her bir hücre hattı (1x105-5x105 hücre/mL) ayrı ayrı 12 kuyucuklu plakalar içerisine 

ekildi ve bir gece CO2 inkübatöründe inkübe edildi. İnkübasyon süresinden sonra 

hücreler, daha önceki deney basamağından (XTT) elde edilen kombinasyon değerindeki 

(CI) sinerjik etkiye sahip olan konsantrasyonlarıyla muamele edildi (Altay vd., 2022). 

İnkübasyondan sonra aşağıda belirtilen deney basamakları uygulandı; 

1) 12 kuyucuklu plaklar içerisindeki mevcut hücreler tripsin ile bulundukları 

ortamdan kaldırılıp santrifüj edildi ve süpernatant uzaklaştırıldı. 
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2) İnkübasyonun ardından hücreler toplandı ve 5 dakika santrifüjlenerek 

süpernatant atıldı, pellet yıkandı. 

3) Pelet daha sonra 1X kaspaz tamponu ile yeniden süspanse edildi.  

4) Süspanse edilen hücre süspansiyonundan 50 μL alındı 

5) Hücreler üzerine Muse Multicaspase Reagent çalışma solüsyonu eklendi ve 

pipetleme yapıldı. 

6) Tüplerin ağzı tam kapatılmadan 30 dk. inkübatörde inkübe edildi. 

7) İnkübasyon sonrası 150 μL 7-AAD’den her bir tüp eklendi ve pipetlendi. 

8) Örnekler 5 dk.oda sıcaklığında bekletildi ve Muse™ Cell Analyzer yardımıyla 

okundu.  

3.2.5.4. Oksidatif Stres  

Test örneklerinin kanser hücre hatları üzerinde Oksidatif stres üzerine etkileri Muse 

Oxidative Stress Kiti (MCH100111, Luminex) kullanılarak gerçekleştirildi. Bunun için, 

her bir hücre hattı (2x106-5x106 hücre/mL) ayrı ayrı petriler içerisine ekildi ve bir gece 

CO2 inkübatöründe inkübe edildi. İnkübasyon süresinden sonra hücreler, daha önceki 

deney basamağından (XTT) elde edilen kombinasyon değerindeki (CI) sinerjik etkiye 

sahip olan konsantrasyonlarıyla muamele edildi ve hücre döngüsü üzerindeki etkilerini 

belirlemek için tekrar CO2 inkübatöründe 48 saat süreyle inkübe edildi (Harurluoglu vd., 

2021). İnkübasyon süresinden sonra aşağıda belirtilen deney basamakları uygulandı; 

1) Petri içerisindeki mevcut hücreler tripsin ile bulundukları ortamdan kaldırılıp 

santrifüj edildi 

2) Süpernatant döküldü, pelet, PBS ile yıkandı ve 300 x g'de 5 dakika 

santrifüjlendi 

3) Pelet üzerine Assay tamponu eklenerek yeniden süspanse edildi.  

4) Süspanse edilen hücre süspansiyonundan 10 uL alındı ve üzerine 190 uL 

çalışma solüsyonu eklendi. 

5) Hücreler 30 dakika 37 ⁰C’de CO2 inkübatöründe inkübe edildi. 

6) İnkübasyonun ardından, hücrelerdeki oksidatif stres durumu Muse™ Cell 

Analyzer yardımıyla belirlendi. 
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3.2.5.5. Hücre Döngüsü (Cell Cycle)  

Test örneklerinin kanser hücre hatları üzerinde Hücre Döngüsü üzerine etkileri Muse Cell 

Cycle Kiti (MCH100106, Luminex) kullanılarak gerçekleştirildi. Bunun için, her bir 

hücre hattı (1x106-5x106 hücre/mL) ayrı ayrı 6 kuyucuklu plakalar içerisine ekildi ve bir 

gece CO2 inkübatöründe inkübe edildi. İnkübasyon süresinden sonra hücreler, daha 

önceki deney basamağından (XTT) elde edilen kombinasyon değerindeki (CI) sinerjik 

etkiye sahip olan konsantrasyonlarıyla muamele edildi ve hücre döngüsü üzerindeki 

etkilerini belirlemek için tekrar CO2 inkübatöründe inkübe edildi (Harurluoglu vd., 2021). 

İnkübasyon süresinden sonra aşağıda belirtilen deney basamakları uygulandı; 

1) 6 kuyucuklu plaklar içerisindeki mevcut hücreler tripsin ile bulundukları 

ortamdan kaldırılıp santrifüj edildi 

2) Süpernatant döküldü, pelet, PBS ile yıkandı ve 300 x g'de 5 dakika 

santrifüjlendi 

3) Santrifüj sonrası supernatant uzaklaştırıldı ve pelet, %70 buz soğukluğunda 

etanol ile yeniden süspanse edildi ve -20 °C'de 3 saat inkübe edildi 

4) -20°C'den çıkarılan hücreler tekrar 300 x g'de 5 dakika santrifüjlendi 

5) Süpernatant uzaklaştırıldı ve ardından test tüpüne 200 uL Muse hücre döngüsü 

reaktifi eklendi ve hücreler oda sıcaklığında 30 dakika daha inkübe edildi 

6) İnkübasyonun ardından, hücre döngüsü değişiklikleri Muse™ Cell Analyzer 

yardımıyla okundu. 

3.2.5.6. PI3K/AKT Sinyal Yolağı 

Tez kapsamında kullanılan liken sekonder metaboliti ve kemoterapötik ilaçların meme 

kanseri hücre hatları üzerindeki apoptotik etkileri PI3K Cell Kiti kullanılarak 

gerçekleştirildi (Muse® PI3K Activation Dual Detection Kit, Merck Millipore, 

MCH200103). Bunun için, hücreler 6 kuyucuklu bir plaka içinde belirli bir 

konsantrasyonda (1x105-3x105 hücre/mL) ekildi ve bir gece %5 CO2 inkübatöründe 

inkübe edildi. İnkübasyon süresinden sonra hücreler daha ön testler sonucunda elde edilen 

kombinasyonun CI değerindeki konsantrasyonlarıyla muamele edildi ve zaman bağımlı 

apoptotik etkileri görmek için 48 saat boyunca inkübasyonlara tabi tutuldu (Demirci vd., 

2023; Harurluoglu vd., 2021). İnkübasyon süresinden sonra aşağıda belirtilen deney 

basamakları uygulandı; 
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• 6 kuyucuklu plaklar içerisindeki mevcut hücreler tripsin ile bulundukları 

ortamdan kaldırılıp santrifüj edildi ve süpernatant uzaklaştırıldı. 

• Pelet üzerine 1X Assay Buffer eklenerek yıkama yapıldı. Daha sonra Fixation 

Buffer ilave edildi. 

• 300 g’de 5 dk santrifüj yapıldı. 

• Hücre peleti üzerine Permobilize Buffer eklendi ve tekrar hücreler 300 g’de 5 dk 

santrifüj edildi. 

• 90 µL 1X Assay Buffer eklenerek hücreler homojenize edildi.  

• Her bir hücre üzerine 10 µL coctail eklendikten sonra 30 dk. inkübasyona 

bırakıldı. 

• İnkübasyondan sonra 1X Assay Buffer eklenerek yıkama yapıldı ve hücreler 300 

g’de 5 dk santrifüj edildi. Süpernatant uzaklştırıldı. 

• Hücreler üzerine 200 µL 1X Assay Buffer eklenerek Muse™ Cell Analyzer 

yardımıyla okuma gerçekleştirildi. 

3.2.6. Kantitatif Protein Ekspresyon (Western Blot) Çalışmaları 

3.2.6.1. Jelin Yüklenmesi 

Deneyde kullanılacak 10-100 μg proteine 1X SDS yükleme tamponu (Laemmli 

Buffer) eklenip 10 dk 95°C’lik ısıtma blokunda inkübe edildikten sonra proteinler 10 

dk buz içerisinde bekletilmiştir. Denatüre edilen numuneler yükleme jeline (Mini-

Protean TGX %4 ila %20 (ağırlık/hacim) prekast jel (Bio-Rad)) yüklendikten sonra 

50 Voltta 30 dakika SDS jel elektroforezinde yürütülmeye başlanmıştır. Numuneler 

ayırma jeline geçmeye başladığında cihaz voltajı 120 Volta çıkarılıp 90 dakika daha 

yürütme gerçekleştirilmiştir (Kalın vd., 2022).  

3.2.6.2 Jeldeki Proteinin Membrana Transferi (Blotlama), Bloklama ve 

Görüntüleme Basamakları 

SDS-PAGE jeli üzerinde molekül ağırlıklarına göre ayrılan proteinler BioRad Trans-

BlotR TurboTM Transfer System semidry blotter cihazı kullanılarak PVDF 

membrana aktarılmıştır (Altun ve Budak, 2021). Transfer için yapılan işlemler 

aşağıdaki gibi gerçekleştirilmiştir. 
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1) Semidry Blotter cihazına sırasıyla bir parça blot kâğıdı, PVDF membran, jel ve 

tekrar blot kâğıdı konulduktan sonra 25 Volt 2,5 Amper’de 7 dakika süreyle 

blotlama işlemi gerçekleştirilmiştir. 

2) Blotlama işleminin ardından membran 10 dk TBST ile yıkanmıştır. Bloklama 

çözeltisi (%5 Skim Milk Powder veya %5 Bovine Serum Albumin) ile 1 saat oda 

sıcaklığında muamele edilmiştir. 

3) 4°C’de bir gece boyunca birinci antikor ile inkübasyona bırakılmıştır. 

4) İnkübasyon bittikten sonra 5 kez 5 dk TBST ile yıkama yapılmıştır. 

5) HRP konjuge edilmiş ikinci antikor ile oda sıcaklığında 1 saat inkübasyona 

bırakılmıştır. 

6) İnkübasyon işlemi bittikten sonra membran 5 kez 5 dk TBST ile yıkanarak 

görüntüleme basamağına geçilmiştir. 

7) Antikorun kimyasal sinyal oluşturarak ışıma vermesi için Femto ve Pico 

substratları (ECL Reagent) kullanılmıştır. 

8) BioRad ChemiDoc™ Touch Imaging System cihazı kullanılarak membranın 

kemilüminesans görüntüsü elde edilmiştir. 

3.2.7. Kantitatif Gen Ekspresyon (Real-Time PCR) Çalışmaları  

RT-PCR çalışmaları kapsamında kontrol ve muamele grubu olmak üzere iki farklı grup 

bulunmaktadır. Muamele grubuna insan meme kanseri MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 

hücre hatları üzerine VA+Kemoterapötik ilaçların CI değerlerince belirlenmiş olan 

sinerjik etki dozları, belirlenen konsantrasyonlarda uygulanırken, kontrol grubuna 

besiyeri eklenmiştir. 

3.2.7.1. Total RNA İzolasyonu 

MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hücre hatları (2x106 hücre/mL) ayrı ayrı petriler 

içerisine ekildi ve 37°C’de %5’lik CO2 ayarlı inkübatörde bir gece inkübe edildi. 

İnkübasyon sonrasında besiyeri uzaklaştırılarak DPBS tamponu ile hücreler yıkandı. 

Daha sonra muamele grubu hücreleri üzerine VA+Kemoterapötik ilaç kombinasyonu, 

kontrol grubu hücrelerine taze besiyeri konularak 48 saat inkübasyona bırakıldı. 

İnkübasyon sonrası besiyeri ve ilaçlar hücreler üzerinden uzaklaştırıldı ve DPBS ile tekrar 

yıkama yapıldı. RNA izolasyonu, GeneJET RNA Purification Kit kullanılarak üretici 

firmanın protokolüne göre gerçekleştirildi (Günaydın, 2021; Kalın, 2022; Karaca, 2021).  
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• Hücrelerin üzerindeki büyüme ortamı uzaklaştırıldı. Hücreler PBS ile yıkanarak 

PBS uzaklaştırıldı. 

• Hücrelerin üzerine Trypsin eklenerek hücreler kaldırıldı ve 250 g’de 5dk. santrifüj 

edildi, süpernatant atıldı. 

• Toplanan hücrelere M β-merkaptoetanol veya DTT ile desteklenmiş Lysis 

Buffer’dan 600 µL eklendi, vortexlendi. 

• 360 µL etanol (%96-100) numune üzerine eklendi ve numune pipetajlandı. 

• Toplama tüpüne yerleştirilen GeneJET RNA saflaştırma kolonuna 700 µL’ye 

kadar lizat aktarıldı. Kolon 12000 g’de 1 dk. santrifüjlendi. Tüm lizat kolona 

aktarılana kadar işleme devam edildi. İşlem esnasında her 700 µL’lik değişimden 

sonra tüp dibinde kalan atıldı ve kolon yeni bir toplama tüpüne aktarıldı. Son 

aşamada kolon yeni bir 2 mL’lik toplama tüpüne yerleştirildi. 

• Kolona 700 µL Wash Buffer -1 eklendi ve 12000 g’de 1 dk santrifüj edildi. 

Dipteki kısım atıldı ve kolon yeniden toplama tüpüne yerleştirildi. 

• Kolona 600 µL Wash Buffer -2 eklendi ve 12000 g’de 1 dk santrifüj edildi. 

Dipteki kısım atıldı ve kolon yeniden toplama tüpüne yerleştirildi. 

• Kolona 250 µL Wash Buffer -2 eklendi ve 12000 g’de 2 dk santrifüj edildi. Kolon 

steril bir 1,5 mL RNAaz içermeyen mikrosantrifüj tüpüne aktarıldı. 

• Kolonun merkezine nükleaz içermeyen 100 µL su eklendi.  

• Saflaştırma kolonu çıkarıldı. Alınan RNA’lar diğer işlemler için -20⁰C veya -70⁰C 

‘de muhafaza edildi. 

3.2.7.2. RNA Konsantrasyon ve Saflığının Belirlenmesi 

Nükleik asitler, içerdikleri pürin ve pirimidin bazlarının 260-280 nm’de ultraviyole (UV) 

ışığı kuvvetli şekilde absorbe etmelerinden dolayı kantitatif olarak tayin edilebilirler. 

Spektrofotometrik yöntemler kullanılarak elde edilen nükleik asitlerin protein kirliliği 

taşıyıp taşımadığı 280 nm’de ölçüm yapılarak tespit edilebilmektedir. Saf olarak elde 

edilen DNA örneklerinde A260/A280 oranı yaklaşık 1,8 ve üzerinde iken, RNA 

örneklerinde ise A260/A280 oranı yaklaşık 2,0 ve üzeridir. Bu oranların altında yer alan 

değerler proteinlerin izolasyon esnasında oluşabilecek kirliliğin göstergesidir (Günaydın, 

2021; Karaca, 2021). İzole edilen RNA’nın konsantrasyon ve saflık derecesi Elisa cihazı 

(Take3) kullanılarak spektroskopik ölçümle belirlendi (Tablo 3.4 ve 3.5). 
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Tablo 3. 4. MDA-MB-231 Hücre Hattı için Belirlenen CI Dozunda VA+Kemoterapötik 

İlaç Uygulaması Sonucu Elde Edilen RNA’ların Saflık ve Konsantrasyon Değerleri 

Gruplar/MDA-MB-231 260/280 ng/µL 

Kontrol-1 2,114 299,616 

Kontrol-2 2,194 387,456 

VA+DOX 2,173 223,296 

VA+MIX-1 2,164 276,416 

VA+MIX-2 2,163 226,656 

 

Tablo 3.5. MDA-MB-453 Hücre Hattı için Belirlenen CI Dozunda VA+Kemoterapötik 

İlaç Uygulaması Sonucu Elde Edilen RNA’ların Saflık ve Konsantrasyon Değerleri 

Gruplar/MDA-MB-453 260/280 ng/µL 

Kontrol-1 2,208 385,936 

Kontrol-2 2,187 342,176 

VA+DOX 2,194 114,747 

VA+MIX-1 2,211 132,827 

VA+MIX-2 2,269 93,216 

3.2.7.3. cDNA kütüphanesinin hazırlanması 

İzole edilen mRNA’lardan cDNA sentezi için High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kits kullanılarak üretici firmanın belirlemiş olduğu kit protokolüne göre 

aşağıdaki gibi gerçekleştirildi. 

✓ Kit içerisindeki bütün bileşenler buz üzerinde çözdürülür. 

2X RT Master Mix hazırlamak için;  

• 10XRT Buffer 2 μL 

• 25XdNTP Mix (100mM) 0,8 μL 

• 10XRT Random Primer 2 μL 

• MultiScribeTM Revers Transkriptaz 1 μL 

• Nükleaz-içermeyen H2O 4,2 μL 

✓ Önce 2X RT Master Mix hazırlanarak buza yerleştirilir. 2X Master Mix’den 10 

µL alınarak mini-santrifüj tüpüne aktarılır. 
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✓ 10 μL numunelerden alınarak tüplere eklenir.  

✓ Numuneler ve master mix içeren tüpler karıştırılır ve mini santrifüjde spin yapılır. 

✓ Daha sonra aşağıdaki sürelerde reaksiyon döngüleri uygulanır: 

Sıcaklık 25⁰C 37⁰C 85⁰C 4⁰C 

Dakika 10 120 5 Hold 

Süre bitiminde reaksiyon sonlandırılarak elde edilen cDNA’ların konsantrasyon ve saflık 

derecesi Elisa cihazı (Take3) kullanılarak spektroskopik ölçümle belirlendi (Tablo 3.6 ve 

3.7 ). 

Tablo 3.6. MDA-MB-231 Hücre Hattı için Belirlenen CI Değerindeki 

VA+Kemoterapötik ilaç Uygulaması Sonucu Elde Edilen cDNA’ların Saflık ve 

Konsantrasyon Değerleri 

Gruplar/MDA-MB-231 260/280 ng/µL 

Kontrol-1 1,920 2452,86 

Kontrol-2 1,929 2431,66 

VA+DOX 1,915 2376,66 

VA+MIX-1 1,927 2347,26 

VA+MIX-2 1,930 2235,06 

Tablo 3. 7. MDA-MB-453 Hücre Hattı için Belirlenen CI Değerindeki 

VA+Kemoterapötik ilaç Uygulaması Sonucu Elde Edilen cDNA’ların Saflık ve 

Konsantrasyon Değerleri 

Gruplar/MDA-MB-453 260/280 ng/µL 

Kontrol-1 1,943 2247,46 

Kontrol-2 1,940 2100,36 

VA+DOX 1,929 2104,26 

VA+MIX-1 1,931 2123,86 

VA+MIX-2 1,931 1957,96 

 

Saflık dereceleri ve konsantrasyonları belirlenen numuneler Real-Time PCR analizinde 

kullanılmak üzere -20°C’de saklandı. 

3.2.7.4. Primer Dizaynı 

Tez kapsamında çalışılan apoptotik yolak proteinlerinden BCL-2 ilişkili apoptotik X 

proteini (BAX), anti-apoptotik onkoprotein (BCL-2) (Ergün vd., Demir, 2023; Taouji, 
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Wolf, ve Chevet, 2013), solunum zincirinin kompleks III ve kompleks IV'ü arasında 

elektronları transfer etmek üzere işlev gördüğü, iç ve dış mitokondriyal zarlar arasındaki 

bölmede lokalize olan bir heme proteini (Sitokrom-C) (Matsuura vd., 2016), 

transkripsiyon aktivasyon domainini içeren (p53) (Belyi vd., 2010), asparata özgü 

sisteinil proteazlar ailesinin üyesi olan protein (Kaspaz-3)  (Kashyap, Garg, ve Goel, 

2021), PI3Ksinyal yolağı proteinleri (PI3K,AKT,mTOR) ve β-Aktin genlerinin primer 

dizaynı için National Center for Biotechnology Information (NCBI) databazı 

kullanılmıştır. Primer dizaynı için NCBI ana sayfası (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)’na 

gidilerek Şekil 3.3.’deki gibi “All databases” bölümünden “Gene” seçeneği seçildi ve 

arama kutucuğuna gen bilgisi (kısa veya uzun adı ya da ID numarası) girilip “search” 

tıklanarak Şekil 3.4 organizma seçim sayfasına ulaşıldı. 

 

Şekil 3. 3. Primer dizaynında kullanılan NCBI ana sayfası. 

Tez kapsamında insan meme kanseri hücre hatları kullanıldığı için gen ismi arama 

kutucuğuna yazılıp search butonuna tıklandıktan sonra sağ tarafta bulunan kutucuk 

yardımıyla ‘homo sapiens’ yazılarak ilgili gen hakkında detaylı bilgilerin bulunduğu şekil 

3.4 sayfası açıldı. 
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Şekil 3. 4. Primer dizaynı için ilgili genin bilgilerinin yer aldığı seçim sayfası. 

Açılan sayfada ilgili genin gen sekansına ait detaylı bilgiler görünmektedir. Gen sekans 

kodu tıklanarak gen hakkındaki gen ve protein sekans detayları bilgilerine ulaşılmaktadır 

(Şekil 3.5 ve Şekil 3.6). 

 

Şekil 3. 5. İlgili gen sekansına ait bilgilerin olduğu NCBI sayfasının üst tarafı. 
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Şekil 3. 6. İlgili gene ait mRNA bilgilerin olduğu NCBI sayfasının alt tarafı. 

Gene ait mRNA bilgilerinin FASTA formatına ulaşmak için sayfada (Şekil 3.7) bulunan 

FASTA sekmesine tıklanır ve genin nükleotit sekansına ulaşılır (Şekil 3.8). 

 

Şekil 3. 7. İlgili gen sekansının bulunduğu NCBI sayfası. 
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Şekil 3. 8. İlgili sekansın FASTA formatı. 

Tez kapsamında çalışılan genlere ait ekspresyon seviyesini belirlemek amacıyla 

http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/ programı kullanıldı. Program ile primerlerin dizaynları 

gerçekleştirildi. İlgili genin FASTA formatı kopyalanıp Şekil 3.9’da bulunan kutucuğa 

yapıştırıldı. Sol ve sağ primer kutucukları işaretlendikten sonra Şekil 3.10’da yer alan 

general primer picking conditions başlığı altındaki bilgiler ilgili gen göz önünde 

bulundurularak dolduruldu.  

 

Şekil 3. 9. Primer dizaynı için kullanılan veri tabanı sayfası. 

 

http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
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Şekil 3. 10. Primer bilgilerinin girildiği veri tabanı sayfası. 

Gerekli bilgiler girildikten sonra sayfada yer alan ‘Pick Primers’ butonuna tıklanarak veri 

tabanının önerdiği primer dizisinin yer aldığı sayfaya ulaşıldı (Şekil 3.11). 

 

Şekil 3. 11. Veri tabanının ilgili gen için önerdiği primer dizisi sayfası. 

Primer3 veri tabanının önermiş olduğu dizayn edilen primer dizilerinin başka genler ile 

aralarında herhangi bir homolojinin olup olmadığını ise 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ veri tabanı kullanılarak kontrol edilir (Şekil 3.11). 

İlgili genin dizayn edilen primerleri blastlanarak sonuçları Şekil 3.13’de gösterilmiştir. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/


59 

 

 

Şekil 3. 12. Primer dizaynının kontrol edildiği BLAST sayfası. 

 

Şekil 3. 13. Dizayn edilen primerlerin BLAST sonuç sayfası. 
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Tez çalışması doğrultusunda gen ekspresyon profillerine bakılarak her bir gen için dizayn 

edilen primerlerin listesi Tablo 3.8’de verilmiştir. 

Tablo 3. 8. Dizayn Edilen Primerlerin Listesi 

 

Gen Adı 

 

Primer 

Primer Dizisi 

(5’→3’) 

Tm Sıcaklık 
(⁰c) 

% GC 
Oranı 

Βeta Aktin Forward TGCTATCCCTGTACGCCTCT 59 55 

Reverse CTCCTTAATGTCACGCACGA 57 50 

BAX Forward CAGGAAGTGGAAAGGTGGAG 59 55 

Reverse CTCAGGATGAAGACCCGAAG 59 55 

BCL2 Forward TTGTAGTGTGTATGCCCTGCTT 59 45 

Reverse TCCTCTGTGATGCTGAAAGGT 59 47 

Caspase-3 Forward GCCTACAGCCCATTTCTCC 59 58 

Reverse TTCACTTTCTTACTTGGCGATG 59 41 

P53 Forward ACCCATCCACCTCTCATCAC 59 55 

Reverse TCTACTCCCAACCACCCTTG 59 55 

PI3KCA Forward CCCCTCCATCAACTTCTTCA 60 50 

Reverse ATGCCGATAGCAAAACCAAT 59 40 

mTOR Forward GCAGATTTGCCAACTATCTTCGG 64 48 

Reverse CAGCGGTAAAAGTGTCCCCTG 64 57 

AKT Forward TTCTATGGCGCTGAGATTGTGT 62 45 

Reverse GCCGTAGTCATTGTCCTCCAG 62 57 

Cytochrome-
c 

Forward AGACATGGACAGAGGAATGCC 60 52 

Reverse CCTTGTGCTCACCATCTCCA 59 55 

3.2.7.5. Kantitatif Gen Ekspresyonu (Real-Time PCR) Analizi 

Gen ekspresyon seviyelerinin kantitatif olarak belirlenmesi amacıyla VA+Kemoterapötik 

ilaç kombinasyonlarının sinerjik etki gösteren dozları ile muamele edilen ve muamele 

edilmeyen insan meme kanseri hücre hatlarına Real-Time PCR (qPCR) analizi 

gerçekleştirildi. qPCR analizi sürecinde SYBR Green yöntemi kullanıldı. Bu yöntemde 

SYBR Green, qPCR analizi esnasında ilgili gen bölgesi çoğaltılırken yeşil floresan boya 

kantitatif olarak oluşan ürüne bağlanır. Bu bağlanma sonucunda belirli bir dalga boyunda 

ışıma meydana gelmesi sonucunda cihazda absorbans alınmasıyla analiz gerçekleştirilir 

(Ergün vd., 2023). 
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Kontrol ve uygulama gruplarındaki hücrelerden izole edilen RNA’lardan cDNA sentezi 

gerçekleştirildi. Elde edilen cDNA’ların konsantrasyonları eşitlendikten sonra SYBR 

Green yöntemi kullanılarak BAX, BCL-2, p53, Sitokrom-C, Kaspaz-3, PI3K, mTOR, 

AKT genlerinin ekspresyon miktarları ölçülerek β-Aktin ile normalize edildi.  

 RT-PCR reaksiyon karışımı hazırlandı ve içerisine cDNA (100 ng-100 fg), çalışılan her 

bir primerden 0,3-0,5 μM, Syber Green master miksten 10 μL ilave edildi. Son hacim 

nükleaz free su ile 25 μL’ye tamamlandı. Çalışmalar esnasında ve Tablo 3.9’daki PCR 

protokolü takip edildi. 

Tablo 3. 9. Quantitect SYBR Green PCR Protokolü 

Basamak Sıcaklık (°C) Süre Döngü Sayısı 

Ön Denatürasyon 50°C 2 dk  

1 Denatürasyon 95°C 15dk 

Primer Bağlanma Basamağı 94°C 15 sn  

40 Primer Uzama Basamağı 50°C -60°C 30 sn 

Sonlandırma Basamağı 72°C 30 sn 

3.2.8. Migrasyon Çalışması 

Hücre göçü, yara iyileşmesi, kanser metastazı, embriyonik gelişim ve doku rejenerasyonu 

dahil olmak üzere çeşitli patolojik ve fizyolojik süreçlerin temel bir bileşenidir. Kanserli 

hücrelerde toplu hücre göçü özellikle invazyon ve metastazda önemli bir rol almaktadır 

(Yamaguchi, Wyckoff, ve Condeelis, 2005). Hücre migrasyonunu değerlendirmek için 

wound healing çalışması yapılmıştır. Hücreler (5x105 hücre/kuyu) 6 kuyucuklu plakalara 

ekildi (Kalın vd., 2022). Hücreler inkübatörde bir gece bekletildikten sonra steril 10 µL 

pipet ucu ile çizik (yara) oluşturuldu. Hücre artıklarını uzaklaştırmak için DPBS ile 

yıkandıktan sonra hücreler, VA+Kemoterapötik ilaçların kombinasyonunun en etkin CI 

dozlarıyla muamele edilerek inkübasyona bırakıldı. Çizilen bölgeler, mikroskopla 0, 24 

ve 48 saat aralıklarla fotoğraflandı. Çizilen bölgelerin mesafesi, ImageJ yazılım programı 

ile ölçülerek migratif etkisi ortaya konuldu. 

3.2.9. İstatistiksel Analizler 

Her bir hücre hattı üzerine ilk aşamada kemoterapötik ilaçlar ve vulpinink asit (VA) ayrı 

ayrı uygulandı ve doz- zaman bağımlı proliferasyon sonuçları mikroplate okuyucu 
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spektrofotometre ile 490 nm absorbans değerinde ölçümleri alındı. Elde edilen sonuçlara 

göre her bir hücre hattı üzerine ikinci aşamada kemoterapötik ilaç ile VA kombinasyon 

denemesi yapıldı. Kombinasyon denemelerinin sonuçları CompuSyn programı ile 

hesaplandı. Deneyler 3’er kez tekrarlandı. 

Her bir hücre hattı üzerine sinerjik etki gösteren VA+DOX ve VA+MIX kombinasyon 

dozları XTT sonucunda belirlenen 48 saatlik inkübasyon süresince uygulandı. Uygulama 

sonrası kombinasyon dozlarının hücreler üzerindeki migratif etkileri, mitokondriyal 

membran potansiyeli, çoklu kaspaz aktivasyonu, apoptoz, hücre döngüsü üzerine etkisi, 

hücre içi oksidatif stres ile ilişkisi, PI3K sinyal yolağı üzerindeki aktivasyon ve 

inhibisyon değişimlerinin yanı sıra apoptotik ve PI3K yolak proteinleri üzerindeki 

farklılıklar ve proteinlerin apoptotik yolak üzerindeki etkileri araştırıldı. Deney 

sonuçlarının istatistiki değerlendirilmesi için GraphPad Prism version 5.00 (GraphPad 

Software, San Diego California USA) istatistik programı kullanılarak gerçekleştirildi. 

İstatistiki olarak gerçekleştirilen çalışmaların değerlendirilmesi sonucunda P<0.05, 

istatistiksel olarak anlamlı bir farkın göstergesi olarak kabul edildi. Gerçekleştirilen tüm 

deneyler 3’er kez tekrarlandı. 

Western blot analizi ile elde edilen hedef proteinler ve β-Aktin housekeeping proteininin 

kemilüminesans sinyal yoğunluğu ImageJ software programı ile ölçülüp, hedef proteinler 

ve β-Aktin housekeeping proteinine karşı normalize edildi. Deney sonuçlarının istatistiki 

değerlendirilmesi için GraphPad Prism version 5.00 (GraphPad Software, San Diego 

California USA) istatistik programı kullanılarak Unpaired t-testi yapılarak p değerleri 

belirlendi. Deneyler 3’er kez tekrarlandı. 

qPCR sonrası hem kontrol hem de muamele gruplarının gen ekspresyon seviyeleri CT 

değerlerine göre standart sapmalarıyla Livak Metodu (2-ΔΔCt) kullanılarak gerçekleştirildi 

(Livak ve Schmittgen, 2001). Sonuçların istatistiksel değerlendirilmesi GraphPad Prism 

Software programı kullanılarak yapıldı. Unpaired t-testi yapılmış ve p değerleri 

belirlendi. Buna göre; p>0,1=ns önemsiz, *p<0,01 önemli, **p<0,001 çok önemli, 

***p<0,0001 yüksek derecede önemli olarak değerlendirildi. Deneyler 3’er kez 

tekrarlandı. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

4.1. Vulpinik Asit ve Kemoterapötik İlaçların Doz-Zaman Bağımlı 

Antiproliferasyon Çalışmaları 

Meme kanseri hücre hatları (MCF-7, MDA-MB-231, MDA-MB-453) üzerine ilk 

aşamada 24, 48 ve 72 saatlik inkübasyon sürelerinde sisplatin, doksorubisin, dosetaksel, 

mitoksantron ve vulpinik asit ayrı ayrı uygulanmıştır. Uygulama sonucunda her bir hücre 

hattında kemoterapötik ilaçların ve vulpinik asitin inhibisyon değerleri Tablo 4.1’ de doz-

zaman bağımlı olarak verilmiştir. 

Tablo 4. 1. MCF-7 hücre hattı üzerine Sisplatin, Doksorubisin, Dosetaksel, Mitoksantron 

ve Vulpinik Asitin 24, 48 ve 72 saatlik inhibisyon değerleri. 

24 saat 

Sisplatin 

Dosetaksel 

Doksorubisin 

Mitaksantron 

(µM) 

%inhibition 

Sisplatin 

 

%inhibition 

Dosetaksel 

 

%inhibition 

Doksorubisin 

 

%inhibition 

Mitaksantron 

 

Vulpinik 
Asit  

(µM) 

%inhibition 

Vulpinik Asit 

0.1 16,94 57,35 46,24 31,30 10 10,29 

1 26,49 58,94 47,74 33,50 25 25,82 

10 29,06 60,86 86,31 38,73 50 30,21 

50 32,79 65,09 >100 26,75 75 37,60 

100 38,31 69,14 >100 51,34 100 56,25 

48 saat 

Sisplatin 

Dosetaksel 

Doksorubisin 

Mitaksantron 

(µM) 

 

%inhibition 

Sisplatin 

 

 

%inhibition 

Dosetaksel 

 

 

%inhibition 

Doksorubisin 

 

 

%inhibition 

Mitaksantron 

 

 

Vulpinik 
Asit  

(µM) 

 

%inhibition 

Vulpinik Asit  

0.1 8,76 59,33 83,01 56,45 10 52,48 

1 11,03 46,62 85,90 67,86 25 58,69 

10 9,67 35,62 97,25 88,91 50 59,86 

50 1,25 36,27 >100 86,52 75 71,88 

100 6,10 42,633 >100 96,01 100 73,03 

72 saat 

Sisplatin 

Dosetaksel 

Doksorubisin 

Mitaksantron 

(µM) 

 

%inhibition 

Sisplatin 

 

 

%inhibition 

Dosetaksel 

 

 

%inhibition 

Doksorubisin 

 

 

%inhibition 

Mitaksantron 

 

 

Vulpinik 
Asit  

(µM) 

 

%inhibition 

Vulpinik Asit  

0.1 16,56 62,40 94,81 >100 10 78,72 

1 22,59 65,46 94,55 >100 25 88,035 

10 17,01 61,80 97,51 >100 50 89,79 

50 9,45 58,95 >100 >100 75 >100 

100 11,19 59,46 >100 >100 100 >100 
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İnhibisyon sonuçları doğrultusunda MCF-7 hücre hattı için konsantrasyonlar vulpinik vsit 

(VA) 25-150 µM, doksorubisin (DOX) ve mitoksantron (MIX) için ise 0,05-10 µM olarak 

belirlenmiştir.  

Meme kanseri hücre hatları MDA-MB-231 üzerine ilk aşamada 24 ve 48 saatlik 

inkübasyon sürelerinde doksorubisin, mitoksantron ve vulpinik asit ayrı ayrı 

uygulanmıştır. 72 saat sonunda hücreler tamamen öldüğü için ölçüm alınamamıştır. Bu 

nedenle 72 saatlik doz aralığı verilmemiştir. Uygulama sonucunda her bir hücre hattında 

kemoterapötik ilaçların ve vulpinik asitin inhibisyon değerleri Tablo 4.2’ de doz-zaman 

bağımlı olarak verilmiştir. 

Tablo 4. 2. MDA-MB-231 hücre hattı üzerine Doksorubisin, Mitoksantron ve Vulpinik 

Asitin 24 ve 48 saatlik inhibisyon değerleri. 

 24 saat  

  

Doksorubisin/ 

Mitoksantron 

(µM) 

 

%İnhibisyon 

Doksorubisin 

 

 

%İnhibisyon 

Mitoksantron 

 

 

Vulpinik Asit 

(µM) 

 

%İnhibisyon 

Vulpinik Asit 

0.05 61,77 41,93 5 18,94 

0.1 60,01 48,64 10 29,53 

1 68,45 58,24 25 31,99 

10 77,80 83,68 50 38,11 

50 98,67 85,57 100 49,57 

100 >100 92,02 150 70,72 

 48 saat  

  

Doksorubisin/ 

Mitoksantron 

(µM) 

 

%İnhibisyon 

Doksorubisin 

 

%İnhibisyon 

Mitoksantron 

 

Vulpinik Asit 

(µM) 

 

%İnhibisyon 

Vulpinik Asit 

0.05 69,09 40,82 5 26,84 

0.1 73,45 49,0 10 38,90 

1 77,83 59,22 25 34,35 

10 91,23 90,98 50 39,37 

50 >100 91,78 100 63,89 

100 >100 >100 150 76,89 

 

İnhibisyon sonuçları doğrultusunda MDA-MB-231 hücre hattı için konsantrasyonlar 

vulpinik asit (VA) 5-150 µM, doksorubisin (DOX) ve mitoksantron (MIX) için ise 0,05-

100 µM olarak belirlenmiştir.  
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Meme kanseri hücre hatları MDA-MB-453 üzerine ilk aşamada 24 ve 48 saatlik 

inkübasyon sürelerinde doksorubisin, mitoksantron ve vulpinik asit ayrı ayrı 

uygulanmıştır. 72 saat sonunda hücreler tamamen inhibe edildiği için ölçüm 

alınamamıştır. Bu nedenle 72 saatlik doz aralığı verilmemiştir. Uygulama sonucunda her 

bir hücre hattında kemoterapötik ilaçların ve vulpinik asitin inhibisyon değerleri Tablo 

4.3’ de doz-zaman bağımlı olarak verilmiştir. 

Tablo 4. 3. MDA-MB-453 hücre hattı üzerine doksorubisin, mitoksantron ve vulpinik 

asitin 24 ve 48 saatlik inhibisyon değerleri. 

 24 saat  

Doksorubisin/ 

Mitoksantron 

(µM) 

%İnhibisyon 

Doksorubisin 

 

%İnhibisyon 

Mitoksantron 

 

Vulpinik Asit 

(µM) 

%İnhibisyon 

Vulpinik Asit 

0,05 2,63 20,16 5 23,06 

0,1 2,66 41,66 10 28,46 

0,5 12,53 30,72 25 40,04 

1 23,51 41,93 50 48,72 

5 49,36 80,88 100 54,96 

10 56,26 90,68 150 59,38 

25 71,52 93,48   

50 84,12 97,41   

 48 saat  

Doksorubisin/ 

Mitoksantron 

(µM) 

%İnhibisyon 

Doksorubisin 

%İnhibisyon 

Mitoksantron 

Vulpinik Asit 

(µM) 

%İnhibisyon 

Vulpinik Asit 

0,05 4,28 25,64 5 27,91 

0,1 4,94 27,87 10 32,14 

0,5 14,42 37,83 25 43,01 

1 25,07 44,63 50 56,74 

5 68,33 85,74 100 60,11 

10 79,40 93,78 150 74,01 

25 84,51 96,61   

50 91,92 98,01   
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4.2. Kemoterapötik İlaçların Vulpinik Asit ile Kombinasyon İndeks Değerlerinin 

Belirlenmesi 

MCF-7, MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hücre hatları üzerine VA ve kemoterapötik 

ilaçların doz-zaman bağımlı XTT çalışması sonuçları doğrultusunda her üç hücre hattı 

üzerine belirlenen konsantrasyonlarda VA-DOX ve VA-MIX kombinasyonları 

uygulanarak 48 saatlik inkübasyon sonucuna göre kombinasyon indeks (CI) değerleri 

CompuSyn programı ile belirlenmiştir. Bu aşamadan sonraki tüm çalışmalar VA’nın her 

bir kemoterapötik ilaç ile sergilemiş olduğu sinerjik etki (CI<1) gösterdiği dozlar 

üzerinden devam ettirilmiştir. 

MCF-7 hücre hattı üzerinde uygulanan VA+DOX ve VA+MIX kombinasyon indeks 

değerleri Tablo 4.4’de verilmiştir. 

Tablo 4. 4. MCF-7 hücre hattı üzerinde VA+DOX ve VA+MIX’in CI değerleri 

VA+DOX VA+MIX 

Konsantrasyon 

(µM) 

Absorbans  CI değeri Konsantrasyon 

(µM) 

Absorbans CI değeri 

25-0,05 0,394  4,732 25-0,05 0,313 2,123 

50-0,1 0,222  1,725 50-0,1 0,211 1,369 

75-1 0,144  4,190 75-1 0,143 3,362 

100-5 0,064  2,623 100-5 0,068 2,169 

150-10 0,070  6,373 150-10 0,050 1,980 

 

MCF-7 hücre hattı üzerine uygulanan VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarının beş 

farklı dozu (25-0,05, 50-0,1, 75-1, 100-5 ve 150-10 µM) 48 saatlik inkübasyon sonrasında 

absorbans değerleri alınarak CI değerleri CompuSyn programı ile belirlenmiştir. MCF-7 

hücre hattı üzerinde uygulanan VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarından elde edilen 

CI değerleri bu kombinasyonların tüm dozlarında antagonistik etki sergilediğini 

göstermiştir. 

MDA-MB-231 hücre hattı üzerine uygulanan kombinasyon konsantrasyonları ve CI 

değerleri Tablo 4.5’de verilmiştir. 
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Tablo 4. 5. MDA-MB-231 hücre hattı üzerine VA+DOX ve VA+MIX konsantrasyon 

ve CI değerleri 

VA+DOX VA+MIX 

Konsantrasyon 

(µM) 

Absorbans  CI değeri Konsantrasyon 

(µM) 

Absorbans CI değeri 

5-0,1 0,459  0,713 5-0,1 0,317 0,162 

10-0,5 0,413  2,207 10-0,5 0,360 0,639 

25-1 0,349  2,784 25-1 0,247 0,785 

50-5 0,153  1,808 50-5 0,109 0,907 

100-10 0,107  2,002 100-10 0,127 2,161 

 

MDA-MB-231 hücre hattı üzerine VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarının dozları 

(5-0,1, 10-0,5, 25-1, 50-5 ve 100-10 µM) 48 saatlik inkübasyon sonrasında absorbans 

değerleri alınarak CI değerleri CompuSyn programı kullanılarak değerlendirilmiştir. 

Değerlendirme sonucunda CI değerlerine bakıldığında MDA-MB-231 hücre hattında 

VA+DOX kombinasyonları içerisinde en düşük dozlar olan 5-0,1 µM dozu orta sinerjik 

etki gösterirken diğer dört doz antagonistik etki göstermiştir. Aynı hücre hattı üzerine 

uygulanan VA+MIX dozlarından ise en düşük doz (5-0,1 µM) güçlü sinerjik etki, 

uygulanan ikinci ve üçüncü dozlar (10-0,5 µM ve 25-1 µM) sinerjik etki, dördüncü doz 

(50-5 µM) ise hafif sinerjik etki sergilediği görülmüştür. 

MDA-MB-453 hücre hattı üzerine uygulanan kombinasyon konsantrasyonları ve CI 

değerleri Tablo 4.6’da verilmiştir. 

Tablo 4. 6. MDA-MB-453 üzerine VA+DOX ve VA+MIX konsantrasyon ve CI değerleri 

VA+DOX VA+MIX 

Konsantrasyon 

(µM) 

Absorbans  CI değeri Konsantrasyon 

(µM) 

Absorbans CI değeri 

25-0,1 0,146  0,174 25-0,05 0,105 0,119 

50-0,5 0,118  0,295 50-0,1 0,086 0,192 

75-1 0,083  0,303 75-0,5 0,034 0,115 

100-5 0,0388  0,203 100-1 0,0188 0,087 

150-10 0,0150  0,113 150-5 0,0073 0,054 

 

MDA-MB-453 hücre hattı üzerine 48 saatlik inkübasyon süresince uygulanan VA+DOX 

(25-0,1, 50-0,5, 75-1, 100-5 ve 150-10 µM) dozları ve VA+MIX (25-0,05, 50-0,1, 75-
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0,5, 100-1 ve 150-5 µM) dozlarının tamamında sinerjik etki gözlenmiştir. VA+DOX 

uygulanan tüm dozları güçlü sinerjik etki sergilerken, VA+MIX uygulanan ilk üç dozu 

(25-0,05 µM, 50-0,1 µM ve 75-0,5 µM) güçlü sinerjik etki, son iki dozu ise (100-1 µM 

ve 150-5 µM) çok güçlü sinerjik etki sergilemiştir. 

 

Şekil 4. 1. MCF-7, MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hücre hatları üzerinde uygulanan 

vulpinik asit-kemoterapötik ilaç kombinasyon çalışmaları. 

Meme kanseri hücre hatlarından MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 üzerinde 48 saatlik 

inkübasyondan sonra VA+DOX ve VA+MIX’in sinerjik etki gösteren dozları sonraki 

moleküler çalışmalar için uygulanmıştır. Her bir uygulama sonrasında sinerjik etki 

gösteren dozların her iki meme kanseri hücre hattında oksidatif stres, mitokondriyal 

membran potansiyeli, çoklu kaspaz aktivasyonu, hücre döngüsü, migrasyon, apoptoz ve 

PI3K/AKT sinyal yolağı üzerine etkileri araştırılmıştır. 
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4.3.  Flow Sitometri Çalışmaları 

4.3.1. Apoptozis (Annexin V/FITC-PI) 

MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hücre hatları üzerine VA+DOX ve VA+MIX 

kombinasyonlarının 48 saat uygulanması sonucu apoptotik etkilerinin flow sitometri 

analiz sonuçları sırasıyla Şekil 4.2 ve Şekil 4.3’de verilmiştir. 

MDA-MB-231 hücre hattı üzerindeki apoptotik etkilerin belirlenmesi için hücreler 

VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarının 48 saatlik uygulama sonrası ANNEXIN V 

testine tabi tutulmuştur (Şekil 4.2). Yapılan çalışmalar sonucunda kontrol grubunda 

bulunan hücre popülasyonunun %97,25’i canlı, %0,45’i erken apoptoz, %1,45’i geç 

apoptoz, toplamda %1,9 total apoptoz gözlenmiştir. Uygulama gruplarında ise VA+DOX 

(5-0,1 µM) dozunda hücre popülasyonunun %92,10’u canlı, %1,25’i erken apoptoz, 

%5,95’i geç apoptoz, toplamda %7,2 (**, p<0,001) total apoptoz gözlenmiştir.  VA+MIX 

kombinasyonunun en düşük dozunda (VM-1, 5-0,1µM) hücre popülasyonunun %90,90’ı 

canlı, %0,65’i erken apoptoz, %4,75’i geç apoptoz, toplamda %5,4 (**, p<0,001) total 

apoptoz gözlenmiştir. VA+MIX’in ikinci kombinasyonu (VM-2, 10-0,5 µM) hücrelere 

tatbik edildiğinde hücre popülasyonunda %3,85 erken apoptoz, %6,50 geç apoptoz ve 

toplamda %10,35 (***, p<0,0001) total apoptoz gözlenmiştir.  VA+MIX uygulanan en 

son dozunun (VM-3, 25-1 µM) hücre popülasyonunun %87,52’sinin canlı, %2,77’sinin 

erken apoptoz, %6,01’inin geç apoptoz, toplamda %8,78 (***, p<0,0001) total apoptoz 

sonuçları elde edilmiştir. Sonuç olarak kontrol grubuna kıyasla uygulama grubu 

hücrelerinde, VA+DOX ve VA+MIX’in sinerjik etki dozlarının kanser hücrelerini düşük-

orta derecede apoptoza yönelttiği görülmüştür. 
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Şekil 4.2. MDA-MB-231 hücre hattı üzerine VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarının 

48 saatlik apoptotik etkileri. Grafiklerin üzerinde bulunan konsantrasyonlar sırasıyla; 

VA+DOX-1 (5-0,1 µM), VA+MIX-1 (5-0,1 µM), VA+MIX-2 (10-0,5 µM), VA+MIX-3 

(25-1 µM)’dır. 

MDA-MB-453 hücre hattına 48 saatlik inkübasyon süresince uygulanan VA+DOX ve 

VA+MIX dozlarının hücreler üzerindeki apoptotik etkisini belirleyebilmek için 

ANNEXİN V testi hücrelere uygulanmıştır (Şekil 4.2). Uygulama sonrası kontrol 

grubunda bulunan hücrelerdeki hücre popülasyonunun %81,10’u canlı, %15,70’i erken 

apoptoz, % 3,05’i geç apoptoz, toplamda %18,75 total apoptoz gözlenmiştir. Uygulama 

grubunda ise, VA+DOX kombinasyonunun ilk dozunda (VD-1, 25-0,1 µM) hücre 

popülasyonunun % 62,80’i canlı, %30,65’i erken apoptoz, %6,55’i geç apoptoza, 

toplamda %37,2 (***, p<0,0001) total apoptoz gözlenmiştir. VA+DOX 

kombinasyonunun ikinci uygulanan dozunda (VD-2, 75-1 µM) ise hücre popülasyonunun 

% 43,05’i canlı, %43,20’si erken apoptoz ve %13,75’i geç apoptoz, toplamda %56,95 

(****, p<0,00001)  total apoptoz gözlenmiştir. VA+DOX son uygulanan dozu (VD-3, 

150-10 µM) ise hücre popülasyonunu % 43,40 canlı, %43,95’inin erken apoptoz, 

%12,60’ının geç apoptoz, toplamda %56,55 (****, p<0,00001) total apoptoz 

gözlenmiştir. VA+MIX dozlarında ise ilk dozda (VM-1, 25-0,05 µM) hücre 

popülasyonunun % 64,80’i canlı, %28,20’si erken apoptoz, % 6,95’i geç apoptoz 

toplamda %35,15 (***, p<0,0001) total apoptoz gözlenmiştir. İkinci uygulanan dozda ise 

(VM-2, 75-0,5 µM) hücre popülasyonunun %57,65’inin canlı, % 33,95’i erken apoptoz, 

%8’i geç apoptoz, toplamda %41,95 (****, p<0,00001)total apoptoz gözlenmiştir. MDA-

MB-453 hücre hattına uygulanan VA+DOX ve VA+MIX sinerjik etki kombinasyon 
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dozlarının kontrol grubuna göre hücreleri yüksek derecede apoptoza yönlendirdiği 

belirlenmiştir. 

 

Şekil 4.3. MDA-MB-453 hücre hattı üzerine VA+DOX ve VA+MIX kombinasyon 

dozlarının 48 saatlik apoptoz etkisi. Grafiklerin üzerinde bulunan konsantrasyonlar 

sırasıyla; VA+DOX-1 (25-0,1 µM), VA+DOX-2 (75-1 µM), VA+DOX-3 (150-10 µM), 

VA+MIX-1 (25-0,05 µM), VA+MIX-2 (75-0,5 µM)’dır. 

 

Şekil 4.4. MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 meme kanseri hücre hatları üzerinde vulpinik 

asit-kemoterapötik ilaç kombinasyonlarının apoptoz sonuçları. 
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4.3.2. Mitokondriyal Membran Potansiyeli 

MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hücre hatları üzerine VA+DOX ve VA+MIX 

kombinasyonlarının 48 saat uygulanması sonucu mitokondriyal membran potansiyeli 

üzerine etkilerinin flow sitometri analiz sonuçları sırasıyla Şekil 4.5 ve Şekil 4.6’da 

verilmiştir. 

MDA-MB-231 hücre hattı üzerine 48 saatlik inkübasyon süresince uygulanan VA+DOX 

(VD-1, 5-0,1 µM) ve VA+MIX (VM-1, 5-0,1 µM, VM-2, 10-0,5 µM ve VM-3, 25-1 µM) 

dozlarının mitokondri membranında meydana getirdiği farklılık Mitokondriyal Membran 

Potansiyeli testi ile belirlenmiştir. Elde edilen bulgular kontrol grubu hücrelerinde hücre 

popülasyonunun %70,08’i canlı, %23,27’si ölü, %5,19’u depolarize-canlı, ve 

%1,46’sının ise depolarize ölü, toplamda %6,65 total depolarize hücre popülasyonu 

olduğunu göstermiştir. Uygulama grubunda ise VD-1 dozunun hücre popülasyonunun, 

%61,05’inin canlı, %30,70’inin ölü, %6,55’ini depolarize canlı %1,70’inin depolarize 

ölü, toplamda %8,25 (*, p<0,01) total depolarize hücre popülasyonu olduğu 

belirlenmiştir. VA+MIX dozlarında ise VM-1 dozunda hücre popülasyonunun %39,45’i 

canlı, %38,05’i ölü ve %7,80’i depolarize canlı, %14,70’inin depolarize ölü, toplamda 

%22,5 (***, p<0,0001) total depolarize hücre popülasyonu olduğu, VM-2 dozuna tabi 

tutulan hücre popülasyonunun %9,60’ı canlı, %42’si ölü ve %37,90’ı depolarize canlı, 

%10,05’inin depolarize ölü, toplamda %47,95 (***, p<0,0001) total depolarize hücre 

popülasyonu olduğu, uygulanan VM-3 dozunda ise hücre popülasyonunun %10,55’i 

canlı, %39,35’i ölü ve %36,70’i depolarize canlı, %13,40’ı depolarize ölü, toplamda 

%50,1 (***, p<0,0001) total depolarize hücre popülasyonu olduğu belirlenmiştir. Sonuç 

olarak kontrol grubuna kıyasla uygulanan VD kombinasyonunun MDA-MB-231 

hücrelerinde mitokondriyal membran potansiyelinde oldukça düşük bir değişiklik 

göstermiştir (*, p<0,01). Öte yandan her bir VM kombinasyonunda membran 

potansiyelinin yüksek derecede depolarize olduğu belirlenmiştir (***, p<0,0001). 
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Şekil 4.5. MDA-MB-231 hücre hattı üzerine VA+DOX ve VA+MIX kombinasyon 

dozlarının 48 saatlik mitokondriyal membran potansiyelinde meydana gelen değişimlerin 

etkisi. Grafiklerin üzerinde bulunan konsantrasyonlar sırasıyla; VA+DOX (5-0,1 µM), 

VA+MIX-1 (5-0,1 µM), VA+MIX-2 (10-0,5 µM), VA+MIX-3 (25-1 µM)’dır. 

MDA-MB-453 hücre hattı üzerine 48 saatlik inkübasyon süresince uygulanan VA+DOX 

(VD-1, 25-0,1 µM ve VD-3 150-10 µM) ve VA+MIX (VM-1, 25-0,05 µM, VM-2, 75-

0,5 µM ve VM-3 150-5 µM) dozlarının mitokondri membranında meydana getirdiği 

farklılık Mitokondriyal Membran Potansiyeli testi ile belirlenmiştir. Elde edilen bulgular 

kontrol grubu hücrelerindeki hücre popülasyonunun %81,20’si canlı, %5,30’u ölü ve 

%12,90’ı depolarize canlı, %0,60’ı depolarize ölü, toplamda %13,5 total depolarize hücre 

popülasyonu olduğu belirlenmiştir. Uygulama grubunda ise VA+DOX dozlarına 

bakıldığında VD-1 dozunda hücre popülasyonunun %32,05’i canlı, %58,75’i ölü ve 

%2,45’i depolarize canlı, %6,75’i depolarize ölü, toplamda %9,2 (**, p<0,001) total 

depolarize hücre popülasyonu olduğu, VD-3 dozunda ise hücre popülasyonunun 

%16,20’si canlı, %70,05’i ölü ve %5,25’i depolarize canlı, %8,50’sinin depolarize ölü 

toplamda %13,75 (ns, p<0,05) total depolarize hücre popülasyonu olduğu belirlenmiştir. 

VA+MIX dozlarına bakıldığında VM-1 dozunda hücre popülasyonunun %28,05’i canlı, 

%61,80’i ölü ve %6,30’u depolarize canlı, %3,85’i depolarize ölü, toplamda %10,15 (**, 

p<0,001) total depolarize hücre popülasyonu olduğu, VM-2 dozunda ise hücre 

popülasyonunun %15,65’i canlı, %52,45’i ölü ve %28’ depolarize canlı, %3,90’ı 

depolarize ölü, toplamda %31,90 (***, p<0,0001) total depolarize hücre popülasyonu 

olduğu,  VM-3 dozundaki hücre popülasyonunun ise  %11,10’u canlı, %49,15’i ölü ve 
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%34’ü depolarize canlı, %5,75’i depolarize ölü, toplamda %39,75 (***, p<0,0001) total 

depolarize hücre popülasyonu olduğu belirlenmiştir. Sonuç olarak kontrol grubu 

hücrelerine kıyasla VD’nin her iki dozu da 48 saat inkübasyondan sonra MDA-MB-453 

hücrelerinin mitokondriyal membran potansiyellerinde anlamlı bir değişiklik 

göstermemiştir. Öte yandan VM’nin ikinci ve üçüncü kombinasyonları istatistiksel olarak 

mitokondriyal membran potansiyelini yüksek derecede değiştirdiği belirlenmiştir (***, 

p<0,0001). 

 

Şekil 4.6. MDA-MB-453 hücre hattı üzerine VA+DOX ve VA+MIX kombinasyon 

dozlarının 48 saatlik mitokondriyal membran potansiyelinde meydana gelen değişimlerin 

etkisi. Grafiklerin üzerinde bulunan konsantrasyonlar sırasıyla; VA+DOX-1 (25-0,1 

µM), VA+DOX-3 (150-10 µM), VA+MIX-1 (25-0,05 µM), VA+MIX-2 (75-0,5 µM), 

VA+MIX-3 (150-5 µM)’dır. 

 

Şekil 4.7. MDA-MB-453 ve MDA-MB-231 hücre hatları üzerine vulpinik asit-

kemoterapötik ilaç kombinasyonlarının mitokondriyal membran potansiyeli üzerine 

etkileri. 
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4.3.3. Multikaspaz Aktivitesi 

MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hücre hatları üzerine VA+DOX ve VA+MIX’in farklı 

kombinasyonları 48 saat süreyle uygulanmış ve bu kombinasyonların multi-kaspaz 

aktiviteleri flow sitometri analizleriyle belirlenmiştir. Elde edilen bulgular Şekil 4.8 ve 

Şekil 4.9’da gösterilmiştir.  

Şekil 4.8’de görüldüğü üzere MDA-MB-231 hücre hattında kontrol grubu hücrelerinin 

%86,15’i canlı, %0,65’inin ise ölü, %8,35’i casp+, %4,85’i casp+/ölü, toplamda ise 

%13,2 total kaspaz hücre popülasyonu olduğu görülmektedir. VD-1 (5-0,1 µM) uygulama 

grubunda hücre popülasyonunun %60,95’i canlı, %0,15’inin ölü, %16,5’i casp+, 

%22,75’i casp+/ölü ve toplamda %39,25 (***, p<0,0001) total kaspaz hücre popülasyonu 

olduğu görülmektedir. VA+MIX uygulama grubunda ise VM-1 (5-0,1 µM) 

kombinasyonunda hücre popülasyonunun %44,20 canlı, %0,30 ölü, %27,20 casp+, 

%28,30 casp+/ölü ve toplamda %55,50 (***, p<0,0001) total kaspaz hücre popülasyonu 

olduğu, VM-2 (10-0,5 µM) kombinasyonunda ise hücre popülasyonunun %46,45 canlı, 

%0,50 ölü, %27,15 casp+, %25,90 casp+/ölü ve toplamda ise %53,05 (***, p<0,0001) 

total kaspaz hücre popülasyonu olduğu belirlenmiştir. Sonuç olarak kontrol grubuna 

kıyasla her iki VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarının MDA-MB-231 hücrelerinde 

multi-kaspaz aktivitesini önemli derecede artırdığı görülmüştür.  

 

Şekil 4.8. MDA-MB-231 hücre hattı üzerine VA+DOX ve VA+MIX kombinasyon 

dozlarının 48 saatlik multikaspaz aktivitesine etkisi. Grafiklerin üzerinde bulunan 

konsantrasyonlar sırasıyla; VA+DOX (5-0,1 µM), VA+MIX-1 (5-0,1 µM), VA+MIX-2 

(10-0,5 µM)’dır. 
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Şekil 4.9’da görüldüğü üzere MDA-MB-231 hücre hattında kontrol grubu hücrelerinin 

%84,75 canlı, %0,15 ölü, %10,15 casp+, %4,95 casp+/ölü ve toplamda %15,1 total 

kaspaz hücre popülasyonu olduğu belirlenmiştir. Uygulama dozlarında ise VD-1 (25-0,1 

µM) dozundaki hücre popülasyonunun %77 canlı, %0,10 ölü, %17,05 casp+, %5,85 

casp+/ölü ve toplamda %22,9 (**, p<0,001) total kaspaz hücre popülasyonu olduğu,  VD-

2 (75-1 µM) dozundaki hücre popülasyonunun ise %16,15 canlı, %54,55 casp+, %29,30 

casp+/ölü, toplamda %83,85 (****, p<0,00001) total kaspaz hücre popülasyonu olduğu, 

VA+MIX dozlarında ise VM-1 (25-0,05 µM) dozundaki hücre popülasyonunun %87,50 

canlı, %0,05 ölü, %8,95 casp+, %3,50 casp+/ölü ve toplamda %12,45 (*, p<0,01) total 

kaspaz hücre popülasyonu olduğu,  VM-2 (75-0,5 µM) dozundaki hücre popülasyonunun 

%58,85 canlı, %21,30 ölü %3,80 casp+, %16,05 casp+/ölü ve toplamda %19,85 (*, 

p<0,01) total kaspaz hücre popülasyonu olduğu,  olduğu belirlenmiştir. Sonuç olarak, 

kontrol grubuna göre karşılaştırıldığında uygulama grubunda kullanılan VD-2 dozunun 

önemli derecede MDA-MB-453 hücre hattı üzerinde kaspaz aktivitesini artırdığı, 

uygulamada kullanılan diğer VA+DOX ve VA+MIX sinerjik etki kombinasyonlarında 

da MDA-MB-453 hücre hattı üzerinde kaspaz aktivitesini artırdığı belirlenmiştir. 

 

 

Şekil 4.9. MDA-MB-453 hücre hattı üzerine VA+DOX ve VA+MIX kombinasyon 

dozlarının 48 saatlik multikaspaz aktivitesine etkisi. Grafiklerin üzerinde bulunan 

konsantrasyonlar sırasıyla; VA+DOX-1 (25-0,1 µM), VA+DOX-2 (75-1 µM), VA+MIX-

1 (25-0,05 µM), VA+MIX-2 (75-0,5 µM)’dır. 
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Şekil 4.10. MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hücre hatları üzerine uygulanan vulpinik 

asit-kemoterapötik ilaç kombinasyonlarının multikaspaz aktiviteleri üzerindeki etkileri. 

4.3.4. Reaktif Oksijen Türleri 

MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hücre hatları üzerine VA+DOX ve VA+MIX 

kombinasyonları 48 saat süreyle uygulanmış ve bu kombinasyonların reaktif oksijen 

türleri üzerindeki değişimleri flow sitometri analizleriyle belirlenmiştir. Elde edilen 

bulgular Şekil 4.11 ve Şekil 4.12’de verilmiştir.  

MDA-MB-231 hücre hattı üzerine VA+DOX (5-0,1 µM) ve VA+MIX (5-0,1 µM, 10-0,5 

µM, 25-1 µM) kombinasyonlarının ROS üzerindeki etkilerini belirlemek için uygulama 

yapılmıştır. Uygulama sonucunda elde edilen grafiklerde yer alan M1; Canlı ve ROS’un 

negatif olduğu hücre popülasyonunu, M2 ise ROS+ sergileyen hücre popülasyonunu 

göstermektedir. Bu kapsamda hücre MDA-MB-231 hücre hattına uygulanan VA+DOX 

ve VA+MIX kombinasyonlarının ROS değişimleri belirlenmiştir. Kontrol grubu 

hücrelerinin ROS popülasyonuna bakıldığında M1 %69.73, M2 %15.87 olduğu 

belirlenmiştir. Uygulama grubunda VD-1 dozunda M1 %57.27, M2 %38.50 (***, 

p<0,0001) olduğu, VM-1 kombinasyonunda M1 %73.07, M2 %15.73 (ns, p<0,05) 

olduğu, VM-2 kombinasyonunda M1 %67.40, M2 %21.67 (**, p<0,001) olduğu, VM-3 

kombinasyonunda M1 %55.97, M2 %36.27 (***, p<0,0001) olduğu belirlenmiştir. Sonuç 

olarak, kontrole göre kıyaslandığında VD-1 ve VM-3 dozlarının ROS miktarını artırdığı, 

VM-2 dozunda ROS’un kısmen arttığı ve VM-1 dozunda ise anlamlı bir değişiklik 

göstermediği belirlenmiştir. 
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Şekil 4.11. MDA-MB-231 hücre hattı üzerine VA+DOX ve VA+MIX kombinasyon 

dozlarının 48 saatlik reaktif oksijen türleri üzerine etkisi. Grafiklerin üzerinde bulunan 

konsantrasyonlar sırasıyla; VA+DOX (5-0,1 µM), VA+MIX-1 (5-0,1 µM), VA+MIX-2 

(10-0,5 µM), VA+MIX-3 (25-1 µM)’dır. 

MDA-MB-453 hücre hattı üzerine VA+DOX (VD-1, 25-0,1 µM ve VD-2, 75-1 µM) ve 

VA+MIX (25-0,05 µM, 75-0,5 µM, 150-5 µM) kombinasyonlarının ROS üzerindeki 

etkilerini belirlemek için uygulama yapılmıştır. Uygulama sonucunda elde edilen 

grafiklerde yer alan M1; Canlı ve ROS’un negatif olduğu hücre popülasyonunu, M2 ise 

ROS’un pozitif olduğunu sergileyen hücre popülasyonunu göstermektedir. Bu kapsamda 

hücre MDA-MB-453 hücre hattına uygulanan VA+DOX ve VA+MIX kombinasyon 

dozlarının ROS değişimleri belirlenmiştir. Kontrol grubu hücrelerinin ROS 

popülasyonuna bakıldığında M1 %89.23, M2 %6.10 olduğu belirlenmiştir. Uygulama 

grubunda VD-1 kombinasyonunda M1 %89.47, M2 %8.43 (*, p<0,01) olduğu, VD-2 

kombinasyonunda M1 %29.23, M2 %70.70 (****,p<0,00001) olduğu, VM-1 

kombinasyonunda M1 %87.50, M2 %6.73 (ns, p<0,05) olduğu, VM-2 kombinasyonunda 

M1 %65.97, M2 %9.40 (*, p<0,01) olduğu, VM-3 kombinasyonunda M1 %69.43, M2 

%10.17 (*, p<0,01) olduğu belirlenmiştir. Sonuç olarak, kontrole göre kıyaslandığında 

özellikle VD-2 kombinasyonunun hücrelerinde oldukça önemli derecede ROS’u artırdığı, 

VM-1 kombinasyonunda kontrole göre anlamlı bir değişim gözlemlenmediği, VD-1, 

VM-2 ve VM-3 kombinasyonlarında ROS miktarını kısmen artırdığı belirlenmiştir. 
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Şekil 4.12. MDA-MB-453 hücre hattı üzerine VA+DOX ve VA+MIX kombinasyon 

dozlarının 48 saatlik reaktif oksijen türleri üzerine etkisi. Grafiklerin üzerinde bulunan 

konsantrasyonlar sırasıyla; VA+DOX-1 (25-0,1 µM), VA+DOX-2 (75-1 µM), VA+MIX-

1 (25-0,05 µM), VA+MIX-2 (75-0,5 µM), VA+MIX-2 (150-5 µM)’dır. 

 

Şekil 4.13. MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hücre hatları üzerine uygulanan vulpinik 

asit-kemoterapötik ilaç kombinasyonlarının ROS üzerine etkileri. 

4.3.5. Hücre Döngüsü 

MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hücre hatları üzerine VA+DOX ve VA+MIX 

kombinasyonları 48 saat süreyle uygulanmış ve bu kombinasyonların hücre döngüsü 

üzerindeki değişimleri flow sitometri analizleriyle belirlenmiştir. Elde edilen bulgular 

Şekil 4.14 ve Şekil 4.15’de verilmiştir.  

MDA-MB-231 hücre hattı üzerine 48 saatlik inkübasyon süresince uygulanan VA+DOX 

(VD-1, 5-0,1 µM) ve VA+MIX (VM-1, 5-0,1 µM ve VM-2, 10-0,5 µM) dozlarının hücre 

döngüsü üzerindeki etkileri araştırılmıştır. Uygulama sonrasında kontrol grubu 

hücrelerinin hücre döngüsü esnasında hücre popülasyonlarının tutulma yerleri ve 

oranları; G0/G1 noktasında %42.9, S noktasında %24.5, G2/M noktasında %16.3 olarak 
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belirlenmiştir. Uygulama grubunda ise VD-1 dozunda hücre popülasyonu; G0/G1 

noktasında %53.2 (**, p<0,001), S noktasında %4.8, G2/M noktasında %1.9, VM-1 

dozunda hücre popülasyonu; G0/G1 noktasında %61.7 (***, p<0,0001), S noktasında 

%18.5, G2/M noktasında %10.2, VM-2 dozunda hücre popülasyonu; G0/G1 noktasında 

%62.6 (***,p<0,0001), S noktasında %14.5, G2/M noktasında %9.7 olarak belirlenmiştir. 

Sonuç olarak MDA-MB-231 hücreleri üzerine uygulanan VA+DOX ve VA+MIX 

kombinasyonlarının, uygulama sonucunda kontrol grubuyla kıyaslandığında hücrelerin 

G0/G1 fazında tutuldukları belirlenmiştir. 

 

Şekil 4.14. MDA-MB-231 hücre hattı üzerine VA+DOX ve VA+MIX kombinasyon 

dozlarının 48 saatlik hücre döngüsü üzerine etkisi. Grafiklerin üzerinde bulunan 

konsantrasyonlar sırasıyla; VA+DOX-1 (5-0,1 µM), VA+MIX-1 (5-0,1 µM), VA+MIX-

2 (10-0,5 µM)’dır. 

MDA-MB-453 hücre hattı üzerine 48 saatlik inkübasyon süresince uygulanan VA+DOX 

(VD-1, 25-0,1 µM) ve VA+MIX (VM-3, 150-5 µM) dozlarının hücre döngüsü üzerindeki 

etkileri araştırılmıştır. Uygulama sonrasında Kontrol grubu hücrelerinin hücre döngüsü 

esnasında hücre popülasyonlarının tutulma yerleri ve oranları; G0/G1 noktasında %40.4, 

S noktasında %23.5, G2/M noktasında %19.9 olarak belirlenmiştir. Uygulama grubunda 

ise VD-1 kombinasyonunda hücre popülasyonu; G0/G1 noktasında %57.4 (***, 

p<0,0001), S noktasında %18.6, G2/M noktasında %14.8, VM-1 kombinasyonunda hücre 

popülasyonu; G0/G1 noktasında %41.8 (ns, p<0,05), S noktasında %4.8, G2/M 

noktasında %1.7, VM-3 kombinasyonunda hücre popülasyonu; G0/G1 noktasında %59.1 

(***, p<0,0001), S noktasında %16.2, G2/M noktasında %8.1 olarak belirlenmiştir. 

Sonuç olarak MDA-MB-453 hücreleri üzerine uygulanan VA+DOX ve VA+MIX 
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kombinasyonlarından VD-1 ve VM-3 kombinasyonlarının hücre döngüsünde hücre 

popülasyonlarını önemli derecede G0/G1 fazında tutuldukları belirlenmiştir. 

 

Şekil 4.15. MDA-MB-453 hücre hattı üzerine VA+DOX ve VA+MIX kombinasyon 

dozlarının 48 saatlik hücre döngüsü üzerine etkisi. Grafiklerin üzerinde bulunan 

konsantrasyonlar sırasıyla; VA+DOX-1 (25-0,1 µM), VA+MIX-1 (25-0,05 µM), 

VA+MIX-3 (150-5 µM)’dır. 

 

Şekil 4.16. MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hücre hatları üzerine uygulanan vulpinik 

asit-kemoterapötik ilaç kombinasyonlarının hücre döngüsü üzerine etkileri. 

4.3.6. PI3K/AKT Sinyal Yolağı 

MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hücre hatları üzerine VA+DOX ve VA+MIX 

kombinasyon dozlarının PI3K/AKT sinyal yolağı üzerine etkisinin zaman bağımlı olarak 

uygulanması sonucu elde edilen bulgular Şekil 4.17 ve Şekil 4.18’deverilmiştir.  

Şekil 4.17’de görüldüğü üzere MDA-MB-231 hücre hattında kontrol grubu hücrelerinin 

%81 aktif, %0,1 inaktif ve %0,60 ekspresyona uğramayanlar olduğu belirlenmiştir. 
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Uygulama grubunda ise VA+DOX (VD-1, 5-0,1 µM) hücre popülasyonunda %48 aktif, 

%13,60 (***, p<0,0001) inaktif ve %9,30’unun ekspresyona uğramayanlar olduğu 

belirlenmiştir. VA+MIX (VM-1, 5-0,1 µM/ VM-2, 10-0,5 µM/ VM-3 25-1 µM) 

kombinasyonlarında ise VM-1 kombinasyonunda hücre popülasyonunun %43,20 aktif, 

%18,20 (***, p<0,0001) inaktif ve %12,40 ekspresyona uğramayanlar olduğu, VM-2 

kombinasyonunda hücre popülasyonunun %44,90 aktif, %34,20 (****, p<0,00001)  

inaktif ve %8,80 ekspresyona uğramayanlar olduğu, VM-3 kombinasyonunda hücre 

popülasyonunun %43,20 aktif, %39,30 (****, p<0,00001) inaktif ve %6,80 ekspresyona 

uğramayanlar olduğu belirlenmiştir. Sonuç olarak, MDA-MB-231 hücre hattına 

uygulanan VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarının oldukça önemli derecede 

PI3K/AKT sinyal yolağını inhibe ettiği belirlenmiştir. 

 

Şekil 4.17. MDA-MB-231 hücre hattı üzerinde uygulanan VA+DOX ve VA+MIX 

kombinasyonlarının PI3K/AKT sinyal yolağı ekspresyon grafikleri. Grafiklerin üzerinde 

bulunan konsantrasyonlar sırasıyla; VA+DOX-1 (5-0,1 µM), VA+MIX-1 (5-0,1 µM), 

VA+MIX-2 (10-0,5 µM)’dır. 

Şekil 4.18’de görüldüğü üzere MDA-MB-453 hücre hattı üzerine uygulanan VA+DOX 

(VD-1, 25-0,1 µM/ VD-3 150-10 µM) ve VA+MIX (VM-1, 25-0,05 µM/ VM-2 75-0,5 

µM/ VM-3 150-5 µM) kombinasyonlarının PI3K/AKT sinyal yolağı üzerindeki etkileri 

araştırılmıştır. Kontrol grubu hücre popülasyonunun %86,40 aktif, %7,20 inaktif ve 

%0,50 ekspresyona uğramayanlar olduğu belirlenmiştir. Uygulama grubunda VD-1 
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kombinasyonunda hücre popülasyonunun %75,90 aktif, %16,90 (**, p<0,001)  inaktif ve 

%1,60 ekspresyona uğramayan, VD-3 kombinasyonunda hücre popülasyonunun %51,90 

aktif, %47,30 (***, p<0,0001) inaktif ve %0,20 ekspresyona uğramayan olduğu 

belirlenmiştir. VM-1 kombinasyonunda hücre popülasyonunun %53,90 aktif, %45,90 

(***, p<0,0001) inaktif, VM-2 kombinasyonunda hücre popülasyonunun %38 aktif, %62 

(****, p<0,00001) inaktif, VM-3 kombinasyonunda hücre popülasyonunun %14,80 aktif, 

%85,20 (****, p<0,00001) inaktif olduğu belirlenmiştir. Sonuç olarak, MDA-MB-453 

hücre hattına uygulanan VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarının PI3K/AKT sinyal 

yolağını oldukça önemli derecede inhibe ettiği belirlenmiştir. 

 

Şekil 4.18. MDA-MB-453 hücre hattı üzerinde uygulanan VA+DOX ve VA+MIX 

kombinasyonlarının PI3K/AKT sinyal yolağı ekspresyon grafikleri. Grafiklerin üzerinde 

bulunan konsantrasyonlar sırasıyla; VA+DOX-1 (25-0,1 µM), VA+MIX-1 (25-0,05 µM), 

VA+MIX-3 (150-5 µM)’dır. 
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Şekil 4.19. MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hücre hatları üzerine uygulanan vulpinik 

asit-kemoterapötik ilaç kombinasyonlarının PI3K/AKT sinyal yolağı üzerine etkileri. 

4.4. Kantitatif Protein Ekspresyon Analiz (Western Blot) Çalışmaları 

MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hücre hatları üzerinde sinerjik etki gösteren VA+DOX 

ve VA+MIX kombinasyonları hücrelere uygulanmış, 48 saatlik inkübasyon süresi 

sonucunda western blot tekniği ile kantitatif protein miktar tayini gerçekleştirilmiştir. 

Yapılan çalışma sonucunda elde edilen veriler grafik haline getirilmiştir.  

Şekil 4.20’de görüldüğü üzere, MDA-MB-231 hücre hattı üzerinde VA+DOX 

kombinasyonunun uygulanması sonucunda apoptotik ve PI3K yolak proteinlerinin nasıl 

etkilendiği araştırıldı. Apoptotik yolak proteinleri incelendiğinde MDA-MB-231 hücre 

hattında VA+DOX (5-0,1µM) kombinasyonunda; BAX’ın (ns, p>0,05) değişmediği, 

BCL-2’nin (***, p<0,0001) önemli derecede azaldığı, BAX/BCL2 oranında (**, 

p<0,001) önemli bir artış, Sitokrom-c’de ve Cleaved-kaspaz3’de (*, p<0,01) azalış, 

Kaspaz-3’de (***, p<0,0001) oldukça önemli bir azalış, p53’ün ise (*, p<0,01) arttığı 

gözlemlenmiştir. PI3K sinyal yolağı proteinlerinde ise PI3K’da (***, p<0.0001) oldukça 

önemli bir azalış, mTOR ve AKT’de (**, p<0,001) önemli bir azalış, Phospho-AKT (P-

AKT)’de ise (*, p<0,01) azalış gözlemlenmiştir. Sonuç olarak, uygulanan VA+DOX 

kombinasyonunun MDA-MB-231 hücrelerini flow sitometri sonuçlarında olduğu gibi 

protein seviyesinde de apoptoza yönelttiği, PI3K/AKT sinyal yolunu da protein 

seviyesinde de inhibe ettiği belirlenmiştir (Şekil 4.21). 
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Şekil 4.20. VA+DOX kombinasyonunun MDA-MB-231 hücreleri üzerinde apoptotik 

yolak kantitatif protein ekspresyon etkisi. Grafiklerin üzerinde bulunan konsantrasyon 

VA+DOX-1 (5-0,1 µM)’dır. 

 

Şekil 4.21. VA+DOX kombinasyonunun MDA-MB-231 hücreleri üzerinde PI3K/AKT 

yolağı kantitatif protein ekspresyon etkisi. Grafiklerin üzerinde bulunan konsantrasyon; 

VA+DOX-1 (5-0,1 µM)’dır. 
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MDA-MB-231 hücre hattı üzerine VA+MIX kombinasyonunun sinerjik etki dozlarının 

uygulanması sonucunda apoptotik ve PI3K yolak proteinlerinin nasıl etkilendiği 

araştırıldı (Şekil 4.22). Apoptotik yolak proteinleri incelendiğinde BAX’ın uygulanan her 

iki kombinasyonunda da sırası ile artış (*, p<0,01 ; ***, p<0,0001), BCL-2’de uygulanan 

en düşük kombinasyonda azalış, sonraki kombinasyonda ise herhangi bir değişim 

olmamıştır (**, p<0,001; ns p>0,05). BAX/BCL-2 oranında ise kontrole göre en düşük 

kombinasyonda oldukça önemli bir artış, sonraki kombinasyonda artış gözlenmiştir (***, 

p<0,0001; *, p<0,01 ). Sitokrom-c’de her iki kombinasyonda da artış (**, p<0,001; *, 

p<0,01 ). P53’de her iki kombinasyonda da önemli artış (**, p<0,001; ***, p<0,0001), 

kaspaz-3’ün her iki kombinasyonda önemli artış (***, p<0,0001), cleaved kaspaz-3’de 

ise her iki kombinasyonda da artış (*, p<0,01; **, p<0,001) gözlemlenmiştir. PI3K sinyal 

yolağı proteinlerinde ise PI3K’da uygulanan her iki kombinasyonda da önemli derecede 

azalış (***, p<0,0001), mTOR’da her iki kombinasyonda azalış (**, p<0,001; ***, 

p<0,0001), AKT’de ilk kombinasyonda spesifik bir değişim yokken ikinci 

kombinasyonda kısmi azalış (ns p>0,05; *, p<0,01), P-AKT de en düşük kombinasyonda 

artış, ikinci kombinasyonda ise herhangi bir değişim görülmemiştir (***, p<0,0001; ns 

p>0,05). Sonuç olarak, uygulanan VA+MIX kombinasyonunun MDA-MB-231 

hücrelerini flow sitometri sonuçlarında olduğu gibi protein seviyesinde de apoptoza 

yönelttiği, PI3K/AKT sinyal yolunu da protein seviyesinde de inhibe ettiği belirlenmiştir 

(Şekil 4.23). 
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Şekil 4.22. VA+MIX kombinasyonlarının MDA-MB-231 hücreleri üzerinde apoptotik 

yolak kantitatif protein ekspresyon etkisi. Grafiklerin üzerinde bulunan konsantrasyonlar 

sırasıyla; VA+MIX-1 (5-0,1 µM), VA+MIX-2 (10-0,5 µM)’dır. 
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Şekil 4.23. VA+MIX kombinasyonlarının MDA-MB-231 hücreleri üzerinde PI3K/AKT 

yolağı kantitatif protein ekspresyon etkisi. Grafiklerin üzerinde bulunan konsantrasyonlar 

sırasıyla; VA+MIX-1 (5-0,1 µM), VA+MIX-2 (10-0,5 µM)’dır. 

MDA-MB-453 hücre hattı üzerinde VA+DOX kombinasyonunun uygulanması 

sonucunda apoptotik ve PI3K yolak proteinlerinin nasıl etkilendiği araştırıldı. Apoptotik 

yolak proteinleri incelendiğinde BAX’da artış (**, p<0,001), BCL-2’de azalış (**, 

p<0,001), BAX/BCL-2’de önemli derecede artış (***, p<0,0001), Sitokrom-c ve P53’de 

azalış (**, p<0,001), Kaspaz-3 ve Cleaved kaspaz-3’de kısmi azalış (*, p<0,01) 

gözlemlenmiştir (Şekil 4.22). PI3K sinyal yolağı proteinlerinde ise PI3K ve AKT’de 

önemli derecede azalış (***, p<0,0001), mTOR’da azalış (**, p<0,001), P-AKT’de ise 

kısmi azalış (*, p<0,01) gözlemlenmiştir. Sonuç olarak, uygulanan VA+DOX 

kombinasyonunun MDA-MB-453 hücrelerini flow sitometri sonuçlarında olduğu gibi 

protein seviyesinde de apoptoza yönelttiği, PI3K/AKT sinyal yolunu da protein 

seviyesinde de inhibe ettiği belirlenmiştir (Şekil 4.23). 
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Şekil 4.24. VA+DOX kombinasyonunun MDA-MB-453 hücreleri üzerinde apoptotik 

yolak kantitatif protein ekspresyon etkisi. Grafiklerin üzerinde bulunan konsantrasyon; 

VA+DOX-1 (25-0,1 µM)’dır. 

 

Şekil 4.25. VA+DOX kombinasyonunun MDA-MB-453 hücreleri üzerinde PI3K/AKT 

yolağı kantitatif protein ekspresyon etkisi. Grafiklerin üzerinde bulunan konsantrasyon; 

VA+DOX-1 (25-0,1 µM)’dır. 
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MDA-MB-453 hücre hattı üzerinde VA+MIX kombinasyonlarının uygulanması 

sonucunda apoptotik ve PI3K yolak proteinlerinin nasıl etkilendiği araştırıldı (Şekil 4.24). 

Apoptotik yolak proteinleri incelendiğinde BAX’da artış (**, p<0,001), BCL-2’de ilk 

kombinasyonunda herhangi bir değişim gözlemlenmezken ikinci kombinasyonda kısmi 

artış (ns p>0,05; *, p<0,01), yine BAX/BCL-2 oranında ise kısmi artış (*, p<0,01) 

gözlemlenmiştir. Sitokrom-c’de ilk kombinasyonda herhangi bir değişim yok iken ikinci 

kombinasyonda artış (ns p>0,05; **, p<0,001), Kaspaz-3’de önemli derecede artış (***, 

p<0,0001), Cleaved kaspaz-3’de ilk kombinasyonda önemli derecede artış, sonraki 

kombinasyonda artış (***, p<0,0001; *, p<0,01), p53’de ilk kombinasyonda spesifik bir 

değişim gözlemlenmezken ikinci kombinasyonda önemli derecede azalış (ns p>0,05; ***, 

p<0,0001) gözlemlenmiştir. PI3K sinyal yolağı proteinlerinde ise PI3K’nın ilk 

kombinasyonda azalış, ikinci kombinasyonda önemli derecede azalış (**, p<0,001; ***, 

p<0,0001), mTOR ve AKT’nin her iki kombinasyonunda da önemli derecede azalış (***, 

p<0,0001), VM-1 P-AKT’ın kantitatif protein ekspresyonunu önemli derecede azalttığı, 

VM-2 ise düşük derecede azalttığı (***, p<0,0001; *, p<0,01) gözlenmiştir. Sonuç olarak, 

uygulanan VA+DOX kombinasyonlarının MDA-MB-453 hücrelerini flow sitometri 

sonuçlarında olduğu gibi protein seviyesinde de apoptoza yönelttiği, PI3K/AKT sinyal 

yolunu da protein seviyesinde de inhibe ettiği belirlenmiştir (Şekil 4.25). 
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Şekil 4.26. VA+MIX kombinasyonunun sinerjik etki gösteren konsantrasyonunda MDA-

MB-453 hücreleri üzerinde kantitatif protein ekspresyon etkisi. Grafiklerin üzerinde 

bulunan konsantrasyonlar sırasıyla; VA+MIX-1 (25-0,05 µM), VA+MIX-2 (75-0,5 

µM)’dır. 
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Şekil 4.27. VA+MIX kombinasyonunun MDA-MB-453 hücreleri üzerinde PI3K/AKT 

yolağı kantitatif protein ekspresyon etkisi. Grafiklerin üzerinde bulunan konsantrasyonlar 

sırasıyla; VA+MIX-1 (25-0,05 µM), VA+MIX-2 (75-0,5 µM)’dır. 

 

Şekil 4.28. MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hücre hatları üzerine uygulanan vulpinik 

asit-kemoterapötik ilaç kombinasyonlarının apoptototik yolak üzerindeki kantitatif 

protein ekspresyon etkisi. 
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Şekil 4.29. MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hücre hatları üzerine uygulanan vulpinik 

asit-kemoterapötik ilaç kombinasyonlarının PI3K/AKT sinyal yolağı üzerindeki kantitatif 

protein ekspresyon etkisi. 

Protein seviyesinde gerçekleştirilen çalışmalar sonrasında aynı doz ve kombinasyonların 

meme kanseri hücre hatlarına (MDA-MB-231 ve MDA-MB-453) uygulanması sonucu 

apoptotik ve PI3K/AKT sinyal yolağı genleri üzerine etkisi qRT-PCR yöntemi ile 

araştırıldı.  

4.5. Kantitatif Gen Ekspresyonu (q-PCR) Çalışmaları 

Şekil 4.30’da görüldüğü üzere, MDA-MB-231 hücre hattına uygulanan VA+DOX ve 

VA+MIX kombinasyonlarının gen seviyesindeki değişimleri; apoptotik yolak 

genlerinden BAX’ın hem VA+DOX (5-0,1 µM) hem de VA+MIX (VM-1 ( 5-0,1µM) / 

VM-2 (10-0,5 µM)) kombinasyonlarının hepsinde önemli derecede artış (***, p<0,0001) 

sergilediği, BCL-2’nin VA+DOX (5-0,1 µM) kombinasyonunda anlamlı bir değişim 

gözlenmezken VA+MIX (VM-1 ( 5-0,1µM) / VM-2 (10-0,5 µM)) kombinasyonlarında 

önemli derecede artış (***, p<0,0001) sergilediği, BAX/BCL-2 oranında ise VA+DOX 

(5-0,1 µM) kombinasyonunda önemli derecede artış (***, p<0,0001), VA+MIX ilk 

kombinasyonunda (VM-1) artış uygulanan ikinci kombinasyonunda (VM-2)  önemli 

derecede artış (**, p<0,001; ***, p<0,0001) sergilediği belirlenmiştir. Kaspaz-3’de 

VA+DOX (5-0,1 µM) kombinasyonunda spesifik bir değişme olmamışken VA+MIX 

(VM-1 / VM-2) kombinasyonlarının her ikisinde de önemli derecede artış (***, 

p<0,0001) gözlemlenmiştir. Sitokrom-C’de ise VA+DOX (5-0,1 µM) ve VA+MIX (VM-
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2 (10-0,5 µM)) kombinasyonlarında önemli bir artış (**, p<0,001), VA+MIX ilk 

kombinasyonunda (VM-1 (5-0,1µM)) ise kontrole göre herhangi bir değişim (ns p>0,05) 

gözlenmemiştir. p53’de VA+DOX (5-0,1 µM) kombinasyonunda kısmi azalış (*, 

p<0,01), VA+MIX VM-1 (5-0,1µM) kombinasyonunda önemli derecede artış (***, 

p<0,0001), VA+MIX VM-2 (10-0,5 µM) kombinasyonunda ise anlamlı bir farklılık (ns 

p>0,05) gözlenmemiştir. Sonuç olarak, uygulanan VA+DOX ve VA+MIX 

kombinasyonlarının gen seviyesinde MDA-MB-231 hücrelerini apoptoza yönlendirdiği 

belirlenmiştir. 

Şekil 4.31’de görüldüğü üzere, PI3K sinyal yolağı genlerinde ise PI3K’da VA+DOX (5-

0,1 µM) kombinasyonunda kısmi azalış (*, p<0,01), VA+MIX (VM-1 (5-0,1µM) / VM-

2 (10-0,5 µM)) kombinasyonlarında kısmi artış (*, p<0,01), mTOR’da hem VA+DOX 

(5-0,1 µM) hem de VA+MIX (VM-1 ( 5-0,1µM) / VM-2 (10-0,5 µM)) 

kombinasyonlarında önemli bir artış (***, p<0,0001), AKT’de ise VA+DOX (5-0,1 µM) 

kombinasyonunda önemli bir artış (***, p<0,0001), VA+MIX (VM-1 (5-0,1µM)/ VM-2 

(10-0,5 µM)) kombinasyonlarında ise artış (**, p<0,001) gözlemlenmiştir. Sonuç olarak, 

uygulanan VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonları gen seviyesinde MDA-MB-231 

hücreleri üzerinde PI3K/AKT sinyal yolağında inhibisyon göstermemiştir. 
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Şekil 4.30. VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarının MDA-MB-231 hücre hattında 

apoptotik yolak genlerinin qPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi. 

Grafiklerin üzerinde bulunan konsantrasyonlar sırasıyla; VA+DOX-1 (5-0,1 µM), 

VA+MIX-1 (5-0,1 µM), VA+MIX-2 (10-0,5 µM)’dır. 

 

Şekil 4.31. VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarının MDA-MB-231 hücre hattında 

PI3K/AKT yolak genlerinin qPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi. 

Grafiklerin üzerinde bulunan konsantrasyonlar sırasıyla; VA+DOX-1 (5-0,1 µM), 

VA+MIX-1 (5-0,1 µM), VA+MIX-2 (10-0,5 µM)’dır. 

MDA-MB-453 hücre hattına uygulanan sinerjik etki kombinasyon dozlarının gen 

seviyesindeki değişimleri; apoptotik yolak genlerinden BAX’ın VA+DOX (VD 25-

0,1µM)  ve VA+MIX’in (VM-1 25-0,05 µM) ilk kombinasyonunda artış (**, p<0,001), 
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VA+MIX’in ikinci kombinasyonunda (75-0,5 µM) ise önemli bir artış (***, p<0,0001), 

BCL-2’de VA+DOX (25-0,1µM) kombinasyonunda kısmi artış (*, p<0,01), VA+MIX 

dozlarında sırasıyla ilk kombinasyonunda (VM-1, 25-0,05 µM) kayda değer bir değişim 

yok iken (ns p>0,05), ikinci uygulanan kombinasyonda (VM-2, 75-0,5 µM) önemli 

derecede artış (***, p<0,0001), BAX/BCL-2 oranında VA+DOX (25-0,1µM) 

kombinasyonunda artış (**, p<0,001), VA+MIX’un ilk kombinasyonunda (VM-1, 25-

0,05 µM) kısmi artış (*, p<0,01), sonraki uygulanan kombinasyonda ise artış (**, 

p<0,001), P53’de VA+DOX (25-0,1µM) ve VA+MIX ilk kombinasyonunda (VM-1, 25-

0,05 µM) spesifik bir değişim olmadığı (ns p>0,05), VA+MIX ikinci kombinasyonunda 

(VM-2, 75-0,5 µM) ise önemli derecede artış (***, p<0,0001), Kaspaz-3’de VA+DOX 

(25-0,1µM) ve VA+MIX ilk kombinasyonunda (VM-1, 25-0,05 µM) artış (**, p<0,001), 

VA+MIX ikinci kombinasyonunda (VM-2, 75-0,5 µM) ise önemli bir artış (***, 

p<0,0001) gözlemlenmiştir. Sitokrom-C’de VA+DOX (25-0,1µM) kombinasyonunda ve 

VA+MIX ilk kombinasyonunda (VM-1, 25-0,05 µM) anlamlı bir farklılık (ns, p>0,05) 

görülmemiş, VA+MIX ikinci kombinasyonunda (VM-2 75-0,5 µM) oldukça önemli bir 

artış (***, p<0,0001) gözlemlenmiştir. Sonuç olarak, uygulanan VA+DOX ve VA+MIX 

kombinasyonlarının gen seviyesinde MDA-MB-453 hücrelerini apoptoza yönlendirdiği 

belirlenmiştir (Şekil 4.32). 

PI3K sinyal yolağı genlerinde ise PI3K’da VA+DOX (25-0,1µM) kombinasyonunda ve 

VA+MIX ilk kombinasyonunda (VM-1, 25-0,05 µM) anlamlı bir farklılık (ns, p>0,05) 

görülmemiş, VA+MIX ikinci kombinasyonunda (VM-2 75-0,5 µM) oldukça önemli bir 

artış (***, p<0,0001) gözlemlenmiştir. AKT ve mTOR’da ise hem VA+DOX (25-0,1µM) 

hem de VA+MIX (VM-1 (25-0,05 µM), VM-2 (75-0,5 µM)) kombinasyonlarında önemli 

derecede artış (***, p<0,0001) gözlemlenmiştir. Sonuç olarak, uygulanan VA+DOX ve 

VA+MIX kombinasyonları gen seviyesinde MDA-MB-453 hücreleri üzerinde 

PI3K/AKT sinyal yolağında inhibisyon göstermemiştir (Şekil 4.33). 
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Şekil 4.32. VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarının MDA-MB-453 hücre hattında 

apoptotik yolak genlerinin qPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi. 

Grafiklerin üzerinde bulunan konsantrasyonlar sırasıyla; VA+DOX (25-0,1µM), 

VA+MIX-1 (VM-1, 25-0,05 µM), VA+MIX-2 (VM-2 75-0,5 µM)’dır. 

 

Şekil 4.33. VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarının MDA-MB-231 hücre hattında 

PI3K/AKT yolak genlerinin qPCR ile kantitatif ekspresyon profillerinin belirlenmesi. 

Grafiklerin üzerinde bulunan konsantrasyonlar sırasıyla; VA+DOX (25-0,1µM), 

VA+MIX-1 (VM-1, 25-0,05 µM), VA+MIX-2 (VM-2 75-0,5 µM)’dır. 
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Şekil 4.34. MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hücre hatları üzerine uygulanan vulpinik 

asit-kemoterapötik ilaç kombinasyonlarının apoptotik yolak üzerindeki kantitatif gen 

ekspresyon etkisi. 

 

Şekil 4.35. MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hücre hatları üzerine uygulanan vulpinik 

asit-kemoterapötik ilaç kombinasyonlarının PI3K/AKT sinyal yolağı üzerindeki kantitatif 

gen ekspresyon etkisi. 

4.6. Migrasyon Analizi Çalışmaları 

MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hücre hatları üzerine sinerjik etki gösteren dozların 

uygulanması sonucunda bu dozların hücreler üzerindeki migrasyon etkileri Şekil 4.25 ve 

Şekil 4.36’da verilmiştir. 

MDA-MB-231 hücre hattı üzerinde VA+DOX (5-0,1µM) ve VA+MIX (5-0,1 µM, 10-

0,5 µM ve 25-1 µM) dozları 0, 24 ve 48 saatlik süre zarfında migratif etkileri 

gözlemlenmiştir. Çalışma sonucunda uygulanan dozların MDA-MB-231 hücre hattında 
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kontrole göre hücre göçünü istatistiksel olarak önemli derecede durdurduğu belirlenmiştir 

(***, p<0,001). 

 

Şekil 4.36. VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarının MDA-MB-231 hücre hattı 

üzerindeki 0-24 ve 48 saatlik migrasyon etkisi. 

VA+DOX (25-0,1 µM, 75-1 µM ve 150-10 µM) ve VA+MIX (25-0,05 µM, 75-0,5 µM 

ve 150-5 µM) kombinasyonları MDA-MB-453 hücre hattında 0, 24 ve 48 saatlik 

sürelerde fotoğraflanmış ve çalışma sonucunda uygulanan kombinasyonların MDA-MB-

453 hücre hattında kontrole göre hücre göçünü istatistiksel olarak önemli derecede 

durdurduğu belirlenmiştir (***, p<0,001) (Şekil 4.37). 
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Şekil 4.37. VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarının MDA-MB-453 hücre hattı 

üzerindeki 0-24 ve 48 saatlik migrasyon etkisi. 
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5. SONUÇ ve TARTIŞMA 

Geçmişten günümüze insanlar çeşitli hastalıklara karşı tedaviyi doğal yollarla 

aramışlardır. Günümüzde tıp ve teknoloji oldukça gelişmesine rağmen insanlar bitkisel 

tedavi deneyimlerini sürdürmeye halen devam etmektedir. Sentetik ilaçların yan 

etkilerinin fazla olması ve kanser tedavisi sürecinden sonra hastalarda ortaya çıkan çeşitli 

yan etkilerin bir süre daha devam etmesi nedeniyle pek çok bilim insanı doğal bileşiklere 

yönelmiştir. Sentetik ilaçların aksine doğal bileşiklerin metabolizmaya pozitif yönde etki 

eden özellikleri yıllardır bilinmekte olup ilaç etken maddesi ve gıda takviyeleri olarak 

kullanılmaktadır. Bundan dolayı ilaç uygulama sistemleri halen doğal ve daha etkin, aynı 

zamanda minimum yan etkiye sahip olabilecek ilaç ve tedavi protokolleri aramaktadır 

(Sekar ve Kandavel, 2010). Türkiye, özellikle etnobotanik olarak da adlandırılan tıbbı ve 

aromatik bitkiler açısından büyük çeşitliliğe sahiptir. Günümüzde de tıbbi bitkiler, 

geleneksel tedavi yöntemlerinin en aktif unsurlarıdır. Kullanılan tıbbi ve aromatik 

bitkilere bakıldığında içerdikleri etken maddelere göre çok fazla sayıda kullanım alanı 

bulunmaktadır (Baytop, 1999).   

Son yıllarda içeriklerinin de belirlenmesiyle ciddi rağbet görmeye başlayan liken 

sekonder metabolitleri, özellikle kemoterapötik ajan olarak kullanım alanına sahip 

olabileceği düşünülen ve üzerinde çalışmalara halen devam edilen yeni bir alandır. 

Literatürde birçok biyolojik aktivite gösterdiği belirlenmiş olan bu sekonder 

metabolitlerden biri olan Vulpinik Asit (VA) ile mevcut kullanımda bulunan kemoterapi 

ilaçlarının kombinasyonları sonucunda hücreler üzerinde oluşturdukları sinerjik etkinin 

kombinasyon indeks değerlerinin belirlenmesi, liken sekonder metaboliti olan VA ve 

kemoterapi ilaçlarının (sisplatin, doksorubisin, dokataksel, mitaksantron) 

kombinasyonlarının en etkin olduğu insan meme kanseri hücre hatlarında, en düşük 

konsantrasyon uygulanarak, en yüksek iyileşme sağlayabilmek tez çalışmasının ilk 

aşamasını kapsamaktaydı. Tezin ilk aşamasında, seçilen hücre hatları üzerinde pozitif etki 

gösteren ve farklı etkileriyle de aynı yönde etkiler sağlayan yeni ilaç kombinasyonları 

elde edilmeye çalışılması, sonraki aşamalarda ise ilk aşamadan elde edilen bulgular 

doğrultusunda VA+kemoterapötik ilaç kombinasyonları arasında sinerjik etki gösteren 

dozların meme kanseri hücre hatları üzerindeki migratif etkisi, flow sitometri çalışmaları 

ile apoptoz üzerine etkilerini, apoptotik gen ve protein ekspresyonu, PI3K/AKT yolağı 

gen ve protein üzerine etkilerinin belirlenmesi amaçlandı ve çalışmalar gerçekleştirildi.  
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Öncelikle, VA’in ve belirlenen kemoterapötik ilaçların, doz ve zaman bağımlı olarak 

canlılık üzerine etkisi incelenmiş ve meme kanser hücre hatlarından MCF-7, MDA-MB-

231 ve MDA-MB-453 hücrelerinde etkin dozları ayrı ayrı belirlenmiştir. Daha sonra 

VA+Kemoterapötik ilaçlar farklı dozlarda zaman bağımlı olarak kombine şekilde 

hücreler üzerine uygulanmış ve CI değerleri belirlenmiştir. Belirlenen etkin CI değerleri 

ile muamele edilen kanser hücre hatlarının flow sitometri ile analizleri yapılarak apoptoz 

üzerine etkileri, migrasyon, apoptotik yolak genlerinin ve proteinlerinin ekspresyonu ve 

PI3K/AKT/mTOR yolağının gen ve protein üzerine etkileri araştırılmıştır.  

Literatüre bakıldığında, VA’in çeşitli kanser hücrelerinde antiproliferatif, antimikrobiyal 

ve antianjiyogenik gibi biyolojik aktivite sergilediği belirtilmiştir (Koparal, 2015). VA’in 

sitotoksik etkisi üzerine yapılan bir çalışmada CaCo2, HepG2, Hep2C, RD, Wehi, Vero 

ve L929 hücre hatları kullanılmış, doz ve zaman (24, 48 ve 72 saat) bağımlı olarak VA 

ile hücreler muamele edildiğinde canlılığı özellikle 48 saatte önemli ölçüde (sırasıyla IC50 

değeri 13.7, 23.8, 25.3, 34.4 ve 38.6 μM) inhibe ettiği belirlenmiştir (Cansaran-Duman, 

Guney Eskiler, Colak, ve Sozen Kucukkara, 2021). Başka bir çalışmada da VA’in meme 

kanseri hücre hatları (MDA-MB-231, MCF-7, BT-474 ve SK-BR-3) üzerindeki 

proliferatif aktivitesinin önemli ölçüde (5-18 μM arasındaki konsantrasyonlarının) inhibe 

edildiği gösterilmiştir (Kılıç vd., 2018). Kalın (2022) liken asitlerinin meme kanseri hücre 

hatları üzerine etkilerini araştırdığı çalışmasında VA’in MCF-7 ve MDA-MB-453 (IC50= 

22,92 (μg/ mL) ve IC50=95,65 (μg/ mL)) hücre hatları üzerinde oldukça güçlü bir 

sitotoksik etki sergilediğini belirtmiştir (Kalın vd., 2022). VA’in meme kanseri üzerine 

etkilerinin yanı sıra literatürde başka kanser hücreleri üzerindeki sitotoksik etkileri de 

araştırılmıştır. Yapılan çalışmalarda VA’in cilt kanseri (Yangın vd., 2022), prostat kanseri 

(Duman vd., 2021), rahim ağzı kanseri (Budak, Kalın, ve Yapça, 2023), akciğer kanseri 

(Y. Wu vd., 2022)  hücre hatları üzerinde de oldukça etkili bir antiproliferatif etki 

sergilediği belirlenmiştir.  

Bu bağlamda VA’in meme kanseri hücre hatları üzerindeki etkileri çeşitli biyolojik 

aktivite çalışmaları ile literatüre kazandırılmıştır. Ancak, kemoterapötik ilaçlar ile VA’in 

kombinasyon etkilerine dair henüz bir çalışma mevcut değildir. Bu çalışma kapsamında 

meme kanseri hücre hatları (MCF-7, MDA-MB-453, MDA-MB-231) üzerine ilk 

aşamada 24, 48 ve 72 saatlik inkübasyon sürelerinde Sisplatin, Doksorubisin, Dokataksel, 

Mitaksantron ve Vulpinik Asit ayrı ayrı uygulanmıştır. İlk uygulama aşamasında, meme 
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kanseri hücre hatları içinde üzerinde en çok çalışma yapılmış olan MCF-7 hücre hattına 

her bir kemoterapötik ilaç sisplatin, doksorubisin, dokataksel, mitaksantron ayrı ayrı 

uygulanmıştır. Uygulama sonucunda elde edilen veriler Tablo 4.1’de verilmiştir. Farklı 

konsantrasyonlarda uygulanan kemoterapötik ilaçlar içerisinden Sisplatinin hücre hattı 

üzerinde doz-zaman bağımlı inhibisyon etkisi olmadığı görülmektedir. Dokatakselin ise 

doz-zaman bağımlı sonuçları, doksorubisin ile mitaksantrona göre daha az inhibisyon 

etkisine sahiptir. Vulpinik asitin hücre hattı üzerine etkisine bakıldığında en iyi etkiyi 48 

saatlik inhibisyon zaman diliminde gösterdiği belirlenmiştir. Elde edilen sonuçlar 

doğrultusunda MCF-7 hücre hattı üzerine 48 saatlik uygulama yapılmıştır. 96 kuyucuklu 

plakaya ekilen hücreler üzerine vulpinik asit (VA), doksorubisin (DOX) ve Vulpinik asit 

+ Doksorubisin (VA+DOX) kombinasyonu ile Vulpinik asit (VA), Mitaksantron (MIX) 

ve Vulpinik asit + Mitaksantron (VA+MIX) kombinasyonundan elde edilen sonuçlar 

CompuSyn programı ile analiz edilmiş ve kombinasyon indeks (CI) değerleri Tablo 

4.4’de verilmiştir. Bu sonuçlara göre VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonları MCF-7 

hücre hattı üzerinde belirlenen konsantrasyonlarda sinerjik etki göstermemiş ancak 

antagonistik etki gösterdiği belirlenmiştir. 

MDA-MB-231 hücre hattı üzerine VA, DOX, MIX’ın Tablo 4.2’de belirtilen farklı 

konsantrasyonları 24 ve 48 saatlik sürelerde uygulanmıştır. Elde edilen inhibisyon 

sonuçlar doğrultusunda VA’in en iyi inhibisyon değerleri 48 saatlik uygulamada 

alındığından dolayı MDA-MB-231 hücre hattı üzerine 48 saatlik uygulama yapılmıştır. 

96 kuyucuklu plakaya ekilen hücreler üzerine Vulpinik asit (VA), Doksorubisin (DOX) 

ve Vulpinik asit + Doksorubisin (VA+DOX) kombinasyonu ile Vulpinik asit (VA), 

Mitaksantron (MIX) ve Vulpinik asit + Mitaksantron (VA+MIX) kombinasyonu Tablo 

6’da belirtilen beş farklı dozda uygulanmıştır. Elde edilen sonuçlar CompuSyn programı 

ile analiz edilmiş ve kombinasyon indeks (CI) değerleri Tablo 4.5’de verilmiştir. Bu 

sonuçlara göre VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonları MDA-MB-231 hücre hattı 

üzerinde belirlenen konsantrasyonlar içerisinde; VA+DOX kombinasyonunda 5-0,1 µM 

kombinasyonu, VA+MIX kombinasyonunda ise en yüksek dozlar olan 100-10µM’lık 

kombinasyon dozları hariç diğer dört (5-0,1 µM, 10-0,5 µM, 25-1 µM, 50-5 µM) doz 

sinerjik etki göstermiştir.  

MDA-MB-453 hücre hattı üzerine VA, DOX, MIX’ın Tablo 4.3’de belirtilen farklı 

konsantrasyonları 24 ve 48 saatlik sürelerde uygulanmıştır. Elde edilen inhibisyon 
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sonuçlar doğrultusunda VA’in en iyi inhibisyon değerleri 48 saatlik uygulamada 

alındığından dolayı MDA-MB-231 hücre hattında olduğu gibi MDA-MB-453 hücre 

hattında da 48 saatlik uygulama yapılmıştır. 96 kuyucuklu plakaya ekilen hücreler üzerine 

Vulpinik asit (VA), Doksorubisin (DOX) ve Vulpinik asit + Doksorubisin (VA+DOX) 

kombinasyonu ile Vulpinik asit (VA), Mitaksantron (MIX) ve Vulpinik asit + 

Mitaksantron (VA+MIX) kombinasyonlarından elde edilen sonuçlar CompuSyn 

programı ile analiz edilmiş ve kombinasyon indeks (CI) değerleri Tablo 4.6’da 

verilmiştir. Bu sonuçlara göre VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonları MDA-MB-453 

hücre hattı üzerinde belirlenen konsantrasyonlar içerisinde; hem VA+DOX (25-0,1 µM, 

50-0,5 µM, 75-1 µM, 100-5 µM, 150-10 µM) kombinasyonunda hem de VA+MIX (25-

0,05 µM, 50-0,1 µM, 75-0,5 µM ,100-1 µM, 150-5 µM) kombinasyonunda uygulanan 

tüm dozlar sinerjik etki göstermiştir. 

Tezin ilk aşamasında yapılan çalışmalar sonucunda Vulpinik asit ile Doksorubisin ve 

Mitaksantronun çeşitli kombinasyonlarının sinerjik etkileri zaman bağımlı bir şekilde 

belirlendi. VA+DOX ile VA+MIX kombinasyonları MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 

hücre hatları üzerine ayrı ayrı uygulanarak 48 saatlik inkübasyon süresince inkübe edildi. 

İnkübasyon sonrasında her bir hücre hattı üzerindeki sinerjik etki kombinasyon 

dozlarının; migrasyonu, mitokondriyal membran potansiyeli, çoklu kaspaz aktivasyonu, 

apoptoz, hücre döngüsü üzerine etkisi, hücre içi oksidatif stres ile ilişkisi araştırıldı. 

VA ile yapılan apoptoz çalışmaları literatürde oldukça sınırlıdır. Yapılan çalışmalarda; 

Kalın (2022), Vulpinik asit’in MCF-7 hücreleri üzerinde erken apoptotik, geç apoptotik 

ve nekrotik hücrelerin yüzdesini kontrol grubuna kıyasla istatistiksel olarak 

değiştirmediğini, MDA-MB-453 hücrelerinde ise, vulpinik asit’in erken apoptozu ~%2,5 

(p < 0,05), geç apoptozu ~%5,2 (p < 0,001) artırdığını, ancak kontrolle karşılaştırıldığında 

nekrozu etkilemediğini belirlemiştir (Kalın vd., 2022). Literatürde meme kanserinin yanı 

sıra akciğer kanseri hücre hattında da VA’in apoptotik etkisinin olduğu belirtilmiştir 

(Günaydın, 2021). 

Tez çalışması kapsamında VA ile kemoterapötik ilaçların (Doxorubisin+DOX, 

Mitaksantron+MIX) sinerjik etki gösteren kombinasyon dozları (VA+DOX ve 

VA+MIX) MDA-MB-453 ve MDA-MB-231 hücre hatlarının apoptoz üzerine etkilerini 

belirlemek için Annexin V-FITC (Apoptosis) çalışması yapıldı. Yapılan çalışma 

sonucunda MDA-MB-231 hücre hattı üzerine uygulanan VA+DOX ve VA+MIX 
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kombinasyonlarının kontrole göre kıyaslandığında hücreleri apoptoza MDA-MB-453 

hücre hattına göre daha az yönlendirdiği, ancak kombinasyonların sinerjik etki dozlarının 

MDA-MB-453 hücrelerini apoptozu indüklediği belirlenmiştir. 

Mitokondri intrinsik apoptotik yolakta önemli bir rol oynar ve membran bütünlüğündeki 

herhangi bir bozulma, ölüm sinyal kaskadını başlatan apoptotik efektörlerin salınmasına 

neden olabilir. Bu nedenle kanser hücreleri üzerinde mitokondriyal membranın 

bozulması, hücrelerin apoptoza yönelimleri için önemli bir basamaktır. BAX/BCL 2 

oranındaki herhangi bir değişiklik sonucu mitokondri membranı bozulmaya başlar ve bu 

bozulma sonucunda mitokondriden sitozole sitokrom C salınır. Sitokrom C’ler kaspazları 

aktive eder ve hücre apoptoza yönelir.  

Kalın (2022) yapmış olduğu VA ile yapmış olduğu çalışma sonucunda MCF-7 ve MDA-

MB-453 meme kanseri hücre hatları üzerinde apoptotik yolak markırlarının her iki hücre 

hattında da farklı sonuçlar sergilediğini belirlemiştir. VA’in MCF-7 hücre hattında 

apoptotik yolağı etkilemediği, ancak MDA-MB-453 hücre hattında ise inhibisyona sebep 

olduğunu belirtmiştir. Flow sitometri çalışmaları neticesinde; Vulpinik asidin meme 

kanseri MCF-7 ve MDA-MB-453 hücreleri üzerindeki olası sitostatik etkisini belirlemek 

için, hücre döngüsünün farklı aşamalarındaki (G0/G1, S ve G2/M gibi) hücre 

popülasyonlarının dağılımının; VA’in MCF-7 hücrelerinde hem G0/G1 (p <0.01) hem de 

G2/M (p <0.001) fazlarındaki hücre popülasyonlarının oranını artırırken, S fazındaki 

hücre popülasyonunu (p <0.001) kontrol hücrelerine kıyasla azalttığını göstermiştir. 

MDA-MB-453 hücrelerinde ise VA, S fazındaki hücre popülasyonunu azaltırken (p < 

0.001), G2/M (p < 0.001) fazındaki popülasyonu artırmış ve G0/G1 (p>0.05) fazında 

önemli bir değişikliğin bulunmadığını belirtmiştir (Kalın vd., 2022). 

Likenlerin pek çok biyolojik aktivite sergilediği literatürde yapılmış çalışmalarla 

belirtilmiştir. Likenlerin ayrıca hücre döngüsünde G0/G1, S veya G2/M fazlarına etki 

ederek hücre döngüsünü durdurabildiği de bilinmektedir (Hirota vd., 2002; Shrestha ve 

St. Clair, 2013). Aynı zamanda liken asitlerinin hücresel birçok yolakta da çeşitli 

etkinliklere sahip olduğu bilinmektedir (Mohammadi vd., 2022). 

Kılıç ve ark. (2018) yaptıkları çalışmada vulpinik asitin sitotoksik etkilerini ve çeşitli 

kanser hücre hatlarını (CaCo2, HepG2, Hep2C, RD Wehi) ve normal hücreleri (Vero ve 

L929) inhibe eden farklı konsantrasyonlarını hücreler üzerine uygulamışlardır. VA’nın 
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apoptotik moleküler paternlerinin belirlenebilmesi için western blot ve RT-PCR 

çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Çalışmada hem gen hem de protein seviyelerindeki 

transkriptom değişiklikleri benzer sonuçlar göstermiştir. Bax, Bcl-2 ve p53 genlerinin 

mRNA seviyelerinin belirlenmesi, kanser ve normal hücre hatlarında qRT-PCR ile 

gösterilmiştir. Çalışmanın sonuçları, vulpinik asidin IC50 değerinin, incelenen tüm kanser 

hücrelerinde Bax, Bcl-2 ve p53 genlerinin mRNA seviyelerini tedavi edilmeyen hücrelere 

kıyasla değiştirdiğini göstermiştir. İncelenen genlerin mRNA seviyeleri 

karşılaştırıldığında, Bax geninin tüm hücre hatlarında Bcl-2 ve p53 genlerine kıyasla daha 

fazla ekspresyon artışı gösterdiği gözlemlenmiştir. Bu sonuçlarla, VA’in mRNA 

seviyeleri üzerindeki apoptotik etkisi ilk kez değerlendirilmiştir. (Kılıç vd., 2018). 

Cansaran-Duman ve ark (2021) yaptıkları çalışmada MCF-7 ve MCF-12A hücreleri 

üzerine VA’in antikanser etkilerini mRNA’lar aracılığıyla belirlemişlerdir. Çalışmada 

miRNA dizisi ve biyoinformatik analizlerin sonuçları, MCF-7 meme kanseri hücrelerinde 

12 miRNA'nın vulpinik aside spesifik olarak duyarlı olduğunu göstermiştir ve VA’in 12 

miRNA'nın ekspresyonunu inhibe ettiğini ve meme kanseri hücre proliferasyonunu 

baskıladığını ortaya koymuştur. Çalışma ayrıca VA’in FOXO-3 genini baskılayarak 12 

miRNA'nın ekspresyonunu aşağı regüle edebileceğini ortaya koymuştur. miRNA 

hedeflerinin esas olarak apoptoz, hücre döngüsü ve MAPK yolaklarında rol oynadığı 

bulunmuştur. Ayrıca, Bcl-2, Bax, procaspase-3 ve procas-pase-9 protein seviyeleri, 

protein seviyesinde apoptozun doğrulanması için western blot analizi ile 

değerlendirilmiştir (Cansaran-Duman vd., 2021).  

VA’in farklı biyolojik aktivite sergileyen çalışmalar yakın zamanda literatüre 

kazandırılmıştır. Özellikle meme kanseri üzerinde önemli ölçüde etkinliğe sahip olduğu 

düşünülmektedir. Kemoterapötik ilaçların yan etkisini azaltabilmek için bazı doğal 

ürünlerle kombinasyonlarının uygulamaları yapılmaktadır (Calaf vd., 2018; Tekin, 2021; 

Vargas vd., 2020). Ancak literatürde bu amaçla VA ile kemoterapötik ilaçların 

kombinasyonlarının meme kanseri hücre hatları (MCF-7, MDA-MB-231 ve MDA-MB-

453) üzerindeki etkileri henüz bilinmemektedir. Bu kapsamda yapılan bu tez çalışması 

ile VA+DOX ve VA+MIX kombinasyon dozlarının meme kanseri hücre hatları 

üzerindeki mitokondri membran potansiyeli, multi kaspaz aktivitesi, ROS, hücre döngüsü 

üzerine etkileri şu şekildedir; 
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Yapılan tez çalışması sonucunda VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonu uygulanan hücre 

hatlarında (MDA-MB-231 ve MDA-MB-453) kontrole göre ilaçlı gruplar 

karşılaştırıldığında ilaçlı grupların depolarize canlı ve depolarize ölü hücre 

popülasyonlarında artış, canlı hücre popülasyonlarında azalış görülmektedir. Bu sonuçlar 

ele alındığında her iki hücre hattı üzerine uygulanan sinerjik etki kombinasyon dozlarında 

her iki hücre hattında da mitokondri membranında bozulmalar meydana gelmiştir.  

Mitokondriyal membran potansiyelindeki herhangi bir bozulma, sitokrom c'nin sitozole 

salınmasına yol açar, bu da mitokondride kaspaz kaskadının aktivasyonuna neden olur. 

Aktive kaspazlar ise hücreyi apoptoza yönlendirir. Her iki hücre hattı üzerinde uygulanan 

sinerjik kombinasyon dozlarının kaspaz+ ve kaspaz+/Ölü hücre popülasyonlarını 

kontrole göre artırdığı, canlı hücre popülasyonlarının ise kontrole göre azaldığı 

belirlenmiştir.   

Reaktif oksijen türleri, çeşitli reaksiyonlar sonucu ortaya çıkan serbest radikallerin 

tümüne verilen isimdir. ROS’lar bulundukları dokuya ciddi zararlar verirler bu nedenle 

kanser hücrelerinde ROS miktarındaki artış önem arz etmektedir. VA+DOX ve VA+MIX 

kombinasyonlarının MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hücre hatlarına belirlenen sinerjik 

etki dozlarında uygulanması sonucunda MDA-MB-453 hücre hattında VA+DOX-2 

olarak kodlanan dozunda önemli bir ROS artışının meydana geldiği, ancak VA+MIX 

dozlarının hücre üzerinde fazla oksidatif stres oluşturmadığı, MDA-MB-231 hücrelerinde 

ise VA+DOX ve VA+MIX-3 dozlarının oksidatif stres oluştururken diğer dozların 

oluşturmadığı belirlenmiştir. 

Hücreler, işlevlerini yerine getirebilmek ve çoğalmak için sürekli ve düzenli bir döngü 

içerisinde yer alırlar. Bir hücrenin bir döngüsünün tamamlanması 4 temel basamaktan 

oluşur: G0, G1, S, G2 ve M evreleri. Bu evreleri tamamlayan hücre artık yeni bir 

kopyasını oluşturmuş olur. Sağlıklı hücrelerin döngüsü bu şekilde ilerleme kaydederken 

kanserli hücrelerde döngünün durdurulması gereklidir. VA+DOX ve VA+MIX 

kombinasyonlarının hücrelere uygulanması sonucunda elde edilen grafiklerde özellikle 

hücre popülasyonlarının G0/G1 evresinde yüksek tutulma olduğu belirlenmiştir. 

PI3K/AKT/mTOR yolu, hücre döngüsünün düzenlenmesinde önemli olan hücre içi bir 

sinyal yoludur. Bu nedenle hücresel durgunluk, çoğalma, kanser ve uzun ömürle 

doğrudan ilişkilidir. PI3K aktivasyonu AKT'yi fosforile edip aktive ederek plazma 
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membranında lokalize eder (King, Yeomanson, ve Bryant, 2015). Normal hücrelerin 

yaşamsal faaliyetlerinin devamını sağlayan bu yolağın aktivasyonu önemli iken kanser 

hücrelerinde hücrelerin apoptozdan kaçmak için kullandığı yolaklardan biridir. Birçok 

kanserde bu yolak aşırı derecede aktiftir, dolayısıyla apoptozu azaltır ve kanserli 

hücrelerde çoğalmaya izin verir (Peltier, O'Neill, ve Schaffer, 2007).  

Pek çok meme kanseri türünde PI3K/AKT/mTOR yolağında gerçekleşen anormallikler 

en sık görülen genomik anormalliklerdir. Bilinen en yaygın anormallikler arasında 

PIK3CA gen mutasyonu ve fonksiyon kaybı mutasyonları veya PTEN'in epigenetik 

susturulması yer almaktadır (Raphael vd., 2018). Rapamisinin fosfoinositid 3-kinaz 

(PI3K)/protein kinaz B (Aktaş) /memeli hedefi (mTOR) yolu, meme kanseri vakalarının 

yaklaşık %30-40'ında aktive olur. Üçlü negatif meme kanserinde, PI3K/AKT/mTOR 

yolunun onkogenik aktivasyonu, EGFR gibi yukarı akış düzenleyicilerinin aşırı 

ekspresyonunun, PIK3CA mutasyonlarının aktive edilmesinin, fonksiyon kaybının veya 

fosfataz ve tensin homologunun (PTEN) ekspresyonunun bir fonksiyonu olarak meydana 

gelebilir (Costa vd., 2018).  

PI3K/AKT sinyal yolağı etkilerine bakıldığında MDA-MB-231 hücre hattı üzerinde 

uygulanan kombinasyon dozlarının (VA+DOX ve VA+MIX) etkileri şekil x de 

görülmektedir. Kontrol grubuna göre hücre popülasyonlarına bakıldığında aktivasyon 

oranlarının uygulanan dozlarda %81’den %43’lere kadar düşürdüğünü, inaktive hücre 

popülasyonlarında ise hücrelerin %0,10’dan %39,30’a kadar artış gösterdiği 

belirlenmiştir. MDA-MB-231 hücre hattı üzerinde uygulanan dozların PI3K/AKT sinyal 

yolağını inhibe ettiği belirlenmiştir. 

MDA-MB-453 hücre hattı üzerinde uygulanan kombinasyon dozlarının (VA+DOX ve 

VA+MIX) etkileri şekil x de görülmektedir. Kontrol grubuna göre hücre 

popülasyonlarına bakıldığında aktivasyon oranlarının uygulanan dozlarda %86’dan 

%14,8’e kadar düşürdüğü, inaktive hücre popülasyonlarında ise hücrelerin %16,9’dan 

%85,2’ye kadar artış gösterdiği belirlenmiştir. MDA-MB-453 hücre hattı üzerinde 

uygulanan dozların PI3K/AKT sinyal yolağını inhibe ettiği belirlenmiştir. 

Tezin son aşamasında yapılan çalışmalarla; VA+DOX ve VA+MIX sinerjik etki 

kombinasyon dozlarının PI3K sinyal yolağı ile yapılan flow sitometri çalışmaları 

sonucunda uygulanan dozların bu yolak üzerinde inhibisyon sergilediği belirlenmiştir.  
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Yapılan western blot çalışmasından elde edilen sonuçlar, her iki hücre hattı üzerine 

uygulanan sinerjik etki dozlarının hem apoptotik yolak proteinleri hem de PI3K yolak 

proteinlerinde apoptoz ve PI3K yolak inhibisyon sonuçları ile benzer sonuçlar sergilediği 

belirlenmiştir. CI değerleri ile muamele edilen MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hücre 

hatlarının flow sitometrik analiz sonuçlarından elde edilen verileri doğrulamak amacıyla 

gen ve protein ekspresyon profilleri de incelenmiştir. Yapılan çalışmalarda VA+DOX 

kombinasyonunun apoptotik yolak markırı BAX/BCL2 oranının ve p53 miktarının 

MDA-MB-231 hücre hattında arttığı, buna karşın Sitokrom-c, Kaspaz-3 ve Cleaved 

kaspaz-3 miktarlarında azalış olduğu belirlenmiştir. VA+MIX kombinasyonunda ise aynı 

hücre hattında hem BAX/BCL2 oranını hem de p53, Kaspaz-3, Cleaved kaspaz3 ve 

Sitokrom-c miktarlarında da artış sergilediği bulunmuştur. PI3K/AKT/mTOR sinyal 

yolağı proteinlerinin ise MDA-MB-231 hücre hattı üzerinde hem VA+DOX hem de 

VA+MIX kombinasyonlarının uygulanması sonucunda AKT, PI3K, mTOR, P-AKT 

miktarlarında düşüş meydana geldiği gözlemlenmiştir. Her iki kemoterapötik ilaç 

kombinasyonunun kullanılan en iyi CI değerlerinin MDA-MB-231 hücre hattı üzerinde 

PI3K/AKT/mTOR sinyal yolağını protein seviyesinde baskıladığı bulunmuştur. 

MDA-MB-453 hücre hattında ise uygulanan VA+DOX kombinasyon dozlarının 

BAX/BCL2 oranını artırdığı, buna karşın p53, Kaspaz-3, Cleaved kaspaz3 ve Sitokrom-

c miktarlarında azalış meydana geldiği belirlenmiştir. Aynı hücre hattında VA+MIX 

kombinasyonunda ise p53 miktarında azalış, Kaspaz-3, Cleaved kaspaz3 ve Sitokrom-c 

miktarlarında artış gözlemlenmiştir. PI3K/AKT/mTOR sinyal yolağı proteinlerinin ise 

MDA-MB-231 hücre hattı üzerinde hem VA+DOX hem de VA+MIX 

kombinasyonlarının uygulanması sonucunda AKT, PI3K, mTOR, P-AKT miktarlarında 

düşüş meydana geldiği gözlemlenmiştir. Her iki kemoterapötik ilaç kombinasyonunun 

kullanılan en iyi CI değerlerinin MDA-MB-453 hücre hattı üzerinde PI3K/AKT/mTOR 

sinyal yolağını protein seviyesinde baskıladığı bulunmuştur. 

Yapılan PCR çalışmaları sonucunda; VA+DOX ve VA+MIX sinerjik etki kombinasyon 

dozlarının MDA-MB-453 ve MDA-MB-231 hücre hatları üzerindeki etkileri zaman 

bağımlı olarak etkileri incelenmiştir.  

MDA-MB-231 hücre hattında hem VA+DOX hem de VA+MIX kombinasyonlarında, 

BAX/BCL2 oranında artış, sitokrom-c, kaspaz-3 ve p53 seviyelerinde artış 

gözlemlenmiştir. Elde edilen bu qPCR sonuçları protein seviyesinde olduğu gibi gen 
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seviyesinde de benzer sonuçlar sergilemiş, uygulanan dozların gen seviyesinde de 

hücreleri apoptoza yönlendirdiği belirlenmiştir. Ancak uygulanan dozların PI3K sinyal 

yolağı genlerinde protein seviyesinde PI3K, AKT ve mTOR’da baskıladıkları görülürken, 

gen seviyesinde indüklediği belirlenmiştir. 

MDA-MB-453 hücre hattında da hem VA+DOX hem de VA+MIX kombinasyonlarında, 

BAX/BCL2 oranında artış, sitokrom-c, kaspaz-3 ve p53 seviyelerinde artış 

gözlemlenmiştir. Elde edilen bu qPCR sonuçları protein seviyesinde olduğu gibi gen 

seviyesinde de benzer sonuçlar sergilemiş, uygulanan dozların gen seviyesinde de 

hücreleri apoptoza yönlendirdiği belirlenmiştir. Ancak uygulanan dozların PI3K sinyal 

yolağı genlerinde protein seviyesinde PI3K, AKT ve mTOR’da baskıladıkları görülürken, 

gen seviyesinde indüklediği belirlenmiştir. 

VA’in insan epidermal keratinosit hücre hattı (HaCaT) üzerinde yara izi iyileşme 

deneyleri gerçekleştirilmiş ve HaCaT hücreleri üzerinde orta seviyeli bir yara kapanma 

etkisinin olduğu gösterilmiştir (Burlando vd., 2009). Kalın (2022) yaptığı çalışmasında 

ise meme kanseri hücre hatları (MCF-7 ve MDA-MB-453) üzerinde VA’in kontrol 

grubuna kıyasla önemli derecede hücre göçünü baskıladığını gözlemlemiştir (Kalın vd., 

2022).  

Literatürde VA ile ilgili çalışmalarda yara iyileştirme çalışmaları oldukça sınırlı olup, VA 

ile kemoterapötik ilaçların kombinasyonel şekilde sinerjik etki sergilediği dozlarla meme 

kanseri hücre hatları üzerindeki migratif etkisine dair literatürde herhangi bir çalışma 

henüz bulunmamaktadır. Bu çalışmada ise, Vulpinik Asit (VA) ile kemoterapötik 

ilaçların (Doxorubisin -DOX, Mitaksantron – MIX) sinerjik etki gösteren kombinasyon 

dozları (VA+DOX ve VA+MIX) MDA-MB-453 ve MDA-MB-231 hücre hatlarının 

migrasyonu üzerine etkisini belirlemek için migrasyon testi (wound healing / yara 

iyileştirme) yapıldı. Hücreler arasında oluşturulan boşluğun (yaranın) alanlarının 

karşılaştırılması Şekil 1 ve Şekil 2’de verilmiştir. Şekil 1’de MDA-MB-231 hücre hattı 

üzerine uygulanan sinerjik etki dozlarının 24 ve 48 saatlik inkübasyon sonrasında kontrol 

grubuna kıyasla hücrelerin oluşturulan yara alanının yüzdesini artırarak migrasyonu 

önemli bir şekilde baskıladığı (p<0,05), benzer şekilde Şekil 2’de de MDA-MB-453 

hücre hattına yapılan uygulama sonucunda aynı zaman aralığında kontrol grubuna kıyasla 

hücrelerin oluşturulan yara alanının yüzdesini artırarak migrasyonu baskıladığı (p<0,05) 
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belirlenmiştir. Her iki hücre hattı üzerinde 24 ve 48 saatlik sinerjik etki dozlarının 

hücrelerin migrasyonunu önemli ölçüde inhibe ettiği belirlendi. 

VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarının meme kanseri hücre hatları MDA-MB-231 

ve MDA-MB-453 üzerindeki sinerjik antikanser etkilerinin moleküler seviyede 

araştırılması ilk kez gerçekleştirilmiş olup literatürde henüz bu kapsamda bir çalışma 

mevcut değildir. VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonunun MCF-7 hücre hattında 

sergilediği antagonistik etki sonucu da oldukça önemlidir. Öncelikle VA’in, doz ve 

zaman bağımlı olarak canlılık üzerine etkisi incelenmiştir ve meme kanser hücre 

hatlarından MCF-7, MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hücrelerinde etkin dozları 

belirlenmiştir. Aynı şekilde kemoterapötik ilaçlar (DOX, MIX, DOC, CİS) da meme 

kanseri hücre hatları üzerinde farklı dozlarda uygulanmış ve etkin dozları belirlenmiştir. 

VA’nın kemoterapötik ilaçlar ile potansiyel sinerjik antikanser etkileri kombinasyon 

İndeks (CI) değerleri hesaplanarak belirlenmiştir. CI dozları ile muamele edilen 

hücrelerdeki ROS miktarı, apoptotik yolak, PI3K/AKT sinyal yolağı ve hücre 

döngüsündeki değişimler hem flow stometrik ve hem de moleküler seviyede 

ararştırılmıştır. 
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6. ÖNERİLER 

• VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonları MCF-7 hücreleri üzerinde antagonistik 

etki gösterdi. VA+DOX, MDA-MB-231 hücre hattı üzerinde bir kombinasyon 

dozunda hafif sinerjik etki, VA+MIX ise aynı hücre hattı üzerinde uygulanan ilk 

dört kombinasyonda sinerjik etki gösterdi. VA+DOX ve VA+MIX 

kombinasyonları MDA-MB-453 hücreleri üzerine uygulanan tüm 

kombinasyonlarda güçlü sinerjik etki gösterdi. 

• Bileşiklerin uygulanan kombinasyonları MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hücre 

hatlarında ROS miktarını artırmıştır. ROS miktarlarının artışına sebep olan 

kombinasyonların antioksidan savunma sistemleri üzerindeki etkileri (Glutatyon 

sistem, Tiyoredoksin sistem) incelenebilir. 

• VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarının MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 

hücre hatlarında migratif etkilerinin olduğu belirlenmiştir. Anti-migrasyon 

etkileri invazyon ve migrasyon etkileriyle ilgili yolaklarda rol alan markır protein 

ve gen çalışmaları ile belirlenebilir. 

• VA+DOX ve VA+MIX kombinasyonlarının MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 

hücre hatları üzerinde bağışıklık sisteminde meydana getirebilecek etkilerinin 

belirlenebilmesi için bağışıklık sistemi ile ilişkili yolaklar çalışılabilir. 

• MDA-MB-231 ve MDA-MB-453 hücre hatları üzerine uygulanan VA+DOX ve 

VA+MIX kombinasyonlarından elde edilen sonuçlar in-vivo çalışmalara kapı 

aralamıştır. Bu bağlamda belirlenen kombinasyonlar in-vivo hayvan deneyleri 

yapılarak organizma üzerindeki etkileri incelenebilir. 
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