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I 

 

ÖZET 

Meme kanseri, kadınlar arasında dünya çapında kanser ölümlerinin başlıca 

nedenidir ve kadınlardaki tüm kanserlerin yaklaşık %30’unu oluşturmaktadır.  Kanser 

tedavisinde kullanılan bazı ilaçların etki mekanizmalarının, apoptoz aracılı tümör hücre 

ölümünü tetiklediği bilinmektedir.  Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE), anti-bakteriyel, 

anti-viral, anti-oksidan, anti-inflamatuar ve anti-kanser gibi önemli biyolojik aktivitelere 

sahip olup, aynı zamanda apoptozun bir uyarıcısı olarak bilinmektedir.  Daha önce 

yapılan çalışmalarda CAPE aracılı apoptozun, kaspaz-3’ün aktivasyonu ile BCL-2’nin 

gen anlatımının azalmasına ve insan lösemi HL-60 hücre hatlarında anti-apoptotik bir 

protein olan Bax’ın genel anlatımının artmasına yol açtığı görülmüştür.  DNA metil 

transferaz inhibitörleri (DNMTi) tümör hücre ölümlerini önlemede klinik çalışmalarda 

yaygın olarak kullanılmaktadır.  

Zebularin (ZEB), nükleozit analoglarının deaminasyonunu önlemek için sitidin 

deaminaz inhibitörü olarak geliştirilen 2-(1H)- primidin halkası içeren bir sitidin 

analoğudur.  Düşük toksisitesinden dolayı zebularinin etkin dozlarda tek başına ya da 

diğer DNMT inhibitörleri ile kombine olarak uzun süreli uygulanmasına imkan 

vermekte ve bu durum kanser hücrelerinde epigenetik olarak susturulmuş genlerin 

yüksek oranda yeniden aktive olmasını sağlayabilmektedir. 

Bu çalışma da, meme kanseri hücre hattı olan MDA-MB-231 hücrelerine CAPE 

ve ZEB’in kombin olarak kullanılmasının öncelikle hücre canlılığı üzerine etkisi daha 

sonra apoptotik yolak üzerindeki indükleyici etkisini belirlemek hedeflenmiştir.  

Kaspaz-7, kaspaz-9 ve kaspaz-3 gibi apoptotik yolakla ilişkili olan proteinlerdeki 

epigenetik değişikliklerin belirlenip, incelenmesi bunun sonucu olarak apoptotik ve 

epigenetik mekanizmalar arasındaki ilişkinin belirlenmesi amaçlanmıştır. 

Anahtar Kelimeler; Meme Kanseri; Apoptoz; Epigenetik; Kafeik Asit Fenetil Ester 

(CAPE); DNA metil transferaz inhibitörleri (DNMTi) 
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ABSTRACT 

Breast cancer is the most common cause of cancer deaths among women in the 

world and makes up approximately 30% all other cancer types among women.  It is well 

known that some of the drugs’ mechanisms of action, which are used in cancer therapy, 

triggers apoptotic cell death. Caffeic acid phenethyl ester (CAPE) which is important in 

biological activities, such as anti-bacterial, anti-viral, antioxidant, anti-inflamatory and 

anti-cancer, is known as a stimulant of apoptosis.  In the previous studies, it is seen that 

with the activation of caspase-3 CAPE mediated apoptosis causes decrease in gene 

expression of BCL-2 and causes increase in general expression of Bax which is an 

antiapoptetic protein in human leukemia HL-60 cell lines. DNA methyl transferase 

inhibitors (DNMTi) are commonly used for inhibiting tumor cell death in clinical 

studies.  Zebularine (ZEB) is a cytidine analog which includes 2-(1H)-pyrimidonone 

ring and is developed as a cytidine deaminase inhibitor to inhibit deamination of 

nucleoside analogs.  Because of it low toxicity, it enables zebularine to be used alone or 

it is combined with other DNMT inhibitors in the long term and this situation may 

enable epigenetically silenced genes to be reactive in a high level again in cancer cells. 

In the study, it was aimed primarily to determine the effect of using CAPE and 

ZEB together on cell viability on MDA-MB-231 breast cancer cell line and later to 

determine the inductive effect on the apoptotic pathway. With the determination and 

examiation of the epigenetic changes in the proteins like caspase-7, caspase-9 and 

caspase-3 which are related with apoptotic pathway, it was aimed to determine the 

relation between apoptotic and epigenetic mechanisms. 

Keywords; Breast cancer; Apoptosis; Epigenetic changes; Caffeic acid phenethyl ester 

(CAPE); DNA methyltransferase inhibitors (DNMTi) 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

1.1. Kanser 

Kanser basitçe kontrolsüz hücre büyümesi ve anormal hücre yayılması şeklinde 

karakterize edilir.  Kanser oluşumu ya da malign hücre kazanılması; kendi kendine 

çoğalma, anti-proliferatif sinyallere karşı duyarsızlık, apoptozdan kaçma, sınırsız 

replikasyon potansiyeli, malignite, doku invazyonu ve metastaz için vaskülarizasyon 

korunması gibi altı aşamada gerçekleşir (Wilting ve Dannenberg, 2012).  Kanser çok 

aşamalı bir hastalık olup sadece bir tane aşamayı tanımak kanser tedavisinde yeterli 

olmayacaktır (Aapro, vd., 2008). 

1.2. Meme Kanseri 

Meme kanseri, kadınlar arasında dünya çapında kanser ölümlerinin başlıca 

nedenidir ve kadınlarda görülen tüm kanserlerin yaklaşık %30’unu oluşturmaktadır.  

ABD’de her yıl 184 bin, Avrupa’da ise 180 bin yeni olgu saptanmakta olup dünya 

üzerinde bölgesel olarak farklı görülme sıklığına sahiptir.  Türkiye’deki görülme sıklığı 

ise TÜİK’in verilerine göre 2004 yılında %34,7 iken bu oran 2011 yılında %45,1’e 

yükselmiştir. Ayrıca ülkemizde tüm kanserlerin %24,1’ini meme kanserinin 

oluşturduğu belirtilmektedir. Bu hastalık cerrahi yöntemler, kemoterapi ilaçları, hormon 

uygulamaları ve/veya radyoterapi ile tedavi edilmeye çalışılmaktadır (Hsieh, vd., 2014). 

Kanser tedavisinde kullanılan bazı ilaç etki mekanizmalarının, apoptoz gibi 

tümör hücre ölümüne öncülük ettiği bilinmektedir.  Apoptotik bir cevabın kusurlu bir 

şekilde düzenlemesinde genetik veya epigenetik bozuklukların sonuçları potansiyel 

olarak ilaca toleranslı tümör hücreleriyle sonuçlanabilmektedir. Genetik kadar 

epigenetik mekanizmalar DNA veya histon düzeyinde modifikasyonlarla sonradan 

kazanılan ilaç direncinde, ilacın dışarı akışı, pro-apoptotik genlerin inaktivasyonu, 

apoptotik genlerin sessizleştirilmesi, bozuk DNA tamiri, ilaç hedeflerinde paralel veya 

downstream sinyal transdüksiyon yolakları ve ikincil mutasyonları ile ilişkilidir 

(Wilting ve Dannenberg, 2012).  Sitotoksik kemoterapi genellikle hormonlarla birlikte, 

geniş viseral veya hızlı ilerleyen hastalığı olan kadınlar için tercih edilen tedavi 

yöntemidir (Aapro, vd., 2008).  
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Bu çalışma da DNA metil transferaz inhibitörü olan Zebularin (ZEB) ile yeni 

nesil bir ilaç olan propolis özütü Kafeik Asit Fenetil Ester (CAPE)’in MDA-MB-231 

meme kanseri hücre hattında öncelikle ilaçların ayrı ayrı kullanımı sonucu hangi dozlar 

da uygulama yapılmasının daha uygun olduğunu belirlemek için hücrelerin % 50 değer 

de canlı kalma seviyeleri (IC50) baz alınarak bu ilaçların kombinesi oluşturulacaktır.  

CAPE, ZEB ve kombine (CAPE+ZEB) ilaç uygulaması MDA-MB-231 meme kanseri 

hücre hattına uygulanacaktır. CAPE, ZEB ve CAPE+ZEB kombine uygulamasının 

hücre canlılığı, hücre proliferasyonu, aynı zamanda apoptotik yolak üzerindeki 

etkilerinin protein düzeyinde belirlenmesi amaçlanmıştır. Bunun sonucunda apoptotik 

yolakla ilişkili olduğu proteinler olduğu bilinen kaspazların gen ifadesindeki 

değişimlerin araştırılması ve elde edilen verilere göre apoptoz ve epigenetik arasındaki 

ilişkinin ortaya konması hedeflenmiştir. 

CAPE ve ZEB ilaçlarının farklı meme kanseri hücre hatlarında ayrı ayrı 

uygulanmalarının literatürde mevcut olmasına rağmen bu iki ilacın kombine 

kullanımına rastlanmamaktadır.  Bu nedenle bu çalışmanın özgün değeri korunmaktadır.   
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Meme Kanseri Biyolojisi 

Normal meme dokusunun kanser hücresine dönüşmesi çok aşamalı, karmaşık bir 

süreçtir (Merey, 2002; Ünver, 1998).  Başlangıçta normal hücrelerde gerçekleşen ve 

nükleer ya da sitoplazmik onkogenleri aktifleştiren, transkripsiyonu düzenleyen 

mekanizmaları, sinyal moleküllerini etkileyen, büyüme faktörü ve reseptör etkileşimini 

bozan veya tümör supresör genlerin aktivitesini baskılayan çeşitli değişiklikler bu 

hücrelere belirli çoğalma avantajı sağlar.  Buna paralel olarak ortaya çıkan yeni 

değişiklikler çok aşamalı meme karsinojenezinde komşu dokulara invaze olabilen, 

immün denetimden kaçan ve metastaz yapabilen klonlar oluşturur.  Bu klonlar normal 

hücre çoğalmasını düzenleyen doğal sinyallere yanıt verme yeteneğini de kaybederek 

denetimsiz çoğalmaya başlar (Ünver, 1998).  Kanser hücrelerinin kaynaklandığı yere 

lokalize olmasına karsinoma in situ (CIS), çevre doku ve organlara yerleşmesine invaziv 

karsinom, ana dokuyu terk ederek kan veya lenf yoluyla uzak organ ve dokuya 

yerleşmesine metastaz denir (Gökpınar, 2003).   

2.2. Meme Kanserinin Epidemiyoloji Ve Etiyolojisi 

Meme kanseri etiyolojisinde genetik, çevresel, hormonal, sosyal, biyolojik ve 

psikolojik pek çok faktör rol alır (Kaplan, 1997).  Ailede genetik yatkınlık bulunan 

kadınlarda erken yaşlarda meme kanseri ortaya çıkma olasılığı artmasına rağmen 

genellikle yaşla birlikte risk faktörleri arttığı için olguların çoğu 50 yaşından sonra 

ortaya çıkmaktadır.  Yapılan kontrollu araştırmalarda kadınların % 5-10’unda annesinde 

veya kız kardeşinde meme kanserine rastlanmıştır. Adet kanamasının 12 yaşından önce 

gerçekleşmesi bununla birlikte menopoz sürecine 55 yaşından sonra girilmesi meme 

kanseri riskini arttırmaktadır.  Doğum kontrol ilaçları kullanımı da bu riskin artışında 

etkilidir. 

Yağlı besinler kullanımı, alkol kullanımı, fiziksel aktivitelerde azalma bununla 

birlikte ortaya çıkan kilo alımı ve şişmanlık yaşam şartlarının olumsuz etkilenmesi riski 

arttırma da etkilidir (Göcen, 2008). 
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2.3. Meme Kanserinin Patolojisi 

Meme kanseri patolojisi tanı, hastalığın seyri ve tedaviyi belirlemede büyük 

önem arz etmektedir.  Meme kanseri tiplerinden en yaygın olanı yaklaşık %80’lik dilimi 

kapsayan invaziv duktal karsinom (İDK), %5-14’lük paya sahip invaziv lobuler 

karsinom (İLK) olduğu saptanmıştır. Diğer tipleri daha iyi prognoza sahip olduğu 

bilinen meduller, tubuler, musinöz kanserlerdir ve diğerlerine oranla daha az görülme 

sıklığına sahiptir.  Meme tarama ve tanı yöntemlerinin artışıyla birlikte non-invaziv (in-

situ) kanserlerin görülme sıklığında artış tespit edilmiştir (Winchester, vd., 1998).   

Lobuler karsinoma in situ (LCIS): İnsidansı tam olarak saptanamamakta olup, 

mikrokobik lezyonlar içermektedir ve elle hissedebilen bir kitle gözlenmez.  Tüm meme 

kanseri olgularının %1-6’lık dilimini kapsamakta iken, %30-50’sini non-invaziv 

karsinomlar oluşturmaktadır. Olguların %30-40’ında bilateral, %70’inde multisentriktir 

(Engin, 2008). 

 Duktal karsinoma in situ (DCIS): Lezyonların heterojen bir karaktere sahip 

olduğu belirtilir (Pathefsky, vd., 1989). Malign karakterdeki hücrelerin ortak özelliği 

membranla çevrili boşluklar içerisinde sınırlı proliferasyon göstermeleridir. İyileşme 

oranı yüksektir. 

 İnvaziv duktal karsinom: En fazla görülen tipi olmakla beraber invaziv 

karsinomların diğer hiçbir tipine uymayan malign tümörüdür.  Meme kanser olgularının 

%47-75’lik kısmını oluşturan tipidir (Tavassoli, 1999).  İn situ komponentle birlikte 

görülmeleri mevcutur. Kalsifikasyon oranı % 60 olarak bilinmektedir (Fisher, 1976). 

  Medullar karsinoma: Tüm meme kanser olgularının %5-7’lik dilimini oluşturur.  

Makroskopisine bakıldığında, yumuşak kıvamlı, kesit yüzeyi homojen ve gri renkte 

sınırları iyi görülen tümörlerdir.  Klasik medüller karsinomlarda tümörün büyük boyutlu 

olmasına karşın prognozun iyi olduğu görülmektedir. Atipik medüller karsinomlarda 

İDK’ya benzer bir şekilde prognozun iyi olduğu bilinmektedir (Fisher, vd., 1990). 

2.3.1. Meme kanseri genetiğinde etkili olan onkogenler 

Epidermal Büyüme Faktör Reseptörü (EGFR): EGFR, tirozin kinaz faaliyetine 

sahipliği olan hüre zarı reseptörüdür ve bu ailenin üyeleri; EGFR, HER2, HER3 ve 

HER4’dir. Bu üyelerin heterodimer yapılarının oluşturulması, değişik protein ailelerinin 

aktif olma durumları, bu üyelerin transfosforilasyonla uyarılması durumlarına bağlı 

olarak değişir.  
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Uyarılma gerçekleşince EGFR’in hücre içine girmesi ile EGFR otofosforile 

olmasını aynı zamanda başka subtratların fosforile olmasını sağlar.  Bunun sonucunda 

çekirdekte transkripsiyon faktörlerinin aktif olma durumları artar ve hücre bölünmeleri 

indüklenir (Gelmann, 1998; Klijn, 1992; Liao, 2000).  EGFR’nin çok fazla üretilmesi 

meme kanserlerinin hemen hemen yarısında görülmekte iken  amplifikasyon oranın %0- 

14 değerlerde olduğu bilinmektedir (Klijn, vd., 1992). 

CerbB-2 (HER2/Neu): 17. kromozom q12’de bulunan HER-2/Neu geni, hücre 

bölünmesi, hücre farklaşması gibi olayları katalizleyen onkogen olarak bilinmektedir. 

Buna rağmen gen amplifikasyonunda ve fazla miktarda ekspresyon neticesiyle meme ve 

diğer kanser tipleri için belirteç olarak kullanılmakta ve kanser patogenezinde önemli 

yere sahip olduğu bilinmektedir.  CerbB-2 ya da p185 olarak isimlendirilir.  HER2 

yukarıdaki başlıkta bahsedilen EGFR gibi membran reseptörü olarak görev yapar 

(Yamamoto, vd., 1986). CerbB-2 amplifikasyonunun tek başına kullanılması, meme 

kanserinin tanı ve seyrinde yeterli olduğu yapılan çalışmalarda belirtilmiştir (Allred, 

vd., 1992).  CerbB-2 sinyal yolağının aktif hale getirilmesi HER2, HER1, HER3, HER4 

gibi üyeler arasında ligand bağımlı heterodimerizasyon ile mümkündür.  Meme 

kanserinde % 10-40 oranında HER2 geninin amplifikasyonu ve protein eksprasyonu 

artışı gözlemlenmiştir. Tümör şiddeti ile amplifikasyonun arasında doğru orantı olduğu 

tespit edilmiştir (Kurebayashi, 2001; Perren, 1991). 

2.4. Meme Kanseri Tanı Ve Tedavisi 

Genel olarak meme kanserlerinin tedavisinde cerrahi, radyoterapi, kemoterapi ve 

bu üç tedavi yönteminin kombinasyonları kullanılarak lokal ve sistemik kontrol 

sağlamak amaçlanır (Alptekin, 1999; Atılgan, 1999).  Lokal kontrol, cerrahi girişimler 

ve radyoterapi ile mümkün iken, sistemik kontrol kemoterapi ve hormonal tedavi ile 

sağlanır (Atılgan, 1999). 

Klasik kemoterapötik ve diğer ilaçların tek başına veya kombinasyonlarının 

kullanımı ile meme kanseri hücrelerinin tedavisi yapılmaktadır (Newmann ve Cragg, 

2004). 
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2.4.1. Kafeik asit fenetil ester (CAPE) 

             CAPE, 1998’de Kolombiya Üniversitesi’nde propolisten sentezlenmiş olup, 

potansiyel anti-kanser bileşiği olduğu bulunmuştur (Wu, 2011).  Propolisi’in anti- 

bakteriyel, anti-inflamatuar etkileri önceki yıllardan itibaren bilinmekte olup çoğu 

zaman tedavi için kullanılmaktadır. İyileştirme etkilerinin insanlar tarafından 

öğrenilmesiyle bu tedavi süreçleri de artmıştır (Bankova, vd., 2000).  Propolis 

analoglarının birbirine benzer şekildeki kalitatif kompozisyonlarına karşılık CAPE’in 

farklılık seviyeleri yüksektir (Chen, vd., 2001).  CAPE, in vitro ve in vivo olarak birçok 

çalışmada kullanılmıştır. CAPE transformasyon baskılanması gibi önleyici etkisi, düşük 

glutatyon (GSH) seviyesi ile ilgili olduğu sanılmaktadır (Totan, vd., 2001).  Tümör 

hücrelerinde toksik etkisinin olması en kritik bulgudur.  

            CAPE, antibakteriyel, anti-viral, anti-oksidan, anti-inflamatör, ve anti-kanser 

gibi önemli biyolojik aktivitelere sahip olup, transkripsiyon faktörü nükleer faktör 

kappa B (NF-kB) kadar apoptozisin bir indükleyicisi olarak bilinmektedir (Wu, 2011).  

CAPE kökenli bileşiklerin oral kanseri önlemede önemli ajanlar oldukları ifade edilmiş 

ve aynı zamanda CAPE tarafından  intestinal karsinojenezin  baskılandığı belirtilmiştir 

(Mahmoud, vd., 2001).  Kanseri engelleyebilir olduğu, insan Hela, BEAS-2B, HL-60,  

MCF-7 ve sıçan ME 308 hücre hatları üzerinde yapılan deneyler sonucunda gösterilmiş 

ve oksidatif stresi azalttığı tespit edilmiştir (Bhimani, vd., 1993; Lee, vd., 1999). 

2.4.1.1. CAPE  moleküler yapısı 

 

 

Şekil 2.1. Kafeik asit fenetil ester’in molekül yapısı (Philippe, 2007). 

 

Yapıca flavonoidlere benzeyen CAPE’in iki halkasal yapısı vardır (Bkz. Şekil 2. 

1) (Fesen, vd., 1994).  Halkalardan bir tanesinde molekülün hemen hemen bütün 

kimyasal özelliklerini gösteren ve fonksiyonel olan iki "–OH" grubu vardır. Hidroksil 

grupları, aktif bir şekilde elektron alıp vererek oksitleyici ve redükleyici özellik 

gösterirler.  
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 Çok uzun aromatik ve alifatik yapıda karbon grupları taşıdığı için aynı zamanda 

lipofilik özelliktedir (Russo, vd., 2002).  Böylece molekülün kolayca hücre membran 

yapılarından geçmesi ve etki edeceği bölgeye ulaşması kolaylaşır.  Hücre kültürü ve 

deney hayvanı araştırmalarında CAPE her türlü yoldan rahatlıkla verilebilmekte ve ilgili 

vücut bölgesine ulaşımı kolay olmaktadır (Cunha, vd., 2004). 

2.5. Epigenetik Mekanizmalar 

İlk olarak, 1950’lerde Conrad Waddington tarafından önerilen Epigenetik terimi 

günümüzde “DNA dizisinde değişim olmaksızın, mitoz ve/veya mayoz bölünme ile 

kalıtılabilen, gen fonksiyonundaki değişiklikler” olarak tanımlanmaktadır.  Son on yılda 

yapılan araştırmalar sonucu, epigenetik olayların, özellikle yüksek organizasyonlu 

canlılarda oldukça önemli etkileri olduğu anlaşılmıştır (Orcan, 2006). 

Epigenotip, epigenetik mekanizmalar ve çevresel faktörlerin birlikte 

etkileşimiyle oluşturulmaktadır. Genotipin epigenotip üzerinde etkisiyle de fenotip 

açığa çıkmaktadır (Jiang, vd., 2004). 

 

A. DNA Metilasyonunun sebep olduğu gen susturulması 

B. Kromatinde histonların deasetilasyonu yoluyla gen transkripsiyonun susturulması 

C. RNA aracılı transkripsiyonel ve post- transkripsiyonel gen susturulması 

D. Epigenetik mekanizma arasındaki ilişki 

 
Şekil 2.2. Epigenetik mekanizmalar (Peedicayil, 2006). 
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2.5.1. Histon modifikasyonları 

Epigenetik modifiye edici olarak bilinen histon modifikasyonları kromatin 

yapısını ve işlevini değiştirmektedir (Egger, vd., 2004).  Histon proteinleri DNA 

paketlenmesinde görev yapmakta olup, post transkripsiyonel değişikliklere uğrayabilir 

bu değişikliklerin sık gözlenenleri asetilasyon ve metilasyondur. Asetillenme HAT 

(Histon asetil transferazlar) ile gerçekleşirken, metillenme HMT (Histon metil 

transferazlar) tarafından gerçekleştirilir.  Asetillenme ve metillenme kromatin gevşek ya 

da sıkı olma durumlarını ayarlayarak gen anlatımını düzenler.  H3 ve H4 histonları lizin 

rezidüllerinden asetillenirse kromatini gevşetirken, deasetilasyon ile kromatin 

paketlenmesi artar ve kromatin kararlı hale gelerek gen ekspresyonu engellenir. 

Histondaki modifikasyonlar ve DNA metilasyonu birlikte çalışır ve gen ifadesi 

düzenlenir (Orcan, 2006). 

2.5.2. RNA ile indüklenen sessizleşme (RNA-induced silencing) 

RNA desteği ile histon modifikasyonları ve DNA metilasyonu başlar. Bunun 

sonucunda heterokromatin bölge oluşturulması sağlanarak kalıtımsal bir susturulma 

oluşturulduğu sanılmaktadır (Egger, vd., 2004).  Epigenetik yaklaşım ve sürecin 

ilerlemesinde kodlanmayan RNA (non-coding RNA)’ların görev aldığı ifade edilmiştir.  

Buna örnek olarak miRNA (mikro RNA) ve siRNA (small-interfering RNA)’nın post 

transkripsiyon ve post translasyonda görevli oldukları bilinmektedir.  Ayrıca XIST 

RNA ise X kromozomu in aktivasyonunda görevli olduğu bilinen moleküllerdir. Bu 

moleküllerin RNA interferans olarak ifade edildiği bilinmektedir (Jiang, vd., 2004). 

2.5.3. DNA metilasyonu 

DNA Metilasyonu, embriyonik gelişim, transkripsiyon, kromatin yapısı, gen 

ifadesinin baskılanması, kromatin kararlığı sağlanması ve korunması gibi olayları 

gerçekleştirdiği bilinen üzerinde en çok durulan epigenetik mekanizmadır (Robertson, 

2004). Bu olay DNA metil transferaz (DNMT) enzimleri kullanılarak 

gerçekleşmektedir. DNA molekülünde genellikle CpG adacıklarının sitozin (C)’leri 

metillenir. Tekrar dizileri ve transpozonların yer aldığı CPG adacıklarında, 

heterokromatin bölgesinin metilasyonu fazladır.  
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Bu metilasyon fazlalığı ile transripsiyon baskılanmakta olup, transpozonların 

genom içinde ki hareketleri engellenerek kromozomun kararlılığı sağlanmaktadır 

(Egger, vd., 2004; Robertson, vd., 2002).   

CpG adacıkları ise genlerin promotor bölgelerinde bulunan, yaklaşık 500 

bazçifti uzunluğunda ve %55’ten fazla CG içeren, metilasyon oranı düşük olan 

korunmuş dizilerdir. DNA metilasyonunun, transkripsiyon faktörlerinin bağlanmasını 

engelleyerek veya metilli DNA’ya bağlanan protein kompleksleri sayesinde kromatin 

yapısını değiştirerek genlerin ifadesini baskıladığı düşünülmektedir (Egger, 2004). 

 

Şekil 2.3. Sitozin metilasyonu, demetilasyonu, sitozin ve 5-metilsitozin mutajenezi için 

biyokimyasal yolağın şematik gösterimi (Singal ve Ginder 1999). 

2.5.4. DNA metilasyonu kanser ilişkisi 

Kanser hücrelerinin genomlarının normal hücrelerinkine oranla hipometile 

olduğu ve genomdaki tekrar dizilerindeki düşük metilasyon oranı transpozonları aktif 

hale getirerek genomda kararsızlığa neden olmakta ve yeniden düzenlemeler 

yapılmaktadır (şekil 2. 4). Hipometilasyon, hastalık seyrinde ve metastazında önemli 

yere sahiptir (Orcan, 2006).  Düşük metilasyon kadar yüksek metilasyon da kanser 

hücrelerinde görülmektedir. Gene özgü hipermetilasyonların gerçekleştiği yer sıklıkla 

CpG adalarıdır bu değişiklikler ile gen anlatımı baskılanmaktadır (şekil 2. 4).  
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 Hücreyi kanserden koruyan, sinyal iletim yolaklarında, DNA onarımında, hücre 

döngüsünde ve kontrollü hücre ölümü olan apoptozda görevli olan tümör supresor 

genlerin promoter bölgedeki hipermetilasyonu ile bu genler susturulmaktadır. Bu 

susturulma ile kanser hücrelerinde büyüme ve proliferasyon artmaktadır. Bu susturulma 

ancak genlerdeki alellerin ikisininde susturulması ile gerçekleşmektedir.  Çalışmalar 

sonucunda tümör süpresör genlerin bir alelinde mutasyon görülürken, diğer alelde 

hipermetilasyon ile susturulmaktadır (Jones ve Baylin, 2002). DNA metilasyon 

durumlarındaki değişiklikler hastalığın, prognoz, yatkınlık, ilaçların yan etkilerinin 

belirlenmesinde belirteç olarak kullanılabilir olduğu gösterilmektedir (Miyamoto, 2005; 

Laird, 2003). 

 

Şekil 2.4.  DNA metilasyonu ve kanser (Bora ve Yurter, 2007). 

2.5.4.1. DNA metil transferazlar ( DNMT) 

DNA metilasyonu başlatılması ve devam ettirilmesi olayları DNMT’lar 

tarafından katalizlenir.  İnsanlarda bugün itibari ile 5 DNMT tipi görülmektedir. Bu 

tipler; DNMT1, DNMT2, DNMT3a, DNMT3b ve DNMT3L olarak bilinmektedir. 

DNMT2 ve DNMT3L dışında kalanlada enzimatik aktiviteler mevcuttur.  Yarı-

metillenmiş DNA kısımlarına bağlanan “maintenance metiltransferaz” bilinen 

DNMT1’dir. DNMT3a ve DNMT3b yarı metile olmuş ya da hiç metile olmamış 

kısımlara bağlanarak metilasyon oluşturulur. Bu grupta novo metil transferazlar olarak 

adlandırılırlar.  DNMT2 ise diğerleri gibi önem teşkil eder fakat aktivitesine henüz 

rastlanılmamıştır (Robertson, 2005). 
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2.5.4.2. DNA metil transferaz inhibitörleri (DNMTi) 

DNMT inhibitörleri etki mekanizmalarına göre, nükleozit analoğu olan ve 

olmayan bileşikler olarak iki kategoriden oluşmaktadır (Çizelge 2. 1).  Nükleozit 

analogları, DNA bazına benzer bir yapı gösterir ve replikasyon esnasında yeni 

sentezlenen zincirin yapısına katılır (Peedicayil, 2006).  DNMT enzimleri ile kovalent 

bağlar kurulur ve bu enzimlerin inaktif hale gelmesi sağlanarak sentezlenmiş olan yeni 

zincirde hipometile durumlar oluştururlar (şekil 2. 4) (Egger, vd., 2004; Miyamoto ve 

Ushijima, 2005).  5-azasitidin de yukarıda anlatılan durumla eş değer etkiler göstererek, 

miyelodisplastik sendromun her tipinde kullanılması “Food and Drug Administration 

(FDA)” tarafından onaylanmıştır (Kaminkas, vd., 2005).  Bu özelliklerine rağmen 

nükleozit analoğu olan bileşiklerin toksik etkilere sahip olduğu göterilmiştir bu nedenle 

nükleozit analoğu olmayan bileşikler geliştirilmesi artmıştır (Peedicayil, 2006). Bu 

amaçla yapılan çalışmalara en net örnek yeşil çaydaki polifenol olan EGCG [(-)-

epigallocatechin-3-gallate] kanser hücrelerine verilmesi ile DNA metilasyon oranında 

azalma görülmüştür. EGCG gibi bileşikler metiltransferaz enzimine bağlanarak inaktif 

olmasını sağlar ve metilasyon azaltılır. 

Çizelge 2.1. DNMT inhibitörleri, uygulama alanları ve klinik aşamalar (Bora ve Yurter, 2007). 

 

 

Prokain gibi antiaritmik ilaçlarda bu şekilde etki gösterip, hipermetilasyonu 

kaldırarak tümör süpresör genlerin aktif hale gelmesini sağladığı sanılmaktadır 

(Brueckner ve Lyko, 2004). 
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Şekil 2.5. DNA metiltransferaz inhibitörlerinin etki mekanizmaları (Bora ve Yurter 

2007). 

2.5.4.3. Zebularin 

Öncelikle meme kanserinde çoklu mutasyonlar tespit edilmiştir ve bu 

mutasyonların üstesinden gelmek oldukça zordur (Wood, vd., 2007).  Bunların aksine 

birçok epigenetik değişiklikler transkripsiyon sonrası gen dizilimini etkilemeyen tersinir 

olaylardır ve bu mekanizmaların engellenmesi teorik olarak meme kanserinin 

engellenmesinde yararlı olabilir (Baylin ve Ohm, 2006; Jones ve Baylin, 2007).  Bunun 

bir sonucu olarak epigenetik düzenleyicilerden olan DNMTi ler meme kanseri 

tedavisinde değerlendirme altındadır.  Zebularin, ilk olarak nükleozit analoglarının 

deaminasyonunu engelleyici olarak geliştirilen 2-(1H)- primidinon halka içeren sitidin 

analoğudur (Marquez, vd., 1980).  Zebularin ikinci nesil, tercihen mesane, prostat, 

akciğer, kolon ve pankreas karsinoma hücre hatlarında gösterildiği gibi, kanser 

hücrelerini hedefleyen, DNA metilasyonunun oldukça kararlı hidrofilik inhibitörüdür 

(Andersen, JB, vd., 2010; Cheng, JC, vd., 2004).  Zebularin bir sitidin analogudur ve 

sitidin deaminaz inhibitörü olarak geliştirilmiştir (Cheng, vd, 2004).  
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Şekil 2.6. Zebularin moleküler yapısı (Gnyszka, vd, 2013). 

Tümorijenezin, epatosellüler kanserlerin gelişiminde dahi erken ya da geç 

evrelerinde anormal metilasyon değişiklikleri göz önüne alındığında bu sürecin kanser 

risk değerlendirmesi, tedavisi ve kemoprevensiyon için kritik hedefi temsil edebilir 

(Calvisi, vd., 2007; Feinberg, vd., 2004).  İlaç hematopoetik bozukluklara karşı etkili 

olmakla birlikte, çözeltileri in vitro ve in vivo olarak toksisiteye sahip olduğundan 

kararsızdır (Beisler, 1978).  Zebularin, hücre çoğalmasını engelleyici etkisi olup, 

apopotozu uyararak anti-tümör aktiviteye sahip olduğunu göstermiştir (Andersen, 

2010).  HepG2 hücrelerinde zebularin, DNA metilasyonunda değişiklikler yaratarak 

hücre büyümesini engellediği ya da hücreleri apoptoza gönderdiği bulunmuştur 

(Nakamura,vd., 2010).  Apoptoz süresince kaspazlar, çeşitli uyanlara yanıt olarak 

kendiliğinden kuvvetlenen hücre ölümünü başlatması ve ilerletmesi bakımından 

önemlidir.  Zebularin DNA’ya eklendiğinde normal fibroblastlara göre kanser hücre 

hatlarında hücre döngüsü düzenleyici genlerin arttığını ve hücre büyümesini inhibe 

ettiği görülmüştür.  Aynı zamanda T24, HCT15, CFPAC-1, SW48 ve HT-29 hücrelerde 

anormal susturulan p16 genini, Akata hücrelerinde E-cadherin geni; ve AML 193 

hücrelerinde p15INK4B genlerini tekrar aktif ettiği gözlenmiştir (Leist, 1994). 
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Şekil 2.7. Zebularin etki mekanizması (Zhou, vd., 2002). 

2.6. Apoptoz 

Programlı hücre ölümü olan apoptoz; yüksek yapılı canlıların gelişimsel sürecin 

ihtiyacı olan, görevlerini yapamayan hücrelerin ve ihtiyaç duyulmayan kısımların 

kontrollü yok edilmesidir (Cohen, 1998).  Apoptoz olayındaki asıl olarak gerçekleşen 

olay nükleus kondensasyonu ve kısımlara ayrılması olarak bilinir. Kromatin, normal 

şartlarda yaygın olarak düzensiz yapıya sahiptir.  Apoptoz olayında bu düzensizliklerin 

artışı söz konusudur ve floresan boyamalar yapıldığında DNA boncuklu yapı gösterir 

çünkü DNA nükleozomal bölgelerden 180-200 bp (bazçifti) olarak parçalara bölünür 

(Narula, vd., 1997).  Onarım mekanizmaları ile hücredeki ard arda gerçekleşen 7 kırılma 

onarabilir fakat apoptoz olayında kırılma sayısı 300 000’i bulur ve hücre onarılamaz ve 

apoptoza gider (Gavrieli, vd., 1992). 
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2.6.1. Apoptozun düzenlenmesi 

Kalsiyum, seramid, BCL-2 ailesi, P53, kaspazlar, sitokrom-c gibi proteinler ve 

mitokondriler apoptozun düzenlenmesinde görev yapar. Apoptoz süresince hücre 

içine sürekli kalsiyum girişi gerçekleşir. Hücreye giren kalsiyum iyonları; 

endonükleaz, proteaz ve transglutaminaz enzimlerini aktifleştirir, gen regulasyonu ve 

hücre iskeleti organizasyonunu sağlar (Coşkun, 2011). 

2.6.1.1. BCL-2 ailesi 

 Hücrelerin apoptoza yakınlığı BCL-2 ailesine ait genlerin heterodimer ya da 

homodimer tipine göre değişmektedir.  BCL-2 ailesinin zıt çalışan 2 formu mevcuttur; 

a) Proapoptotik üyeler 

b) Antiapoptotik üyeler 

Eğer proapoptotik protein miktarı fazla ise hücre apoptoza yaklaşır.  Bad, Bax, Bid, 

BclXs, Bak, Bim, Puma ve Nox proapoptotik proteinlerdir.  Buna zıt olarak anti-

apoptotik protein fazla ise hücre apoptozdan kaçar.  BCL-2, BCL-Xl ve Mcl-1 bu tipe 

örnek oluşturur. Proapoptotik olanlar sitozolde bulunarak sitokrom-c ve AIF (Apoptoz 

indükleyici faktör) salınmasını arttırır, böylece apoptoz tetiklenir.  Zıt çalışma gösteren 

antiapoptotik proteinler ise mitokondri dış zarı, endoplazmik retikulum ve çekirdek 

zarında bulunarak por oluştururlar ve iyon geçişi sağlanır (örneğin Ca++).  Apoptoz da 

görev yaptıkları bilinen kaspazlar da aynı şekilde etki ederler (Coşkun,2011). 

 

Şekil 2.8. BCL-2 onkoproteininin apoptoz üzerine etkisini göstermektedir (Coşkun, 2011). 
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2.6.1.2 P53  

P53 geni, DNA hasarı oluştuğunda hücre döngüsünü G1 fazında durdurur, o 

hücreye onarım için süre tanıyan transkripsiyon faktörü olarak görev yapar.  Eğer tamir 

gerçekleşmezse üst başlıkta ifade edildiği gibi proapoptotik proteinler olan Bax, Apaf-1 

ve Fas sentezlenir, BCL-2 ve BCL-Xl gibi anti- apoptotik proteinleri engelleyerek 

apoptozu tetikler. 

 

Şekil 2. 9. p53 proteininin apoptoz üzerine etkisi (Altunkaynak ve Özbek, 2008). 

 

2.6.1.3. Fas (APO-1 veya CD95) 

  Tümör Nekrozis Faktör (TNF) reseptör ailesinin en iyi bilinen üyesi bağışıklık 

sisteminde görev yapar.  Fas, sitotoksik T hücreleri ve naturel killer hücreleri 

üzerindedir ve hücre ölümü kontrol edilir.  Hücre yüzeyinde kendi reseptörüne bağlanır 

ve trimerizasyon gerçekleşir reseptörler aktif hale gelir ve FADD ile bağlanarak 

prokaspazlar uyarılır ve apoptoz başlatılır.  Buna benzer olarak TRAİL reseptörleri ile 

de apoptoz indüklenir (Coşkun, 2011). 

2.6.1.4. Kaspazlar 

Kaspazlar, aspartik asitten sonraki peptit bağını kıran sistein proteazlardır 

(Coşkun, 2011).  Stoplazmada inaktif olan proenzimler proteolitik parçalanma ile 

birlikte aktifleşir.  İlk önce mitokondri zarı zedelenir bunun sonucunda zar değişimleri, 

hücre iskeleti ve çekirdek değişimine sebep olan aksaklıklar oluşur. Sitokrom-c’nin 

prokaspaz inaktif enzimlerini aktif eder.  
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100 farklı hedef proteinler kesime uğratılarak hücre zarı tomurcuklanmasını 

sağlarlar.  Apoptoz başlatılır ve DNA da geri dönüşümü olmayan parçalanmalar başlar 

(Altunkaynak ve Özbek, 2008). 

 Kaspazların 3 tipi vardır: 

Başlatıcı kaspazlar     (Kaspaz 2, 8, 9, 10),  

Efektör kaspazlar       (Kaspaz 3, 6, 7),  

İnflamatuar kaspazlar (Kaspaz 1, 4, 5, 11, 12, 13, 14).  

Kaspaz-9: Kaspaz-9 sistein proteazların kaspaz ailesinin bir üyesidir, sitokin 

işlenmesi ve apoptozla ilişkisi olduğunu göstermektedir.  Apoptotik uyarıcıdan hücreler 

mesaj aldıklarında mitokondriden sitokrom c salınır sonra dATP ile birlikte, memeli 

Ced-4 ile homolog, Apaf-1’e bağlanır.  Sonuçta oluşan kompleks aktivasyonuna neden 

olan Kaspaz-9’a yardım eder.  Aktive edilmiş Kaspaz-9 kaspaz kaskadını başlatan 

kaspaz-3, 6 ve 7 gibi aşağı yönde kaspazlar ile ayrılmaktadır.  Homozigot Kaspaz-9’un 

çoğu erken beyin gelişimi boyunca apoptozisin redüksiyonu tarafından sonuçlanan 

kusurlu beyin ve önemli derecede genişletilmesiyle perinatal olarak fare ölümüne sebep 

olmaktadır.  Kaspaz-9 fonksiyonu santral sinir sisteminin normal gelişimi süresince 

apoptoz için esastır.  Kaspaz-9 aktivasyonu inhibe olursa nörodejenaratif hastalıklara, 

nörolojik hastalıklara sebep olur (Ghavami, vd., 2009). 

Kaspaz-3: Kaspaz-3 çoğunlukla birkaç anahtar sellüler proteinlerin spesifik 

ayrımını katalizleyen, aktive olmuş ölüm proteazıdır.  Apoptoz da bu kaspazların 

spesifik zorunluluğuna karşın şimdiye kadar büyük ölçüde bilinmeyen olarak kalmıştır.  

Kaspaz-3 aktivasyon yolağı belirlenmiştir ki kaspaz-9 fonksiyonuna ve mitokondriyal 

sitokrom c salınımına ya bağımlı ya da bağımsızdır. Kaspaz-3 normal beyin gelişiminde 

esastır ve dikkate değer doku, hücre tipi ve ya ölümü uyaran spesifik davranışı 

önemlidir.  Kaspaz-3 apoptozisin birkaç tipik niteliği için gereklidir ve tüm hücre 

tiplerinde incelenmiş apoptik DNA fragmantasyonu ve kromatin kondensasyonu için 

zorunludur.  Kaspaz-3 apoptotik cisim oluşumu ve hücrenin parçalarına ayrılmasıyla 

ilişkilendirilmiş belirli süreçler için temeldir.  Ancak kaspaz-3, hücre yaşayabilirliğini 

kaybetmesiyle sorumluluğunu yaparken; ya o evrede ya da o evreden önce fonksiyonu 

mümkün olabilir (Ghavami, vd., 2009). 
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Kaspaz-7: Sistein proteazlarla ilişkili bir optimal peptit tanıma sekansı paylaşır 

ve genellikle birçok endojen substratlara sahiptir.  Birkaç substratlar spesifik olarak 

kaspaz-7 tarafından bölünür.  303 aminoasite sahiptirler.  Sitozolde bir homodimer 

olarak yer alırlar.  20 ve 11 kDa büyüklüğünde büyük ve küçük katalitik altbirimlere 

sahipler.  Apoptoz ve inflamasyonda tanımlanmış Kaspaz-7'nin rolleri hastalığa katkı 

sağlayan hücre ölümü ve inflamasyon şartlarında Kaspaz-7 aktivasyon müdahalesi yarar 

sağlayabilir.  Sepsis ve nörodejeneratif hastalıklarda potansiyel rolleri olan Kaspaz-7 

geni ayrıca diyabet mellitus ve romatoid artritle de ilişkilidir (Ghavami, vd., 2009). 

2.6.2. Apoptoz mekanizmaları 

Programlı hücre ölümünde birbirini izleyen basamakların neler olduğu tam 

olarak bilinmemektedir.  Hücrenin kendi otomatik saati olan genlerin aktivasyonu veya 

çevreden gelen sinyallerle apoptozis başlamaktadır.  Apoptoz önceden hazır olan 

hücrelerde (primer) başlatılabilir ya da bir uyaran sonucu sekonder olarak gelişir.  Hücre 

dışı uyaranlar (TNF), koloni uyarıcı faktörler (CSF), nöron büyüme faktörü (NGF), 

insülin benzeri büyüme faktörü (YGF), IL-2 gibi maddelerin ortamda azalması, 

glukokortikoidler, radyasyon, ilaçlar, çeşitli antijenler gibi pozitif uyaranlar olabilir. 

Uyarılar, hücre içinde Ca++2 artışına neden olmakta ve / veya Siklik Adenozin 

Monofosfat (cAMP) gibi hücre içi ikincil habercileri aktive etmektedir.  Bu da 

“cascade” olarak isimlendirilen ve tam olarak açıklanamayan “şelale” sistemiyle hücre 

yapısında değişikliklere neden olan pek çok basamağı uyarmaktadır (Altunkaynak ve 

Özbek, 2008). 

Bu güne kadar yapılan çalışmalarda iki temel apoptotik yol belirlenmiştir. 

2.6.2.1. İntrinsik ya da mitokondriyal yolu 

Hücre içi sinyaller alındığında proapoptotik protein Bid, Bcl-2’nin aktivitesini 

bloke ederken Bax ve Bak aktifleşir böylelikle daha önce bahsettiğim indükleyiciler gibi 

görev yaparak mitokondri zarında por oluşturulur ve iyon transportu sağlanır.  Bu 

porlardan sitokrom-c, Smac (Second mitochondria-derived Activator of Caspase), 

Endo-G (Endonukleaz-G), Ca++ ve AIF salınır.  Smac IAF (İnhibitör apoptotik 

faktör)’ü baskılar ve apoptoz hızı artar.  IAF kaspaz-3 ve kaspaz-8’ i inaktif eder.  AIF 

çekirdeğe bağlanır ve çekirdek parçalanır.  
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Endo- G ile DNA parçalanır. Mitokondriden sitokrom-c, Apaf-1 (Apoptotik 

proteaz aktive eden faktör), ATP katılarak Apoptozom oluşumu sağlanır.  Apoptozam 

başlatıcı kaspaz olan kaspaz-9 keser ve efektör kaspaz olarak görev yapan kaspaz-3 ‘ü 

aktifleştirir böylelikle ICAD (İnaktif kaspaz aktive edici DNaz)‘ın aktivitesi 

engellenerek CAD (Kaspaz aktive edici DNaz)’ı serbestleştirilir.  Bu serbestleşmeyle 

kromatin yoğunlaşması sağlanır  (Altunkaynak ve Özbek, 2008). 

2.6.2.2. Ekstrinsik ya da reseptör hücre ölümü yolu 

Hücre yüzeyinde bulunan Fas, TNFR, DR5 gibi ölüm reseptörlerine, FasL, TNF- 

alfa, TRAİL gibi ölüm faktörleri bağlanarak reseptörlerde timerik yapı oluşturulur. Bu 

yapı oluşumuyla prokaspazlar birleşir ve DISC (Death inducing singnaling complex) 

yapısı oluşturulur.  Bunun sonucunda inaktif kaspaz-8 aktifleşir başlatıcı kaspazlardan 

olan aktif kaspaz-8 efektör olan kaspaz-3’ aktif hale getirir bu aktifleştirme dolaylı ya 

da doğrudan olmak üzere iki yolla gerçekleşir.  Başlatıcı olan kaspaz-8 doğrudan 

kaspaz-3’ü aktifleştirebildiği gibi dolaylı olarak, Bid’i keser ve instrinsik mekanizmada 

başlatıcı kaspaz-9’u aktif hale getirir bunun sonucunda kaspaz-3 aktif hale gelir.  Sonuç 

olarak 2 yolla da CAD aktifleşir ve DNA fragmantasyonu sağlanır. 

Hücre zarı yapı taşı olan sfingomyelin de ekstrinsik yol oluşturur.  Bu yapı taşı 

sfingomyelinaz enzimi ile seramid’ e dönüşümü sağlanır.  Bu molekülde seramidaz 

enzimi ile sfingozine dönüştürülür bu molekül proapoptotik protein olan Bid miktarını 

arttırarak apoptoz indüklenir.  Granzim- Perforin yolunda ise patojenler ve tümör 

hücrelerinin yok edilmesinde etkinlik gösterir. 

Serin proteaz olan moleküller sitotoksik T lenfositler ve doğal katil hücrelerinin 

sitoplazmik salgı granüllerinde bulunmakta olup sitotoksik T lenfositlerin hücreye 

bağlanmasıyla perforinler serbestleşir ve por oluşturulur.  Bu porlardan Ca++ geçişini 

fazlalaştırır. Bu Ca++ fazlalığı Granzim B’yi serbestleştirir.  Kaspazların aktivitesiyle 

birlikte Granzim B, DNA parçalanması nedeniyle apoptoza sebep olur (Altunkaynak ve 

Özbek, 2008). 
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Şekil 2.10. Apoptozun ana yolakları ve apoptotik süreçte yer alan temel proteinler (Raff, 1998) 
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3. MATERYAL VE METODLAR 

3.1. Materyal 

3.1.2. Hücre kültürü donanımları 

Kullanılan Hücre Kültürü Donanımları ekler kısmında Ek-1 de gösterilmiştir. 

3.1.3. Kullanılan cihazlar 

Kullanılan cihazlar ekler kısmında Ek-2 de gösterilmiştir. 

3.1.4. Kullanılan çözelti ve tamponlar 

Kullanılan çözelti ve tamponlar ekler kısmında Ek-3 de gösterilmiştir. 

10X TBS Hazırlanması 

86,6 gr NaCl, 12,11 gr Tris- Baz karışımı pH: 8’e ayarlanır bunun ardından distile su ile 

1000 μl’e tamamlanır.  Hazırlanan 10X TBS kullanılmak üzere 1X TBS’e dönüştürülür.  

Yürütme Jelinin Hazırlanması 

Proteinlerin ağırlıklarına göre ayrılmaları için %12’lik SDS poliakrilamid jelde 

yürütülür.  Jel içeriği Ek-4 te gösterilmiştir.  

Hücre Dondurma Medyasının Hazırlanması 

1ml dimetilsülfoksit (DMSO) ile 9 ml Fetal sığır serumu (FBS) filtreden geçirilerek 

dondurma medyası hazırlanır. Bu medya ile hücrelerin uzun süre sıvı azot tankı içinde 

saklanması sağlanabilir. 

Bradford Reagent Hazırlanması 

100 mg Coomassie Blue 50 ml %95’lik etanol içinde çözdürülür. 100 μl %85’lik 

fosforik asit eklenir, distile su ile 1000 μl’e tamamlanır, süzülerek kullanıma hazır hale 

getirilir. 

%10 APS Hazırlanması 

100 mg Amonyum persülfat 1000 ml distile su ile çözdürülür. 

%10 SDS Hazırlanması 

10 g SDS, 90 ml distile su ile çözdürülür ve 1000 ml’e tamamlanır.  

1,5 M Tris-HCl Hazırlanması 

27,23 g Tris-baz 80 ml distile su ile çözdürülür.  pH’ı 8,8’e ayarlanır ve distile su ile 

150 ml’e tamamlanır. 
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0,5 M Tris-HCl Hazırlanması 

6 g Tris-baz 60 ml distile su ile çözdürülür.   pH’ı 6,8’e ayarlandıktan sonra distile su ile 

100 ml’e tamamlanır. 

3x SDS Loading Buffer Hazırlanışı 

Cell Signaling Technology marka Blue Loading Buffer Pack kullanılarak hazırlanır.  3X 

Reducing SDS Loading Buffer üzerine 1/10 hacimde 30X ditiotreitol (DTT) Reducing 

Agent eklenerek hazırlanır. 

%5’likYağsız Süt Tozu Hazırlanışı 

Cell Signaling Technology marka Nonfat Dry milk kullanılmıştır. 2,5 g yağsız süt tozu 

50 ml distile su ile çözdürülür. 

1x Tris-Glycine SDS Running Buffer 

Cell Signaling Technology marka 10x Tris-Glycine SDS Running Buffer’dan 200 ml 

alınıp, 1800ml’ye tamamlanmıştır. 

1x RIPA Buffer Hazırlanışı  

10x RIPA Buffer’dan 100 μl alınıp üzerine 900 μl distile su eklenir. 

3.1.5. Kullanılan primerler 

Kullanılan primerler ekler kısmında Ek-5 te gösterilmiştir. 

3.2. Metodlar 

3.2.1. Hücre kültürü 

DETAE Deneysel Tıp Araştırma Enstitüsü’nde görev yapan Prof. Dr. Oğuz 

ÖZTÜRK tarafından hediye edilen MDA-MB-231 (ER-, PR-, HER2- metastatik 

adenokarsinom) insan meme kanseri hücre hattı kullanılacaktır.  Epitelyal hücreler, 

hücre kültür ortamında büyütülerek çalışmamızın deneyleri için kullanılacaktır. 

MDA-MB-231 meme kanseri hücre hatları hatları %10 ısı ile inaktive olmuş 

FBS, 2mM L gulutamin, 100 μg/ml penisilin-streptomisin içeren RPMI 1640 

besiyerinde, 37°C de ve 5% CO2‘li inkübatörlerde büyütülmektedir.  
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3.2.2.  Hücre canlılık testi (MTT testi) 

          MDA-MB-231 meme kanseri hücrelerinin uygun besi yerlerinde % 5 CO2 içeren 

37°C’de nemli inkübatörde büyütülmesinin ardından, 3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-

difeniltetrazolyum bromür (MTT) testi uygulanarak CAPE ve ZEB’in değişik 

konsantrasyonlarda zamana bağlı etkilerini göstermek üzere tespit edilmesi 

hedeflenmektedir.  1x104 hücre/kuyu 96 kuyucuklu petri kaplarına ekildikten sonra gece 

süresince yapışmaları beklenecektir.  Hücreler 0-160 μM ZEB ve 0-160 μM CAPE ile 

24 saat boyunca muamele edilecektir.  Hücreler MTT tetrazolium tuzu ile 4 saat 

bekletitilir, bu bekleme sonucu kesilen formazan bileşiklerin canlı hücrelerin yüzeyinde 

birikmesi gerçekleşir. Bu nedenle örneklerin spektrofotometrik okuma sonucundan (Abs 

570 nm) ilaç uygulanmamış kontrol örneklere oranlama yapılarak ilaçların bağıl hücre 

canlılığı üzerine etkisi belirlenecektir. 

3.2.3. Sağ kalım / Tripan mavisi boyama testi 

Sağ kalım testi ile uygulanan ilaçların belirli konsantrasyonda zamana bağlı 

etkisinin tespit edilmesi hedeflenmektedir. Bu amaç doğrultusunda MDA-MB-231 

meme kanseri hücre hattı her bir kuyucukta 1x105 hücre olacak şekilde 6 kuyucuklu 

petrilere ekilir.  Hücreler 24, 48, 72 ve 96 saat boyunca MDA-MB-231 meme kanseri 

hücre hattı için hücrelerin yarısının öldüğü değerlerde (IC50 değeri) uygulanan ilaçlarla 

sırasıyla muamele edilir.  Belirlenen saatlere göre hücreler, her 24 saatte bir olacak 

şekilde sayımıları iki tekrarlı olacak şekilde gerçekleştirilir.  Bu amaçla önce örnekler 

Fosfat Buffer Salin (PBS) ile yıkanıp ve tripsin ile kaldırılır.   Hücreler santrifüj edilir, 

üzerine 50 μl 0. 4 % (w/v) Tripan Mavisi ve 50 μl PBS konulur ve bu karışımdan 10 μl 

çekilerek Neubauer hemositometrede sayılır. 

3.2.4. Soft-agar koloni oluşum deneyi  

Hücrelerin yüzeye yapışmasının engellendiği ortamda hücrelerin büyüyebilme 

yeteneğinin ölçülmesi amacı ile soft-agar koloni oluşum testi yapılacaktır.  Hücreler 

ekilmeden önce 6 kuyucuklu petriler %20 FBS içeren RPMI-1640 ile 1: 1 oranında % 0. 

5’lik agaroz ile kaplanır.  2,5X 103 MDA-MB-231 meme kolon kanseri hücresi 6 

kuyucuk olacak şekilde 1: 1 oranında %20 RPMI-1640 ile % 0. 3 agaroz ve hücreler 

karıştırılıp, %0,5 agaroz ile kaplanan petrilere ekilir.   
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MTT testi sonucuna IC50 değerlerine göre belirlenen doz uygulanan ilaçlar ve 

uygulanan ilaç konsantrasyonu ile aynı miktarda uygulanan ilaçların çözünebildiği 

madde (DMSO gibi) ile 15 gün muamele edilir.  Hücreleri beslemek için üst medya 2 

günde 1 yeni medya ile değiştirilir.  Oluşan kolonileri gözlemleyebilmek için  

%0,005’lik kristal viyole ile 20 dakika bekletilir.  Soft-agarda hücrelerin oluşturduğu 

koloniler ışık mikroskobu ve floresan mikroskobunda 100X büyütme ile incelenir. 

3.2.5. Metastatik etkinin belirlenmesinde kullanılacak parametreler 

3.2.5.1. Koloni oluşum testi 

Uygulanan ilaçların hücrelerdeki metastatik etkisini ve hücreler tek başına 

bırakıldığında nasıl davrandıklarını belirlemek için koloni oluşum testi yapılacaktır.  

4X103 MDA-MB-231 meme kanseri hücreleri/kuyucuk olacak şekilde 6 kuyucuklu 

petrilere ekilir.  Hücreler IC50 değerlerine göre uygulanan ilaçlar ile 24, 48, 72 ve 96 

saat muamele edildikten sonra ilaçsız medya ile değiştirilerek hücrelerin büyümesi 

inceleneektir.  14 gün sonunda hücreler metanol asetik asit (3: 1) ile 5 dakika muamele 

edilerek fikse edilecektir.  Hücreler %0,5‘lik kristal viyole ile 20 dakika muamele 

edildikten sonra yıkanır ve morfolojik görüntüler trans UV İle çekilir. 

3.2.6. Anti-metastatik etkinin belirlenmesinde kullanılacak parametreler 

 3.2.6.1. Yara iyileşme analizi 

Uygulanan ilaçların MDA-MB-231 meme kanseri hücrelerinde lateral hücre 

hareketi üzerindeki etkileri yara iyileşme analizi ile tespit edilmeye çalışılacaktır.  Bu 

amaçla hücreler 6 kuyucuklu petri kaplarına ekilir.  Ekimden önce petri kaplarının alt 

yüzeyleri birbirine paralel 15 adet çizgi ve bu çizgilere dik birbirine paralel 3 çizgi 

çizilerek hazırlanan çıkartma kağıtlar 6 kuyucuklu petrilerin altına yapıştırılır ve 

hücreler ekilir.  Ekimden 24 saat sonra birbirine paralel uzanan 3 çizgi hizasındaki 

hücreler 200 µl’lik steril pipet ucu ile kazınarak yara oluşturulur.  Birbirine paralel 

uzanan 15 çizgi ile yara çizgilerinin kesiştiği noktalardaki yara genişlikleri, invert 

mikroskopta görüntüleri çekilecek olup hemen ardından petrilere kontrol ve ilaçlı 

medya eklenecektir. Her gün aynı saatte görüntüleme yapılacak ve medya değiştirilecek 

olup, işleme 48 saat devam edilecektir. 
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3.2.7. Uygulanan ilaçların epigenetik üzerine etkisinin belirlenmesi 

3.2.7.1. DNA izolasyonu  

Uygulanan ilaçların metilasyon üzerine etkisini belirlenmesinde kullanılmak 

üzere MDA-MB-231 meme kanseri hücrelerinden total DNA izolasyonu yapılacaktır.   

2X106 hücre/kuyucuk olacak şekilde hücreler T75 petrilerine ekilir.  24 saat sonra 

ekilen hücrelere ilaç uygulanır. 

İlaç uygulandıktan 24 saat sonra total DNA izolasyonu yapılır. 

• Hücreler 1X PBS ile yıkanıp, kazınıp, toplandıktan sonra cell lysis buffer ile 40’ 

buzda bekletilecektir.  

• 13200 rpm de 10’ santrifüj edildikten sonra üst faz yeni ependorfa toplanacaktır.  

•  RNA ve proteinlerden kurtulmak için 8 µl RNaz ve 6 µl Proteinaz K eklenip, 

37°C’de 1 saat inkübe edilecektir.  

•  DNA’dan proteinleri ayırmak için 1:1 oranında Fenolkloroform eklendi ve 15’ 

santrifüj edilecektir.  

•  Proteinleri çöktürmek için 200 µl amonyum asetat eklenip 20 saniye 

vortekslenir.   

• Santrifüj yapıldıktan sonra üst faz yeni ependorfa alınacaktır.  

•  DNA’yı kimyasal olarak çöktürmek için 600µl izopropanol eklenecektir.  

• Santrifüjle genomik DNA çöktürüldükten sonra 600 µl %70 etanol (EtOH) 

eklenerek DNA tekrar çöktürülür.    

• Etanol kurutulduktan sonra 20 µl TE eklenerek gece boyunca oda sıcaklığında 

DNA çözdürülecektir.  

• İzole edilen total DNA konsantrasyonları spektrofotometrede ölçülür.  

3.2.7.2. Bisülfit modifikasyon ve metilasyon spesifik PCR (MSP) 

Metile olmuş sitozinlerde her hangi bir değişiklik olmadan, unmetile sitozin 

rezidülerinin  urasile dönüştürülmesi prosesidir.  Genomik DNA nın  bisülfit dönüşümü 

için Zymo EZ DNA Methylation-GoldTM kit (D5005,Zymo Research Corp,Orange,CA) 

uygulanacaktır. 
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Orijinal sekans                                                                   Bisülfit işlemi sonrası 

Unmetile DNA A-C-G-A-C-G-A-C-G-A                     A-U-G-A-U-G-A-U-G-A 

Metile DNA A-C-G-A-C-G-A-C-G-A                          A-C-G-A-C-G-A-C-G-A 

Bu dönüşümlere uygun olarak oluşturulan metile ve unmetile primer çiftleri 

dönüşüm sonrası,  farklı kalınlıkta ve büyüklükte bantlar vermektedir.  Örneklere MSP 

uygulamasıyla, aynı örneğin metile ve unmetile primerleri ile iki ayrı reaksiyonu 

kurularak gerçekleştirilmesi planlanmaktadır.  Bant kalınlıklarına göre ilgili dizinin 

metile veya unmetile durumu değerlendilecektir. 

DNA’nın bisülfit dönüşümü için Millipore CpGenome Turbo DNA Modification 

Kit protokolü takip edilecektir. 

Bisülfit dönüşümü yapılmış olan DNA kalıp olarak kullanılıp kaspaz 3, kaspaz 8 ve 

kaspaz 9 başta olmak üzere anlamlı sonuç elde edilen genlerin metilasyon durumunu 

belirlemek için MSP yöntemi uygulanacaktır.  

 PCR koşulları 

95oC 5 dk başlangıç denatürasyonu, 40 döngü; 94oC-30s, 50oC- 30 s, 72oC-30s ve 

bitiş 72oC 7 dk, şeklinde yapılması ön görülmekte ve gerekli optimizasyonlar 

yapılacaktır.  PCR sonuçları denatüre etmeyen jel üzerinde incelenecektir. 

3.2.8. İmmunblot analizi  

Hücrelere ilaçların farklı doz ve konsantrasyonlarda uygulamasının apoptotik 

düzenlenmeyle ve hücre döngüsüyle ilişkili proteinlerin ifade düzeylerinin 

gösterilebilmesi için total protein içerikleri özütlenerek, hedef proteinlerin ifade 

düzeyleri incelenecektir.  Bu nedenle 4X 105 hücre/kuyucuk olacak şekilde 6 kuyucuklu 

hücre petrilerine ekildikten ve ilaç uygulaması yapıldıktan sonra soğuk 1X PBS ile 

yıkanacaktır.  Proteinlerin özütlenmesi için içerisinde 20 mM Tris-HCL (pH 7. 5), 150 

mM NaCL, NP-40 % 0. 5, (v/v), 1mM EDTA, 0. 5 mM PMSF, 1 mM DTT, proteaz 

inhibitör (Complete EDTA-free, Roche) bulunan çözelti hazırlanacaktır.  Kazıyıcı 

yardımı ile toplanan hücre kalıntıları, 1X PBS içerisinde 300 g’de 5 dakika santrifüj 

edilecektir.  Üst sıvı atılır ve ve uygun miktarda protein özütleme çökeltisi eklenir.  20 

dakika buz üzerinde bekletildikten sonra karışım 15 dakika boyunca, 13200 g’ de 4°C’ 

de santrifüj edilecektir.  Üst sıvı yeni bir mikrofüj tüpüne alınacaktır. 
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Bradford yöntemi ile (Bradford çözeltisi, Biorad) protein konsantrasyonu BSA 

ile elde edilen standart eğriye göre belirlenecektir.  Hazırlanan % 8-12’lik SDS-PAGE 

akrilamid jel’e yüklenen örnekler yürütüldükten sonra nitroselüloz membrana (Biorad) 

aktarılarak, uygun primer ve sekonder antikorlar ile inkübe edilecektir. (Kaspaz7, 

Kaspaz 9, Kaspaz3, gibi üst yolak protein ilişkilerine bakılacaktır).  Hedef proteinlerin 

ifadesi kemilüminesans ajanlar ile (Lumi-Light Plus, Roche) inkübe edildikten sonra 

film (Roche) üzerine geçirilerek analiz edilecetir.  Elde edilen sonuçlar antikorlarından 

arındırılan membranlarda yeniden inkübasyon ile β- aktin belirlemesinden sonra ImageJ 

programı ile değerlendirilerek sunulacaktır.  

3.2.8. İstatistiksel analiz 

Üç deney tekrarlarıyla elde edilen verilerin ortalaması alınarak sonuçlar 

oluşturulmuş olup bu elde edilen veriler Graph Pad 4.04 istatistik programı ile analizleri 

gerçekleştirilmiştir.  Karşılaştırılmalarda bağımsız t testi kullanılmış olup anlamlı 

değişiklikler için p değeri< 0.05 belirlenmiştir. 

P>0,05  

P<0,05 önemli düzeyde farklılık 

P<0,01 çok önemli düzeyde farklılık 

P<0,001 ileri düzeyde farklılık olarak değerlendirilmiştir. 
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4. BULGULAR 

4.1. CAPE, ZEB, CAPE+ZEB Kombinasyonunun MDA-MB-231 Meme Kanseri 

Hücre Hattında Hücre Canlılığı Üzerine Etkisi 

Amaç Farklı konsantrasyonlarda (0-160 µM) CAPE ve ZEB ile muamele 

edilmeleri sonucunda MDA-MB-231 meme kanseri hücre hattında CAPE ve ZEB’in 

hücre canlılığı üzerine etkisini belirleyebilmek için MTT hücre canlılığı testi 

uygulanmıştır (şekil 4. 1). 

0 µM %100 kabul edilerek diğer örneklere ait canlılık değerleri oransal olarak 

ortalama absorbans değerlerinden hesaplandı. Bulgular CAPE VE ZEB’in ayrı ayrı 

kullanımının MDA-MB-231 hücrelerinde hücre ölümüne neden olduğunu 

göstermektedir (şekil 4. 1). 

CAPE için 70 µM ZEB için 80 µM % 50 hücre canlılığı görülmüştür.   Bu 

nedenle ilaç dozları CAPE 70 µM, ZEB 80 µM olarak belirlenmiştir.  CAPE+ZEB 

kombine uygulamada da ilaçların çeyrek dozları baz alınarak sonuçlar desteklenmiştir 

(şekil 4. 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil.4.1. ZEB ve CAPE’in MDA-MB231 hücre hatlarında 24 saatteki hücre canlılığına 

etkisinin incelenmesi (0-160uM).  MDA-MB-231 hücre hatlarından 1x104 hücre 96 kuyucuklu 

petrilere ekilmiştir. Belirli dozlar arasında (0-160uM) ZEB uygulamasından 24 saat sonra 

hücre canlılığı MTT testi ile belirlenmiştir.  Elde edilen verilere göre 80 µM ZEB, 70 µM 

CAPE’in etkin doz olduğu gösterilmiştir.      
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Şekil 4.2. CAPE ve ZEB’in kombine dozlarının MDA-MB-231 hücre hatlarında 24 saatte ki 

hücre canlılığına etkisinin incelenmesi.  MDA-MB-231 hücre hatlarından 1x104 hücre 96 

kuyucuklu petrilere ekilmiştir. CAPE ve ZEB’ in çeyrek dozlarından oluşan (CAPE:17,5 µM ve 

ZEB:20 µM) kombine uygulamasından 24 saat sonra hücre canlılığı MTT testi ile 

belirlenmiştir. 

 

MDA-MB-231 hücrelerinde 70 µM CAPE ve 80 µM ZEB’in zamana bağlı olarak 

hücre sağ kalım üzerine etkisini belirleyebilmek için hücre sağ kalım testi yapılmıştır. 

24, 48, 72, 96 saat inkübasyonları yapıldı ve 24 saat olacak şekilde her gün aynı saatte 

iki tekrarlı olarak hemositometre ile MDA-MB-231 meme kanseri hücrelerinin 

sayımları yapıldı.  Bu analizler sonucunda bir grafik oluşturuldu (şekil 4. 3). 

İlaç uygulanmayan kontrol grubunda hücre sayısının saat aralıklarına göre arttığı,  

CAPE, ZEB, CAPE+ZEB konsantrasyonlarının uygulanmasıyla hücre canlılığının 

azaldığı tespit edilmiştir.  Aynı zamanda bu çalışmanın amacı olan CAPE+ZEB’in 

beraber kullanımıyla, ilaçların ayrı ayrı verildiğinde yarattığı toksik etkinin azaltıldığı 

görülmüştür.  CAPE ve ZEB ayrı uygulanan hücrelerde 24 saatte toksik etkiden dolayı 

ani hücre ölümlerine sebep olduğu bu etkinin ilaçların çeyrek dozlarından oluşan 

kombine uygulamasıyla saatlere göre orantılı bir şekilde hücre canlılığının azalmasını 

sağladığı böylece ilaçların hücrede yarattığı toksisitenin azaltılması yönünde beklenen 

sonuçların elde edildiği gözlenmiştir (şekil 4. 3). 
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Şekil 4. 3. CAPE, ZEB ve kombine ilaç uygulanmasının MDA-MB-231 meme kanseri 

hücrelerinin çoğalması üzerine etkisinin gösterilmesi.  MDA-MB-31 meme kanseri hücreleri 6 

kuyucuklu petrilere 80x103 hücre olacak şekilde ekildi.  İlaç uygulanmayan Kontrol, 70µM 

CAPE, 80µM ZEB ve 20µM ZEB+ 17,5µM CAPE ilaç kombinasyonu 24 saat, 48 saat, 72 saat 

ve 96 saat zamana bağlı olarak denendi.  Hücrelere  %0. 4 (w/v) Tripan Blue (50 μl) ve 1xPBS 

(50 μl) 1: 1 oranında eklendi. Neubauer hemositometre ile hücreler sayıldı.  Y ekseni 

boyanmayan canlı hücre sayılarını göstermektedir. 

4.2. CAPE, ZEB, CAPE+ZEB Kombinasyonunun MDA-MB-231 Meme Kanseri 

Hücre Hattında Hücre Metastaz Üzerine Etkisi 

CAPE ve ZEB’in hücredeki metastatik etkisini ve hücrelerin tek başına 

bırakıldığında nasıl davrandığını belirlemek için koloni oluşum testi yapılmıştır. 

70µM CAPE uygulanan hücreler, ilaç uygulanmamış kontrol gruplarıyla 

karşılaştırıldıklarında zamana bağlı olarak hücre proliferasyonunda azalma görülmüştür.  

80µM ZEB uygulanan hücreler, ilaç uygulanmamış kontrol gruplarıyla 

karşılaştırıldıklarında zamana bağlı olarak hücre proliferasyonunda azalma gözlenmiştir.  

CAPE ve ZEB uygulanan hücreler karşılaştırıldığında ZEB uygulananan 

hücrelerdeki hücre proliferasyonundaki azalmanın daha fazla olduğu görülmüştür.  

İlaçların yarattığı toksisitenin giderilmesi için uygulanan kombine terapinin tek 

başlarına ilaç uygulanmasına oranla hücre proliferasyonundaki toksisiteyi azalttığı 

gözlenmiştir (şekil 4. 4). 
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Şekil 4. 4. CAPE, ZEB ve CAPE+ ZEB Kombinesinin MDA-MB-231 Hücre Hattı Hücrelerinin 
Metastazı Üzerindeki Etkisinin Belirlenmesi.  MDA-MB-231 meme kanseri hücreleri 4x103 

hücre/ kuyucukolacak şekilde 6 kuyucuklu petrilere ekimi yapıldı.  Hücreler 70 µM CAPE , 80 
µM ZEB, 17,5 µM CAPE+20Um ZEB kombinasyonu ile 24, 48, 72 saat muamele edildikten 
sonra ilaçsız medya ile değiştirilerek hücrelerin büyümesi incelendi.  14 gün sonunda hücreler 
metanol asetik asit (3:1) ile 5 dakika muamele edilerek fikse edildi.  Hücreler %0,5’ lik Kristal 
viyole ile 20 dk muamele edildikten sonra yıkandı ve görüntüler trans UV ile çekildi. 

Hücrelerin yüzeye yapışmasının engellendiği ortamda hücrelerin büyüyebilme 

yeteneğinin ölçülmesi amacı ile Soft- Agar koloni oluşum testi yapılmıştır.  70 µM 

DMSO uygulanan hücrelerde, hiçbir ilaç uygulanmamış kontrol grubuna benzer bir 

şekilde DMSO’nun hücre büyümesini ve koloni oluşumunu engellemediği görülmüştür. 

70 µM CAPE ile 80 µM ZEB uygulanan hücrelerde yüzeye bağımsız olarak koloni 

oluşumunu ve büyümesini engellediği belirgin bir şekilde gözlenmiştir. CAPE ve ZEB 

in beraber kombinasyonu uygulandığında ilaçların ayrı ayrı uygulanmasına oranla, 

toksisiteyi azaltarak yüzeye bağımsız olarak koloni oluşumunu ve büyümesini daha az 

engellediği tespit edilmiştir. 
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Şekil 4. 5. Hücrelerin Yüzeye Yapışmasının Engellendiği Ortamda Hücrelerin Büyüyebilme 

Yeteneğinin Ölçülmesi.  MDA-MB-231 meme kanseri hücreleri 1,5x104 hücre/kuyucuk olacak 

şekilde %0,5 agoroz ile kaplanan 6 kuyucuklu petrilere ekildi.  70 µM CAPE, 70 µM DMSO, 80 

µM ZEB, 17,5 µM CAPE+20 µM ZEB kombinasyonu ile15 gün muamele edildi. Oluşan 

kolonileri gözlemleyebilmek için  % 0,005’ lik Kristal viyole ile 20 dk bekletildi.  Soft agarda 

hücrelerin oluşturduğu koloniler ışık mikroskobunda incelenerek fotoğrafları çekildi. 

CAPE, ZEB ve CAPE ve ZEB kombinasyonunun MDA-MB-231 meme kanseri 

hücrelerinde lateral hücre hareketi üzerindeki etkileri yara iyileşme analizi ile tespit 

edilmeye çalışılmıştır (şekil 4. 6).  MDA-MB-231 meme kanseri hücre hattının kontrol 

grubunda açılan yara genişliğinin zamana bağlı olarak yavaş yavaş kapandığı 

gösterilmiştir.  DMSO uygulanmış hücrelerde açılan yara genişliğinin kontrole benzer 

bir şekilde zamana bağlı olarak yavaş yavaş kapandığı saptanmıştır.  70 µM CAPE ve 

80 µM ZEB uygulanan hücrelerde yara genişliği kapanmasının engellendiği ve 24 

saatten sonra hücrelerin toksik etkisinden kaynaklı hücre proliferasyonunun arttığı ve 

hücrelerin yapıştığı yerden kalktığı düşünülmektedir.  CAPE+ ZEB kombine terapisi ile 

ilaçların ayrı ayrı kullanıldığında oluşturdukları sitotoksisitenin azaltıldığı 

gözlenmektedir. 48. saatte ilaçlı hücrelere oranla CAPE+ ZEB Kombinesinin 

uygulanmasıyla toksisite azaltılarak hücrelerin proliferasyonun daha az olduğu ve 

hücrelerin yüzeye yapışık kaldığı ve oluşturulan yaranın kapandığı tespit edilmiştir ( 

şekil 4. 6). 

 

 

 

Kontrol                DMSO                CAPE                          ZEB                    CAPE+ ZEB 
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Şekil 4. 6. CAPE, ZEB,  Ve CAPE+ZEB Kombinasyonun MDA-MB-231 Meme Kanseri 

Hücrelerinde Lateral Hücre Hareketi Üzerindeki Etkilerinin Belirlenmesi.   Yara kapanmasına 

ait Işık mikroskobu görüntüleri. 
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4.3. CAPE, ZEB, CAPE+ZEB Kombinasyonunun MDA-MB-231 Meme Kanseri 

Hücre Hattında Hücre Anti-Metastaz Üzerine Etkisi 

DNA, ilaç verilmiş hücrelerden izole edildi, daha sonra bisülfit modifikasyonları 

yapıldı. TP53, kaspaz-9, kaspaz-8 ve kaspaz-3 genlerinde metilasyonu durumu 

Metilasyona Spesifik PCR (MSP) ile analiz edilmiştir. 

Kaspaz-9 Geni Jel Görüntüsü 

CAPE, ZEB ve CAPE+ ZEB kombinesi uygulanan MDA-MB-231 meme 

kanseri hücrelerinde kaspaz-9 genin metile/unmetile durumlarının incelenmesi 

hedeflenmiştir.  MDA-MB-231 kanser hücrelerinin kaspaz-9 geni için yapılan 

uygulamada kontrolün metile bandı, unmetile bantla birbirlerine yakın değerler 

göstermektedir.  Unmetile durumu belirten asıl bant üstteki ince banttır.  ZEB’in 

80µM‘lık dozu tek başına uygulanmış ve belirgin bir şekilde unmetile olarak tespit 

edilmiştir.  ZEB için istenilen sonuca paralel olarak metile bant görülmemektedir.  

ZEB’ in 80µM‘lık dozu MDA-MB-231 meme kanseri hücrelerinde genin metile 

durumunu unmetile olarak değiştirmektedir. Sonuç itibariyle kaspaz-9 geninin 

aktivasyonunu sağladığı ifade edilmektedir. 

CAPE’in 70µM 'lık dozu ayrı uygulanmıştır.  Uygulamalardan aldığım sonuçlar 

neticesinde 70 µM CAPE uygulamasının metile bir profil oluşumunda etkili olduğu 

saptanmıştır.  Buna karşılık kombine terapiye bakıldığında  (20µM Zebularin+ 17,5µM 

CAPE) CAPE’in etkisinin tersinde ve ZEB daha etkin bir unmetile durum 

görülmektedir. Buda daha aktif bir apoptotik indüklemeyle alakalı olduğu 

düşünülmektedir (şekil 4. 7). 

Bu çalışmada gösterilmesi amaçlanan hedef, kombine terapinin meme kanserli 

insanlarda apoptotik yolun indüklenmesinde ilaçların ayrı ayrı kullanılmasına oranla 

ilaçların çeyrek dozlarından oluşan kombinenin kullanılmasının daha etkili 

olabileceğidir. 
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Şekil 4.7. MDA-MB-231 Meme Kanseri Hücre Hatlarında Kaspaz-9 Geninin Metile Ve 

Unmetile Örneklerinin Jel Görüntüleri.  Örnekler sırasıyla M:Marker(100bp); Su kontrolü; K1: 

İlaç uygulanmamış Kontrol; Z1: 80µM ZEB; C1: 70µM CAPE; A1: 20µM ZEB+ 17,5µM 

CAPE. 

 Kaspaz-8 Geni Jel Görüntüsü 

  CAPE, ZEB ve CAPE+ ZEB kombinesi uygulanan MDA-MB-231 meme 

kanseri hücrelerinde kaspaz-8 genin metile/unmetile durumlarının incelenmesi 

hedeflenmiştir.   

70µM CAPE ve 80µM ZEB ayrı ayrı uygulanmış ve %50 oranında metile- unmetile 

bir profil gösterilmiştir.  İlaçların ayrı uygulanmasına paralel olarak kombine tedavide 

de metile bir profil saptanmıştır.  MDA-MB-231 meme kanseri hücrelerinde kaspaz-8 

yani ekstrinsik yol üzerinden uyarma sağlayamadığı tespit edilmişir.  Apoptotik uyarım 

intrinsik yol (şekil 2. 8) üzerinden veya farklı bir yol üzerinden sağlanmaktadır. 
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Şekil 4.8. MDA-MB-231 Meme Kanseri Hücre Hatlarında Kaspaz-8 Geninin Metile Ve 

Unmetile Örneklerinin Jel Görüntüleri.  Örnekler sırasıyla M:Marker(100bp); Su kontrolü; K1: 

İlaç uygulanmamış Kontrol; C1: 70µM CAPE; Z1: 80µM ZEB; A1: 20µM ZEB+17,5µM 

CAPE. 

Kaspaz-3 geninin jel görüntüleri 

CAPE, ZEB ve CAPE+ ZEB kombinesi uygulanan MDA-MB-231 meme 

kanseri hücrelerinde kaspaz-3 genin metile/unmetile durumlarının incelenmesi 

hedeflenmiştir.   

80µM ZEB MDA-MB-231 hücrelerine tek başına uygulandığında unmetile bir 

profil göstermektedir.  70µM CAPE’in MDA-MB-231 hücrelerine tek başına 

uygulanması ise daha çok metile bir profil sergilemekle birlikte belirgin olmasa dahi 

unmetile bant gösterilmektedir. 

Kaspaz-8 ve kaspaz-9’un birleştiği noktalardan biri olan kaspaz-3 bir seri 

kaskadı başlatarak apoptozu indükler bu anlamda önemli olup apoptozun başlaması 

hakkında daha net bir fikir vermektedir.  Kaspaz-9 ve kaspaz-8 hücre içi sinyallerle 

durdurulabilirken kaspaz-3 apoptotik sinyal kaskadını indüklediğinde apoptoz hızlı bir 

şekilde devam etmektedir.  

Jel görüntülerini ele aldığımızda kombine ilaç uygulaması (20µM ZEB+17,5µM 

CAPE) başarılı olarak gösterilmektedir.  %50 oranında metile–unmetile bir profil ifade 

edilmektedir (şekil 4. 9). 
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Şekil 4.9. MDA-MB-231 Meme Kanseri Hücre Hatlarında Kaspaz-3 Geninin Metile Ve 

Unmetile Örneklerinin Jel Görüntüleri.  Örnekler sırasıyla M: Marker(100bp); Su kontrolü; K1: 

İlaç uygulanmamış Kontrol; Z1: 80µM ZEB; C1: 70µM CAPE; A1: 20µM Zebularin+17,5µM 

CAPE. 

TP53 geninin jel görüntüsü 

CAPE, ZEB ve CAPE+ ZEB kombinesi uygulanan MDA-MB-231 meme 

kanseri hücrelerinde TP53 genin metile/unmetile durumlarının incelenmesi 

hedeflenmiştir.   

MDA-MB-231 meme kanser hücrelerine 70 µM CAPE iki kontrollü olarak tek 

başına uygulanmıştır.  Her bir kontrol için metile ve unmetile primerlerle reaksiyon 

kurulmuştur.  ZEB 80µM ve kombine dozları (20µM ZEB+17,5µM CAPE) da aynı 

şekilde iki kontrollü olarak jele yüklenmiştir. 

Uygulanan dozlar da bant görüntülerinin arasında anlamlı bir farklılık 

görülmemektedir. Uygulanan örnekler %50 oranında metile-unmetile durum ile 

ilişkilidir (şekil 4. 10). Fakat ilaçların ayrı uygulanmasının sitotoksik etkiler 

gösterebildiği ifade edildiğinde, aynı zamanda yaptığım diğer deneylere paralel olarak 

elde ettiğim sonuçlara göre tedavi amaçlı kombine ilaç terapisinin ilaçların ayrı 

kullanılmasına oranla daha yararlı olabileceği düşünülmektedir. 
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Şekil 4.10. MDA-MB-231 Meme Kanseri Hücre Hatlarında TP53 Geninin Metile Ve Unmetile 

Örneklerinin Jel Görüntüleri.   Örnekler sırasıyla M:Marker(100bp); K1 ve K2: İlaç 

uygulanmamış Kontrol; C1 ve C2: 70µM CAPE; A1 ve A2: 20µM ZEB+17,5µM CAPE; Z1 ve 

Z2: 80µM ZEB  

Kontrol grubu ile karşılaştırmalı olarak MSP, sonucunda elde edilen veriler; 

 Metilasyon değişiklikleri; 

• TP53% 50 metillenmemiş        (p <0.05), 

• Kaspaz-9% 70 metillenmemiş  (p <0.001), 

• Kaspaz-8% 60 metillenmemiş  (p <0.01 ), 

• Kaspaz-3% 60 metillenmemiş  (p <0.01 ) gözlenmiştir. 

 

MDA-MB-231 meme kanseri hücrelerine CAPE, ZEB ve CAPE+ ZEB kombine 

ilaçlarının neden olduğu apoptik ölümün görsel olarak belirlenmesinin ardından, bu 

ilaçların tetiklediği apoptik hücre ölümü yolağı ile ilişkili proteinler üzerindeki etkisini 

incelemek için apoptotik yolakta görev alan proteinler immunblotlama yöntemi ile 

belirlenmiştir. 

Uygulanan ilaçların kaspaz-3 geninde ilaç uygulanmayan kontrol grubunda 

bantlaşma görülmezken ilaçların ayrı kullanılmasıyla CAPE ve ZEB de bant çizgisi 

belirgin olmamakla birlikte belirginlik seviyesi ilaçların kombine terapisi ile 

bantlaşmanın belirginliği fark edilebilir seviye de ilaçlara oranla daha fazla olduğu 

görülmektedir (şekil 4. 11). 
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İlaçların kaspaz-7 geninde ilaç uygulanmayan kontrol grubunda bantlaşma 

görülmezken ilaçların ayrı kullanılmasıyla CAPE ve ZEB de bant çizgisi belirgin 

olduğu görülürken ilaçların kombine uygulandığında aktifliği azılmış olduğu belirgin 

bir seviyede gösterilmiştir (şekil 4. 11). 

Uygulanan ilaçlarda kaspaz-9 geninde ilaç uygulanmayan kontrol grubunda 

ilaçlıların ayrı kullanılması sonucunda CAPE ve ZEB ilaçlarının belirginliği daha fazla 

olduğu ve ilaçların kombine terapisinde kontrol grubuna yakın bir değerde olduğu tespit 

edilmiştir (şekil 4. 11). 

 

Şekil 4.11. MDA-MB-231 Meme Kanser Hücre Hattında CAPE, ZEB ve CAPE+ZEB Kombine 

Terapisinin Kaspaz-9 Ve Kaspaz-3/7 Ekpresyonuna Etkisi İmmunblotlama Tekniği.  LICOR 

CLx görüntüleme cihazı kullanarak elde edilen membran görüntüsü. 
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5. TARTIŞMA  

Çalışmamızda DNMT inhibitörü olan ZEB ile yeni nesil bir ilaç olan propolis 

özütü CAPE’in MDA-MB-231 meme kanseri hücre hattında öncelikle ilaçların ayrı ayrı 

kullanımı sonucu hangi değerdeki dozların uygulama için uygun olduğu belirlenmesi 

hedeflenmiştir.  Hücrelerin IC değerleri baz alınarak CAPE için 70 µM, ZEB için 80 µM 

doz değerlerinin uygun olduğu MTT testi ile belirlenmiştir.  Aynı zamanda ilaçların 

çeyrek dozları alınarak kombine ilaç uygulaması da MDA-MB-231 meme kanseri hücre 

hattına uygulanmıştır. 

Çalışmamızda MTT testi ile belirlenen ilaç dozlarının MDA-MB-231 meme 

kanseri hücre hattına uygulanmasıyla hücrelerde oluşabilecek sitotoksisitenin 

belirlenmesi amaçlanmıştır. Bu amaçla hücre büyümesi ve hücre proliferasyonu 

üzerindeki etkiler sağ kalım ve koloni oluşum, yara iyileşme analizleriyle gösterilmeye 

çalışılmıştır. Bununla beraber hücre kültüründe büyütülen hücrelerden DNA izolasyonu 

yapıldıktan sonra bisülfit modifikasyon işlemi uygulanmıştır. Modifiye edilen 

örneklerin metilasyon spesifik PCR yöntemiyle, TP53, kaspaz-3, 7, 8, 9 genleri için 

metilasyon analizleri gerçekleştirilmiştir. Ayrıca kaspaz-3, 7, 9 genlerinin apoptozu 

indükleme süreçleri immunblotlama yöntemiyle gerçekleştirilmiştir. 

CAPE ve ZEB ilaçlarının farklı meme kanseri hücre hatlarında ayrı ayrı 

uygulanmalarının mevcut olmasına rağmen bu iki ilacın kombine kullanımına 

rastlanmamaktadır. Bu nedenle bu çalışmamızın özgün değeri korunmaktadır.  

Çalışmamızın sonuçları literatür ile karşılaştırılarak tartışılmıştır. 

5.1. Elde Edilen Verilerin Literatür Bilgileri ile Karşılaştırılması 

5.1.1. CAPE’in MDA-MB-231 meme kanseri hücre hattına etkilerinin literatürdeki 

diğer çalışmalar ile karşılaştırılması 

Yapılan bir çalışmada CAPE’in anti-inflamatuar, anti-mantar, anti-viral, anti-

bakteriyel olmak üzere bir dizi önemli biyolojik etkilere sahip olduğu belirtilmiştir 

(Son, ve Lewis, 2002; Yang, vd., 2005).  Yapılan başka bir çalışmada meme kanser 

hücreleri dahil bir çok kanser tipinde sitotoksik etkisi belirlenirken normal hücrelerde 

bu etki gözlenmediği belirtilmiştir (Xiang, vd.,2006; Omene ve Wu., 2012). 
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 Bizim çalışmamızda CAPE’in sitotoksik etkisi MDA-MB-231 meme kanseri 

hücre hattına uygulanan MTT testi ile gösterilmiştir. CAPE’in 70 µM doz değerinin % 

50 canlılığa sahip olduğu gösterilmiştir. CAPE’in belirlenen doz değerinin hücre sağ 

kalım üzerine etkisinin belirlenmesi için sağ kalım testi yapılmıştır ve 24 saatte ilacın 

toksik etkisi gösterilmeye çalışılmıştır. Bu sonuçlar değerlendirildiğinde 70 µM 

CAPE’in MDA-MB-231 meme kanseri hücrelerinde büyümeyi inhibe ettiği 

söylenebilir. 

 Omene ve arkadaşları (2012), CAPE’in MCF7, SKBR3 meme kanseri hücre 

hatları üzerinde etkinliğinin hücre canlılığı üzerine etkisini araştırmış 72. saatte MCF7 

IC50 değerinin 20 μM ve SKBR3 IC50 değerinin 35 μM olduğunu belirlemişlerdir. 

Bizim çalışmamızda Omene ve arkadaşlarının belirlediği doz değerlerinden daha 

yüksek doz seçilmiştir. Bu bulgularla çalışılan hücrelerin meme kanseri hücre hattı 

hücreleri olmalarına rağmen, farklı özelliklere sahip olduklarını düşündürmektedir.  

Farklı meme kanseri hücre hatlarında CAPE için düşük doz seçimi hücre canlılığı ve 

hücre proliferasyonuna yönelik toksik etkisinin gösterilmesi adına bizim çalışmamızla 

korelasyon oluşturmaktadır. Bununla birlikte Omene ve arkadaşları CAPE’in SKBR3 

meme kanseri hücre hattında HER2 geni ekspresyonunu inhibe ettiğini ilk kez 

göstermişlerdir. Bizim çalışmamızda kullanılan MDA-MB-231 meme kanseri hücre 

hattı HER2 negatif olduğu için CAPE’in HER2 ekspresyonunu arttırıcı ya da azaltıcı 

yönde etkisinin olmadığını düşündürebilir. 

Lee ve arkadaşları (2003), CAPE ile C6 gliom hücrelerinde yaptıkları çalışmada, 

IC50 değerini 50 µM bulmuşlardır. Bizim çalışmamızda MDA-MB-231 meme kanseri 

hücre hattı hücrelerinde IC50 değeri 70 µM olarak belirlenmiştir. Lee ve arkadaşlarının 

belirlediği doz değerinin bizim çalışmamıza yakın olması, hücre canlılığı ve hücre 

proliferasyonu üzerindeki etkilerinin benzer olabileceğini düşündürmektedir. 

Biray ve arkadaşları (2006), CCRF-CEM Akut Lenfoblastik Lösemi (ALL) 

hücre hatlarında CAPE uygulamasının hücre canlılığı üzerine 10 µM dozunun 

kullanılması dışında diğer uygulanan dozların logaritmik olarak anlamlı bir sitotoksisite 

gösterdiğini bulmuşlardır. CAPE’in CCRF-CEM hücre hattı üzerinde sitotoksisitesinin 

gösterilmesi amacıyla, tripan mavisi boyası sağ kalım testi ve XTT yöntemi 

uygulamışlardır.  
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 CAPE’in 1 µM ile 10 µM aralığındaki konsantrasyonlarda tripan mavisi boyası 

testi ile sitotoksisitesi değerlendirilmesinde, propolisin IC50 dozunu temel sitotoksisite 

olarak kullanmışlardır.  

CAPE’in CCRF-CEM hücre hattında kullanılan doz ve zamana bağlı olarak 

sitotoksik etki gösterdiği buna dayanarak IC50 dozunun 1 µM olarak belirlenmesini 

uygun bulmuşlardır. Biray ve arkadaşlarının elde ettiği sonuçlar bizim çalışmamızın 

amacını desteklediği, MDA-MB-231 meme kanseri hücre hattında da CAPE’in toksik 

etkisi olduğu fakat CCRF-CEM hücre hattının sitotoksisiteye duyarlılığının çok fazla 

olduğunu düşündürmektedir. CAPE’in tümöral veya viral olarak aktarıma uğramış 

hücreler üzerinde sitotoksik etkisinin bulunduğu gösterilmeye çalışılmıştır. Bununla 

birlikte  normal hücreler üzerinde bir etkisi olmadığı ifade edilmiştir (Grunberger, vd., 

1988; Chen, vd., 1996; Su, vd., 1994).  

Ayrıca, Biray ve arkadaşları (2006), hücre canlılığı ve hücre proliferasyonu 

dışında CAPE’in IC50 değeri ile apoptoz değerlendirmesi yapmışlardır. Değerlendirme 

de 2 yöntem kullanılmıştır.  Birinci yöntem olarak kullanılan Elisa, apoptotik hücrelerde 

48 saatte % 35’lik bir artış olduğunu göstermiştir. İkinci yöntem olan Akridin- Oranj 

Etidyum Bromid boyama ile %53’lük artış olduğu bulunmuştur. Bu bulgularla Akridin- 

Oranj Etidyum Bromid boyamanın daha kullanışlı olabileceğini göstermektedir. Bizim 

çalışmamızda apoptotik genlerin (kaspaz-7, 3, 9) ekspresyon seviyelerinin gösterilmesi 

için immunblotlama yöntemi kullanılmış olup,  CAPE terapisi uygulanan hücrelerde 

kaspazların ekspresyon seviyeleri artmıştır. Bu sonuçlara dayanarak CCRF-CEM hücre 

hattında apoptotik etkilerin gözlendiği belirtilmesi bizim çalışmamıza koreledir.  

  Brudzynski ve Carlone (2004), MCF-7 ve MDA-MB-435 meme kanseri hücre 

dizisinde CAPE’in IC50 değerini 5,95 µM olarak belirlemişlerdir. Rossi ve arkadaşları 

(2002), J774 Makrofaj hücre dizisinde 1,5 µM olarak bulmuşlardır. Bizim çalışmamızda 

ise MDA-MB-231 meme kanseri hücrelerine MTT testi sonucu belirlenen CAPE doz 

değeri ise 70 µM‘dır. Brudzynski ve Carlone, Rossi ve arkadaşlarının yaptığı 

çalışmalarda bizim çalışmamızda uygulanan doz değerinden oldukça düşüktür. 

Böylelikle MCF7 ve MDA-MB-435 meme kanseri hücre hatlarında, J774 Makrofaj 

hücre dizisinde CAPE’in toksik etkisinin daha fazla olduğu söylenebilir. 
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 Koru ve arkadaşları (2009),  Multiple Myeloma kanser hücre hattı olan ARH-77 

hücrelerine 100 μg mL−1 dozunda CAPE uygulaması yapmışlardır. 72. saatte CAPE’in 

büyümeyi %90. 4 oranında inhibe ettiği aynı zamanda % 80. 4 oranında sitotoksisite 

gösterdiğini göstermişlerdir.  

 Bununla birlikte apoptoz üzerine etkisi incelenmiş olup, CAPE dozu 22. 5 μg 

mL−1 olarak düşürüldüğünde 72. saatte hücreler %93. 2 oranında apoptozu tetiklediğini 

göstermişlerdir. Böylece daha öncede bahsedilen CAPE’in yüksek dozlarının zamana 

bağlı olarak büyümeyi inhibe edici özelliği olması ve sitotoksik etki yaratması tekrar 

desteklenmiştir. Ayrıca düşük doz kullanımının apoptozu tetikliyor olması apoptotik 

mekanizmalar üzerinde detaylı araştırmalar yapılmasını düşündürmektedir. Bu 

çalışmada da CAPE terapisi uygulanan MDA-MB-231 meme kanseri hücre hattında 

apoptotik yolakla ilişkili olduğu bilinen kaspazların ekspresyonunun artışı ile apoptozun 

indüklediği yöntemiyle gösterilmeye çalışmıştır. Ayrıca CAPE’in LD50 dozunda 

uygulanması ARH-77 hücrelerinden IL-6 salgılanmasını engellediği saptanmıştır. Bu 

bulgu ise CAPE’in tedavi edici özelliği olduğunu düşündürmektedir. 

 Kern ve McLennan (1998),  apoptoz indükleyen TP53 geninin tümör süpresör 

olarak görev yaptığını ve bu gende oluşan mutasyon ya da mutasyon kaybı %80 

oranında akciğer kanseri olgularında görülmekte olduğunu göstermişlerdir. Tümör 

dokusundaki proliferasyon artışı ile apoptozun indüklenme sürecinin artmasına neden 

olmaktadır (Soini, vd., 1998).  Bizim çalışmamızda MDA-MB-231 meme kanseri hücre 

hattında CAPE ve ZEB uygulamasıyla TP53 geninin MSP yöntemiyle metilasyon 

durumları incelenmiş olup TP53 geninin metile durumdan unmetile duruma geçtiği, bu 

bulgularla en çok çalışılan epigenetik değişiklik olan DNA metilasyonu üzerine 

etkilerinin olduğu gösterilmiştir. TP53 geninin metillenmesi o genin ekspresyonunu 

inhibe eder. Böylece hücre siklusunun G1 fazının durdurulması engellenerek apoptotik 

indüklenmenin inhibe edilmesiyle kanser gelişimini tetikleyici etkisinin olduğunu 

düşündürmektedir. İlaç terapileriyle TP53 geninin ekspresyonu arttırılmaktadır. Bizim 

çalışmamız da ayrıca TP53 geni dışında daha önce bahsedilen apoptotik yolakta sıklıkla 

karşılaştığımız kaspazlarında (kaspaz-3, 7, 8, 9) metilasyon durumları incelenmiştir. 

Böylelikle uygulanan ilaç terapisi ile ilgili genlerde kaspaz-8 dışında diğerlerinin metile 

durumdan unmetile duruma geçtiği gözlemlenmektedir. 
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  Metile olup eksprese olamayan genlerin uygulanan ilaçlarla ekspresyon 

seviyelerinin arttırıldığı tespit edilmiştir. Kern ve McLennan ve bizim çalışmamız 

korelasyon göstermektedir. 

 Wu ve arkadaşları (2011), CAPE aracılı apoptoz, kaspaz-3 ün aktivasyonu 

aracılığıyla BCL-2’nin gen anlatımındaki azalma ve insan lösemi HL-60 hücrelerinde 

anti-apoptotik bir protein olan Bax‘ın gen ekspresyonundaki artışın belirgin hale 

gelmesi için beraber hareket ettiğini ifade etmişlerdir. Bizim çalışmamızda MDA-MB-

231 meme kanseri hücrelerine CAPE kullanımı ile kaspaz-3 ekspresyonun arttığı bunun 

sonucu olarak pro-apoptotik genlerin seviyesini arttırarak apoptozu indüklediğini 

düşündürmektedir. 

 Kim (2013), CAPE’in P38 ve JNK sinyalizasyonunun regülasyonu vasıtasıyla 

TRAIL reseptörlerin (DR4, DR5) ifadesinin artması yoluyla SK-HEP1 hücrelerinde 

TRAIL ile indüklenen apoptozu arttırdığını göstermiştir. Böylelikle ekstrinsik yolak 

üzerinden apoptozun tetiklendiğini göstermiş olduğu düşünülebilir. Bizim çalışmamızda 

CAPE’in tek başına kullanımı ve ZEB ile beraber kullanımı ile intrinsik ve ekstrinsik 

apoptotik yolakta görev yapan farklı kaspazların (kaspaz-3, 7, 8, 9) ekspresyonlarının 

tetiklendiği gösterilmiştir. Yapılan çalışma ve bizim çalışmamızın korele yanının 

TRAİL resetörlerinin artışı ile ekstrinsik yolak üzerinden kaspaz-8, 9, 3’ün ekspresyon 

seviyelerinin arttrılması olduğu düşünülebilmektedir. 

 Öztürk ve arkadaşları (2013), melanoma, prostat ve akciğer kanseri üzerinde 

CAPE etkisini inceledikleri çalışmalarında kaspaz-3 indüklenmesi sonucunda hücrelerin 

apoptoza gittiğini göstermişlerdir. MDA-MB-231 meme kanseri hücre hattı incelenen 

bizim çalışmamızda Öztürk ve arkadaşlarına korele olarak CAPE’in kaspaz-3 

ekspresyonunu arttırdığı gözlenmiştir. 

 Watabe ve arkadaşları (2004), miyeloid lösemi U937 hücreleri üzerinde CAPE’ 

in 12 saatlik bir uygulama sonrası Bax ve TP53 transkripsiyonunu artırdığı dolayısıyla 

kanserli hücrelerde apoptozu indüklediğini göstermişlerdir. Bizim çalışmamızda MDA-

MB-231 meme kanseri hücre hattına CAPE’in 24 saatlik uygulama sonrası TP53 

geninin MSP yöntemiyle metilasyon durumları incelenmiştir.  
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 MDA-MB-231 meme kanseri hücre hattında metilasyonla ekspresyonu 

engellenen TP53 geninin CAPE uygulamasıyla tekrar eksprese olarak apoptozu 

tetiklediği gösterilmektedir. Watabe ve arkadaşlarının elde ettiği sonuç bizim 

çalışmamızla korelasyon oluşturmaktadır. 

CAPE’in apoptozla ilişkisi açıklanması ve bu amaçla kaspaz genlerinin 

indüklenme süreçlerinin farklı kanser hücre hatlarında da benzer şekilde etkiler 

göstermesi literatür araştırmalarıyla desteklenmiştir. 

5.1.2. Zebularin’in MDA-MB-231 meme kanseri hücre hattına etkilerinin 

literatürdeki diğer çalışmalar ile karşılaştırılması   

 Billiam ve arkadaşları (2010), MDA-MB-231 ve MCF-7 meme kanseri hücre 

hatlarında DNMT inhibitörü olan ZEB’in hücre proliferasyonuna etkisini MTT testi ile 

belirlemişlerdir. MTT testinde MDA-MB-231 hücre hattı için 150, 99 ve 88 μM ve 

MCF-7 için 426, 180, 149 μM uygulamışlardır. İki hücre hattı için sitotoksisite 

kıyaslaması yapıldığında, MDA- MB-231 meme kanseri hücre hattının ER negatif 

olmasından kaynaklı toksisiteye daha duyarlı olduğu düşünülmektedir. Bizim 

çalışmamızda da MDA-MB-231 meme kanseri hücre hattına 0-160 μM dozları 

uygulanarak ilacın 70 μM dozunun sitotoksisitenin oluşmaması adına en uygun değer 

olduğu belirlenmiştir. Bu bulgularla Billiam ve arkadaşlarının yaptığı çalışma bizim 

çalışmamızla korelasyon oluşturmaktadır. 

 Scott ve arkadaşları (2007), myeloid lösemi hücre hattı olan AML-193 

hücrelerinin tedavisi için 250 veya 500 μM zebularin uygulanmasıyla yaklaşık olarak % 

85 oranında hücre proliferasyonunda inhibisyona neden olduğunu göstermişlerdir. 

Billiam ve arkadaşları, Scott ve arkadaşlarının yaptığı çalışmalar ZEB’in yüksek 

konsantrasyonlarının hücre proliferasyonunu inhibe ederken sitotoksisiteye sebep 

olduğunu göstermektedir. Yapılan çalışmalar bizim çalışmamızla korelasyon 

oluşturmaktadır. 

Nakamura (2013), ZEB’in apoptozun instrinsik ve ekstrinsik yollarını 

tetiklediğini aynı zamanda çift zincirli RNA bağımlı protein kinaz (PKR) 

inhibisyonuyla apoptozu tetiklediğini ifade etmiştir.  



46 

 

Bizim çalışmamızda MDA-MB-231 meme kanseri hücre hattına ZEB 

uygulamasıyla kaspazların aktivasyonun arttığı belirlenmiştir. Böylelikle apoptoz 

indüklenmektedir. Özellikle Kaspaz-7 proteininin ekspresyon seviyesinin yüksek olması 

apoptozun ekstrinsik ve intrinsik yolaklarının her ikisi tarafından da etkinleştirilebilir 

olduğu düşüncesini oluşturmaktadır. 

 You ve Park (2014), ZEB uygulanmış akciğer kanseri hücre hattı A549 ve HPF 

hücrelerinde tümor süpresör geni olan TP53 aktivitesinin arttığı gözlenmiştir. You ve 

Park’ın elde ettiği sonuç bizim çalışmamızla korele olmakla birlikte ZEB’in farklı 

kanser hücre hatlarında apoptozun indüklenme sürecinin artmasıyla kanseri önleyici etki 

yaptığını düşündürebilir.  

Yeni tedavi yaklaşımlarında, ilaçları tek başına uzun süre kullanımlarının 

toksisite üzerine olumsuz etkisinden kaynaklı, farklı ilaçlarla kombin oluşturulması 

tedavilerin sağlıklı seyri için önem arz etmektedir.   

5.1.3. ZEB ve CAPE kombine ilaç terapisinin MDA-MB-231 meme kanseri hücre 

hattına etkilerinin literatürdeki diğer çalışmalar ile karşılaştırılması 

 Literatürde DNMT inhibitörü olan ZEB ile apoptotik yolak üzerinde etkinliği 

bilinen CAPE’in beraber kullanımına rastlanamamaktadır. Bu nedenle MDA-MB-231 

meme kanseri hücre hattına uygulanan CAPE+ZEB kombine terapi, CAPE ve ZEB için 

yapılan farklı araştırmalardan yararlanılarak tartışılmıştır. 

Omene ve arkadaşları (2012), CAPE’in kanser hücrelerinde kemoterapötik 

ilaçlara karşı dirence neden olan MDR-1 geninin, ekspresyonunu inhibe ettiğini 

göstermişlerdir.  In vitro ve in vivo ortamda CAPE ve taksol ilacının uygun dozlarda 

beraber muamele edildiğinde hücre büyümesi ve hücre döngüsü engellenmesi için daha 

güçlü sonuçlar vermiştir. Bu çalışma ile CAPE’in kemoterapötik ilaçlar ile 

kombinasyon halinde kullanılmasına izin verebildiğini göstermiştir. Bu bulgularla 

birlikte bizim çalışmamızda amaçlanmış olan apoptotik yolakta etkinliği bilinen CAPE 

ve DNMT inhibitörü olan ZEB’in kombine oluşturulmasının etkin sonuçlar 

verebileceğini düşündürmektedir. Bizim çalışmamızda CAPE+ZEB kombinasyonunun 

MDA-MB-231 meme kanseri hücre hattında uygulanmasının ilaçların ayrı ayrı 

kullanımından doğan toksisite gibi olumsuz koşulları en aza indirgeyip, toksisitenin 

azaltılması gibi olumlu sonuçlar ifade ettiği gösterilmiştir. 
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 Böylelikle CAPE+ZEB kombine ilaç terapisinin kullanılmasının yeni tedaviler 

için umut verici olduğu düşünülmektedir. 

Tolba ve arkadaşları (2013), CAPE’in prostat kanserinde Paklitaksel ve 

Dosetakselle kombinasyonlarının bu ilaçların IC50 volümlerinin önemli miktarda 

azalmasında etkili olduğu ve kaspaz-3’ün etkinliğinde tek başına yapılan ilaç 

uygulamalarına göre CAPE ile yapılan kombine uygulamaların 1,3 kat daha etkili 

olduğunu göstermişlerdir. Literatür araştırmalarıyla desteklenen çalışmamız MDA-MB-

231 meme kanseri hücre hattı hücrelerine ZEB ve CAPE’in tek başlarına 

uygulamalarına oranla ZEB+CAPE kombine ilaç terapisinin yapılan deneyler 

sonucunda hücre çoğalması, hücre proliferasyonu, apopototik mekanizmadaki 

etkileşimlerinin daha etkili olduğunu düşündürmektir. 

Billiam ve arkadaşları (2010), DNMT inhibitörü olan ZEB’in diğer 

DNTMi’lerin aksine birçok hücre hattında daha az toksik olduğunu bulmuşlardır. Bu 

nedenle ZEB’in etkin dozlarda tek başına ya da diğer 5-aza-dC gibi DNMT inhibitörleri 

ile kombine olarak uzun süreli uygulanmasına olanak sağladığı düşünülmektedir. 

Kanser hücreleri, epigenetik olarak susturulmuş genlerin yüksek oranda tekrar aktive 

olmasını sağlamaktadır. Bizim çalışmamızda MDA-MB-231 meme kanseri hücre 

hattına ZEB ilacının tek başına uygulaması ve ZEB’in CAPE ile kombine uygulaması 

gerçekleştirilmiştir. ZEB’in ayrı kullanımı hücreler üzerine sitotoksik etki yaparken 

CAPE ile beraber kullanımının sitotoksik etkiyi azalttığı yapılan deneylerle 

gösterilmeye çalışılmıştır. Ayrıca ZEB’in apoptotik süreçlerde de etkinliği 

bilinmektedir. Bu sebeple çalışmamızda MSP yöntemi ile TP53 ve farklı kaspaz 

genlerinin (kaspaz-3, 7, 9, 8) metilasyon durumları genlerin ekspresyon seviyelerine 

bakılarak değerlendirilmiştir. Genlerin metile (susturulmuş) durumdan unmetile 

(eksprese) olarak apoptozu indükledikleri gösterilmeye çalışılmıştır.  Ekstrinsik ve 

intrinsik yolaklar üzerinden apoptozu indükledikleri düşünülmektedir. ZEB’in hem tek 

başına kullanımı hemde CAPE ile kombine kullanımı apoptotik yolak üzerinde etkinliği 

bilinen kaspazların ekspresyonlarını arttırarak apoptozu indüklediği ayrıca 

immunblotlama yöntemiyle de gösterilmiştir. Böylece ekstrinsik ve intrinsik gibi farklı 

yolaklar üzerinden hareket ettiklerini düşündürmektedir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

Çalışmanın amaçları doğrultusunda öncelikle CAPE, ZEB ve CAPE+ZEB 

kombine uygulamasının hücre canlılığı, hücre proliferasyonu, üzerine etkileri ayrı ayrı 

çalışılması gerçekleştirilmiştir. Kombine uygulamanın MTT testi, sağ kalım testi ve 

koloni oluşum testleriyle toksisiteyi azalttığı tespit edilmiştir.  Bununla birlikte 

çalışmanın ikinci aşaması olan, apoptotik yolak üzerindeki etkilerinin protein düzeyinde 

belirlenmesi,  bu etkiler sonucunda apoptotik yolakla ilişkili proteinler olan kaspazların 

gen ifadesindeki değişimlerin araştırılması ve elde edilen verilere göre apoptoz ve 

epigenetik arasındaki ilişkinin ortaya konması amaçlanmıştır.  Bunun sonucunda MDA-

MB-231 meme kanseri hücre hattında ilaçların (CAPE, ZEB, CAPE+ZEB) 

uygulanmasıyla kaspaz genlerinin apoptotik yolak üzerindeki indükleyici etkisi MSP 

yöntemi ve immunblotlama analizi ile gösterilmiş olup kombin uygulamanın daha 

sağlıklı bir tedavi sağladığı yönünde varsayımları doğrular nitelikte olduğu 

gösterilmiştir.   

 MSP yöntemiyle, genlerdeki metile durumlar incelenmiş olup, MDA-MB-231 

meme kanseri hücre hattına uygulanan ilaçların kaspaz-8 üzerinden metile olma durumu 

ile ilgili bir etkiye sahip olmadığı gözlemlenmiştir. Elde edilen veriler neticesinde 

apoptotik uyarılmanın, iç sinyal yolu olan intrinsik yol üzerinden veya etkilenen farklı 

bir sinyal yolu üzerinden gerçekleşmekte olduğu varsayımları oluşturulmuştur. Diğer 

kaspazlar ve TP53 genlerinde metile durumlar gözlenmiştir. MDA-MB-231 hücre 

hattında epigenetik faktörlerin etkinliği gösterilmiştir. CAPE+ZEB kombine ilaç terapisi 

ile normal hücrelerde aktivasyonları olup, kanser hücrelerinde ekspresyonu engellenmiş 

olan genlerin tekrar eksprese olması sağlanarak tedavi edici özelliğinin ilaçların ayrı 

kullanımına oranla daha spesifik olduğunu düşündürmektedir. Böylelikle CAPE+ZEB 

kombine ilaç uygulamasının başarılı olduğu kombine terapide, düşük dozların 

kullanılmış olmasına göre etkinliğin yüksek değerlerde bulunması tedaviler için oldukça 

umut verici olduğunu düşündürmektedir. 

MDA-MB-231 hücre hattında CAPE, ZEB, CAPE+ZEB kombinesi belirtilen 

kaspazlar üzerinde farklı ekspresyon seviyelerini oluşturmuştur.  Prokaspaz-9 ve kesici 

kaspaz-9 ekspresyon seviyelerini arttırmıştır. Kaspaz-3 de ise ZEB ve CAPE de 

ekspresyon seviyesinde artış gözlenmiştir.  
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 Bununla birlikte, kombine terapi CAPE ve ZEB ile karşılaştırıldığında 

ekspresyon seviyesinde daha fazla artışa neden olduğu ifade edilmiştir.  Kaspaz-7 

ekspresyon seviyesi incelendiğinde ise CAPE ve ZEB uygulanan MDA-MB-231 

hücrelerinde ekspresyon seviyeleri artmıştır. 

Bu sonuçlarla birlikte kombine ilaç terapisinin uygulanması, ilaçların tek 

başlarına kullanmasına oranla toksisiteyi azalttığı, apoptotik yolların benzer şekilde 

indüklendiğini göstermektedir. Tedavi yaklaşımları için kombine ilaç terapisinin uygun 

olabileceği gösterilmektedir.  Zamanla ilaçların moleküler mekanizmalarının tam olarak 

bilinmesi, kombine tedavilerin araştırılması ve uygulanma çalışmalarının artmasıyla 

yeni ve uzun süreli tedaviler için avantaj sağlayacağı düşünülmektedir.  
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Ek-1: Hücre kültür donanımları. 

Ürün Adı Ürün Markası 

96 Kuyucuklu Petri Sarstedt 

25 Cm2 Hücre Büyütme Kabı Sarstedt 

75 Cm2 Hücre Büyütme Kabı Sarstedt 

Enjektör Filtreleri (0.22 Um) Chromfilter 

Enjektör Ayset 

Tripsin-EDTA Multicell 

Fetal Bovine Serum BI 

Dulbecco's Modified Eagle Medium Lon7a, Sigma 

6 Kuyucuklu Petri Greiner 

96 Kuyucuklu Petri Greiner 

Seralojik Pipetler (5ml) Greiner 

Seralojik Pipetler (10ml) Greiner 

15 Lik Falkon Greiner 

50’lik Falkon Greiner 

Hemositometre Neubauer 

Penicillin- Streptomycin Life Tech 
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Ek-2: Kullanılan cihazlar. 

Adı Firma Adı 

Buzdolabı (No Frost) Regal 

Derin Dondurucu Bosch 

Dondurucu (-80) Panasonic 

Elektoforez Aletleri Cleaver 

Güç Kaynağı Consert 

Hassas Tartı Ohaus 

Inverted Mikroskop Nikon 

İnkübatör Lab. Companion 

Co2’li İnkübatör New Brunswick 

Buz Makinası Hosizaki 

Laminar Flow Scanlaf 

Mikropipet (0,2 µl -2 µl) Thermo 

Mikropipet (2 µl -20 µl) Thermo 

Mikropipet (20 µl -200 µl) Thermo 

Mikropipet (100 µl -1000 µl) Thermo 

Otoklav Nüve 

Ph Metre WTW-İnolab 

Santrifüj Nüve 

Elisa Thermo Fisher Scientific 

Su Banyosu Thermo 

Transfer Sistemi Bs11 

Vorteks Life Technolojy 

Dikey Transfer Sistemi Lab.Companion 

Distile Su Cihazı Cleaver 

Pastör Fırını Nüve 

Rotator Lab. Companion 

Jel Elektroforez Biosan, Multi Bio Rs 24 

Termal Çalkalamalı İnkübatör Cleaver Scientific 

Mikrodalga Kenwood 

PCR Cihazı Thermal Cycler 

Jel Dökümasyon Cihazı Gel Logic 

https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/51119200


62 

 

Ek-3: Kullanılan çözelti ve tamponlar. 

Adı Firma Adı 

Tris-Glycine Sds Running Buffer Cell Signaling Technology 

Blue Loading Buffer Pack Cell Signaling Technology 

Nonfat Dry Milk Cell Signaling Technology 

Apoptosis Antibody Sampler Kit Cell Signaling Technology 

Β-Actin Mouse Mab Cell Signaling Technology 

DNA Metilasyon Kiti ( Gold) Zymo- Research 

Sığır Serum Albümin (Bsa) Thermo Fisher Scientific 

Cpgenome Universal Methylated DNA Biovision 

Cpgenome Universal Unmethylated DNA Biovision 

 

Etanol RNase Free Water 

Etilendiamintetraasetik asit (EDTA) Etil Alkol 

Bradford Reagent Kristal Viyole 

İzopropanol Ethidium Bromide 

Metanol Agarose Basic 

Sodyum dodesil sülfat (SDS) PCR Reacteion Buffer 

RIPA Buffer MgCl2 

TEMED Platinum Taq DNA Polimeraz 

Tris-Baz Amonyum Asetat 

Amonyum Persülfat Tris- EDTA 

FenolKloroform Tris- HCL 

Lizis Buffer NaOH 

ProteinazK DMSO 

Asetik Asit MTT Reagent 

NaCl  
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Ek-4: Elektoroforez yürütme jel içeriği. 

 Ayırma Jeli (Alt Jel) Yükleme Jeli (Üst Jel) 

Distile su 3,4 ml 3,025 ml 

Tris-Hcl 2,5 ml(1,5 M pH: 8. 8) 1,25 ml (0,5 M pH: 6. 8) 

%10 SDS 0,1 ml 0,05 ml 

Akrilamid/ Bis-Akrilamid 4ml 0,67 ml 

Amonyum Persülfat 

(APS) 

75 ml 80 ml 

TEMED 8 ml 20 ml 
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Ek- 5: Kullanılan primerler. 

KASPAZ-8 

Metile Forward 5'-TGTTGTTTGGGTAACGTATCGA-3' 

Metile Reverse 5'-CCCTACTTAACTTAACCCTACTCGAC-3' 

Unmetile forward 5'-TTGTTGTTTGGGTAATGTATTGA-3' 

Unmetile reverse 5'CAACCCTACTTAACTTAACCCTACTCA-3' 

KASPAZ-9 

Unmetile Sense forward 5´-GTG GGG AGT GAA GAT TGAT TT-3´ 

Unmetile Antisens reverse 5´-CCA CTT CAT CCA TAA CAA ATA ACC-3´ 

Metile Sense: 5´-GGG AGC GAA GAT TGA TTC-3´ 

Metile Antisens 5´-CTT CGT CCA TAA CGA ATA ACC-3´ 

KASPAZ-3 

Unmetile Sense 5´-TGA GTT TTA GGG TGG GAT TAA AGT-3´ 

Unmetile Antisens 5´-CAC TAC AA CCC ATC CCC TAA-3´ 

Metile Sens 5´-TTT AGG GCG GGA TTA AAG C-3´ 

Metile Antisens 5´-CTA CGA CCC GTC CCC TAA-3´ 

TP53 

Unmetile Forward 5’-TTGGTAGGTGGATTATTTGTTT-3’ 

Unmetile Reverse 5’-CCAATCCAAAAAAACATATCAC-3’ 

Metile Forward: 5’-TTCGGTAGGCGGATTATTTG-3’ 

Metile Reverse 5’-AAATATCCCCGAAACCCAAC-3’ 
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