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Biyoloji Anabilim Dalı 

 

Danışman : Prof. Dr. Mahmut ÇALIŞKAN 

II. Danışman: Doç. Dr. Mehmet R. TOPÇUL 

 

Bu çalışmada Luminal A meme kanseri ve üçlü negatif meme kanseri hücreleri üzerine 

Gliotoksin’in antiproliferatif etkileri tespit edilmeye çalışılmıştır. Araştırmamızda Luminal A 

meme kanseri modeli olarak da MCF-7 ve üçlü negatif meme kanseri modeli olarak MDA-MB-

231 hücre hattı kullanılmıştır. Deneylerde hücre kinetiği parametreleri olarak çoğalma hızı, 

xCELLigence gerçek zamanlı hücre analiz sisteminden elde edilen hücre indeksi değerleri, 

%BrDU değerleri, mitotik indeks ve apoptotik indeks değerlendirilmiştir.  

Deneylerde her iki hücre hattı için 1,5625 µM, 3,125 µM ve 6,25 µM Gliotoksin 

konsantrasyonları uygulanarak 1,5625 µM’lık Gliotoksin konsantrasyonu IC50 dozu olarak 

belirlenmiştir. 1,5625 µM Gliotoksin konsantrasyonu uygulanması sonucunda her iki hücre 

hattına ait apoptotik indeks değerlerinin zamana bağlı olarak artış gösterdiği görülmektedir. 

1,5625 µM’lık Gliotoksin konsantrasyonunda hem MCF-7 hem de MDA-MB-231 hücre 

hatlarına ait mitotik indeks değerleri zamana bağlı olarak 24. saatten itibaren anlamlı ölçüde 

düşmüştür. 1,5625 µM’lık Gliotoksin konsantrasyonunda hem MCF-7 hem de MDA-MB-231 

hücre hatlarına ait %BrdU değerlerinde de zamana bağlı anlamlı bir azalma görülmüştür. 

Tüm uygulamalar sonucunda elde edilen veriler incelendiğinde her iki hücre hattında zamana 

bağlı olarak çoğalma hızı, hücre indeksi ve mitotik indeks değerlerinde anlamlı bir azalma 

gözlemlenirken, apoptotik indeks değerlerinde anlamlı bir yükseliş gözlenmiştir. 

GLİOTOKSİN’İN FARKLI MEME KANSERİ HÜCRE HATLARINDAKİ 

KİNETİK ETKİLERİNİN DEĞERLENDİRİLMESİ 
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In this study the effects of Gliotoxin on Luminal A breast cancer and triple negative breast 

cancer cells were explored. In our investigation MCF-7 and MDA-MB-231 cell lines were used 

as Luminal A breast cancer and triple negative breast cancer model respectively. Growth rate, 

cell index values obtained from xCELLigence Real-Time Cell Analysis (RTCA) System, 

mitotic index, labelling index and apoptotic index were evaluated in experiments.  

In experiments, 1.5625 µM, 3.125 µM and 6.25 µM Gliotoxin concentrations were applied for 

both cell lines, and the concentration of 1.5625 µM was determined as the IC50 dose. As a 

result of the application of 1.5625 µM Gliotoxin concentration, it is seen that apoptotic index 

values of both cell lines increase depending on time. Mitotic index values of both MCF-7 and 

MDA-MB-231 cell lines at a concentration of 1.5625 µM Gliotoxin decreased significantly 

from the 24th hour. A significant time-dependent decrease in% BrdU values of both MCF-7 

and MDA-MB-231 cell lines was observed in the Gliotoxin concentration of 1,5625 µM. 

When the data obtained from all applications that examined, a significant decrease was 

observed in the apoptotic index values, while a significant decrease in the rate of proliferation, 

cell index and mitotic index was observed in both cell lines with time. 
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1. GİRİŞ 

Kanser, hücrenin yaşam döngüsünde kontrolsüz büyüme ve diferansiasyon gibi olayları 

etkileyen mutasyonların bir araya gelmesi ile oluşur. Değişik organlarda, köken aldıkları 

hücrenin fenotipine bağlı olarak kontrolsüz çoğalır ve çevre dokulara yayılım eğilimi gösterirler 

(McCormick, 1999).  

Dünyada kadınlar arasında, meme kanseri en sık görülen malignite olup, kadınlarda görülen 

tüm kanser çeşitlerinin %30’unu oluşturmaktadır (Topuz ve diğ., 2003). Bu vakaların yaklaşık 

%20’lik kısmı ‘üçlü negatif’ alt tipinde görülür. Ayrıca, insan epidermal büyüme faktörü, 

progesteron reseptörü ve östrojen reseptörü için negatif olup, lokal başarısızlığı daha agresiftir 

(Chen ve diğ., 2017). ABD’de akciğer kanserinden sonra meme kanseri kadınlar arasında 

kanserle ilişkili ölümler arasında en sık tanı konulan kanser türü olarak bildirilmiştir (Zeichner 

ve diğ., 2016). 

Avrupa ülkeleri gibi Asya, Latin Amerika ve Afrika ülkelerinde de meme kanseri görülme 

sıklığı artmakta olup, gelişmiş ülkelerin tarihsel insidansı göz önünde bulundurulduğunda 

doğurganlık yaşının gecikmesi, emzirme süresinin azlığı, beslenme bozukluğu ile birlikte 

gelişen obezite ve fiziksel hareketliliğin azlığı gibi nedenlere bağlıdır (Lukong, 2017). 

Türkiye’de ise 2015 yılında T.C. Sağlık Bakanlığı’nın yaptığı araştırmaya göre 35 yaş ve 

üzerindeki kadınlarda en sık görülen kanser çeşididir. Ayrıca meme kanseri ülkemizde her 4 

kadın kanserinden 1’inde görülür ve en sık görülen kanser çeşididir (T.C. Sağlık Bakanlığı, 

Türkiye Kanser İstatistikleri, 2015) 

Meme kanseri, hücresel köken, histoloji, mutasyonlar, metastaz, klinik öykü, aile öyküsü vb. 

ile ilgili yüksek düzeyde karmaşıklık gösteren heterojen kanser türlerinden biridir (Beiki ve 

diğ., 2012).  Hastalığın seyri ise meme kanseri tanısı konmuş hastalarda değişiklik gösterdiği 

için prognostik faktörlere kesin tanı koymada başvurulmaktadır. Günümüzde hastaların 

biyolojik ve klinik farklılıklarını, meme kanserinin hızla gelişebileceği yüksek risk altında olan 

kişileri belirlemek için, aksiller lenf nod metastazları, tümör çapı, tümör proliferasyon hızı, 

hormon reseptörleri, tümör tipi ve histolojik değerlendirme ve moleküler prognostik faktörler 

kullanılır (Guiu ve diğ., 2012). 
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Olguların %5-10'u otozomal dominant bir allelin iletilmesiyle miras alınır (Claus ve diğ., 1991; 

Newman ve diğ., 1988). BRCA1 ve BRCA2 kadınlarda meme ve yumurtalık karsinomu 

riskinin artmasından sorumlu olan büyük tümör baskılayıcı genlerdir (Miki ve diğ., 1994; 

Tavtigian ve diğ., 1996; Wooster ve diğ., 1995). Östrojen, düzenlenmiş genler alanındaki 

nükleer reseptörlere ve kısa DNA dizilerine veya östrojene duyarlı elemanlara bağlanarak 

mutajenezi indükler (Tsai ve O’Malley, 1994). Menopoz sonrası hormon replasmanı gibi 

tedavilerde uzun süreli östrojene maruziyet riski artırır (Hebert, 2009).  

Meme kanserinin beş farklı moleküler alt tipi olduğu belirlenmiştir. Bunlar, transkriptomun 

dizilimi ve meme kanseri genomu sonucunda klaudin, luminal A, luminal B, insan epidermal 

büyüme faktörü reseptör 2 (HER2) zengin ve bazal benzeridir (Xu ve diğ., 2017). 

Dünya çapında her yıl meme kanseri tanısının tahmini %17’lik bir oranı üçlü negatif fenotipi 

barındırmaktadır. Üçlü negatif meme kanseri ile BRCA mutasyonları arasında pozitif bir 

bağlantı bulunur. Üçlü negatif meme kanseri, metastaz için farklı eğilimli ve kemosensitivite 

gösteren, meme kanserinin alt tiplerinden biri olan bazal benzeri alt tip olarak da bilinen 

heterojenik bir kanser türüdür. (Le Du ve Ueno, 2015) 

Son yıllarda antikanser ilaçların doğal kaynaklardan geliştirilmesi, yeni kanser tedavilerinin 

geliştirilmesinde en önemli stratejilerden biridir. Geniş biyolojik çeşitliliği nedeniyle, deniz 

canlıları muazzam bir biyoaktif bileşik kütüphanesini temsil etmektedir. Deniz kaynaklı 

bileşikler antikanser ajanlar olarak büyük ilgi görmektedir (Simmons ve diğ., 2005). 

Gliotoksin (GTX), deniz kaynaklı mantar Aspergillus fumigatus’tan izole edilen ikincil bir 

metabolittir. Bir piperazin halkası boyunca bir disülfür köprüsü ile karakterize edilen bir 

epipoliyodiyoksopiperazindir (Gardiner ve diğ., 2005). GTX, antifungal (Reilly ve diğ., 1945), 

antiviral (McDougall, 1969), anti-inflamatuar (López-Franco ve diğ., 2002) ve farklı hücre 

hatlarındaki antitümör aktiviteleri (Chen ve diğ., 2015; Nguyen ve diğ., 2013) dahil olmak üzere 

birçok biyolojik etki göstermektedir. Antikanser aktivitesi açısından, GTX nörojenik lokus 

notch homolog protein 2 (NOTCH2), Wnt / β-katenin yolu, farnesiltransferaz ve 

geraniltgeraniltransferaz I'i hedefleme konusunda büyük bir potansiyel göstermiştir (Hubmann 

ve diğ., 2013; Hubmann ve diğ., 2017; Vigushin ve diğ., 2004). 

Bu tez çalışmasında; çeşitli kanser türlerinde in vitro ve in vivo çalışmalarda kullanılan 

Aspergillus fumigatus’tan izole edilen ve ikincil bir metabolit olan Gliotoksin’in östrojen 
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reseptörü pozitif olan meme kanseri hücreleri MCF-7 ve üçlü negatif meme kanseri hücreleri 

MDA-MB-231 üzerinde meydana getireceği etkilerin çeşitli hücre kinetiği parametreleri 

kullanılarak değerlendirilmesi amaçlanmıştır. 

 

 

Şekil 1.1: Aspergillus fumigatus1 

 

 
1 https://www.inspq.qc.ca/en/moulds/fact-sheets/aspergillus-fumigatus 
 

https://www.inspq.qc.ca/en/moulds/fact-sheets/aspergillus-fumigatus
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2. GENEL KISIMLAR 

2.1. KANSER 

Kanser, genlerin yönetimi ile gerçekleşen hücre farklılaşması ile sonuçlanan biyolojik bir 

sürecin sonucunda gerçekleşen ve bu hücrelerin klonal yayılımı ile oluşan somatik genetik 

hastalıkların en sık, en yaygın ve en komplike olanıdır. (Futreal ve diğ., 2001). Kanser türlerinin 

tamamı, DNA dizilimindeki anormalliklerle oluşur. Bunlardan %10-15’lik kısmının aileden 

genlerle aktarıldığı, geriye kalanın %85-90’lık kısmın ise canlının DNA’sının çevresel 

koşullarla mutajenlere maruz kalması sonucu hücre DNA’sında replikasyonda hatalar ve 

progresif değişiklikler ile oluştuğu düşünülmektedir. Oluşan bu mutasyonlar bazen içinde 

bulunduğu hücrenin büyümesine ve bu hücreden başlayarak kanser klonunun oluşmasına neden 

olur. Kanserin nedenleri, multifaktöriyel sebepler; bakteri ve virüs gibi mikroorganizmalar, 

radyasyon, çevresel faktörler, kimyasallara maruz kalma, beslenme alışkanlıkları ve ailesel 

faktörler olabilir (Williams 2001a; Williams 1979b; Williams 1985c; Williams 1987d; 

Williams1987e; Williams 1992F). 100’den fazla kanser tipinin insan vücudunu etkilediği 

bilinmektedir (Fitzmaurice ve diğ., 2015; Pavlopoulou ve diğ., 2015). 

2.2. MEME 

Meme, insan vücudunda bilateral yerleşimli bir organ olup, kadınlarda ergenlik, gebelik, 

emzirme ve menopoz gibi hormonal değişikliklerle fonksiyon, boyut ve şekil değişiklikleri 

gösterebilir (Russo ve Russo, 1998a; Russo ve Russo, 1987b). 

Laktasyon dönemi içerisinde olmayan bireylerin meme ağırlıkları 150-225 g iken laktasyon 

dönemi içerisinde olan bireylerin meme ağırlıkları artış gösterir. Yetişkinlik dönemindeki 

kadınların memesi lateralinde, anterior ya da mid-aksiller çizgi, medialinde sternumun lateral 

sınırı yer alır. Ayrıca inferiorda altıncı ya da yedinci kaburgalar seviyesinden, superiorda ikinci 

ya da üçüncü kaburgalar seviyesindeki meme altı kıvrımına kadar uzanır. Spence, memenin 

aksiller kuyruğunun aldığı isimdir ve anterior aksiler kıvrıma kadar uzanmaktadır. 

2.2.1. Memenin Anatomik Yapısı 

Meme kadınlarda süt verme organı olmasının yanı sıra hormon kontrolü altında gelişimini 

sağlayan ve görev yapan ikincil cinsiyet organı olarak da bilinmektedir. Ektoderm olarak 
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gelişmiş olan meme, ileri düzeyde özelleşmiş deri bezlerinden oluşur. Yapısında bulunan 1520 

lob süt sağlama ve kendi bağımsız boşaltma kanallarına sahiptir. Ductili lactiferi diğer adıyla 

meme başına yönelen kanallar, meme başı civarında genişleme gösterirken meme başı 

civarında tekrar daralarak meme başına açılırlar. Çok sayıda lenfatik ve kan damarına sahip bir 

yapıdır (Sabiston D. Temel Cerrahi, 1997; Bland ve ark., 2005). 

Memenin lenf damarları, ductus lactiferi çevresinde ve septum interlobulare’de bulunan lenf 

ağından başlar (Moore ve ark., 1992) Aynı zamanda 20-30 adet lenf nodüllerinin de bulunduğu 

meme, bunları birbirine bağlayan lenf damarları ile birlikte bir ağ görünümündedir (Arıncı ve 

Elhan, 2001). 

Erişkin bir kadında memenin şekli koni benzeridir. Memelerdeki şekil ve büyüklük farkı, 

içerdikleri yağ dokusunun miktarından dolayı farklılık gösterir (Haagensen, C.D., 1986). Bir 

bireyde memeler arasındaki büyüklük farkı oldukça sık görülen bir durumdur. Birçok kadında 

menstruasyon başlamadan önce memelerin büyüklüğünde, yoğunluğunda ve nodülaritesinde 

bir artma gözlenir. Bu artıştaki en önemli nedeni memelerde sıvı birikimidir. Toplam meme 

hacmi menstrüel siklusun 6. ve 15. günleri arasında en düşük düzeyde bulunur. Bir memenin 

ortalama çapı 10-12 cm ve santral bölgede maksimum kalınlığı yaklaşık 5-7 cm’dir (Ross ve 

diğ., 1986). 

Modifiye ter bezleri olan meme bezleri anterior toraks duvarının süperfisyel fasyası üzerinde 

yerleşim gösteren tubuloalveolar tipte ekzokrin bir bezdir. Meme bezi 15-20 lobdan 

oluşmaktadır. Loblar, destek görevi yapan fibröz bağ dokusu ve boşlukları dolduran yağ dokusu 

ile birbirinden ayrılmaktadır. Cilt altı bağ dokusu, tüm glandı çevreleyerek loblar ve lobüller 

arasına septa şeklinde uzanımlar göstermektedir. İnterlobuler aralık yağ dokusundan zengin 

iken intralobüler aralıkta ise bağ dokusu daha fazla bulunmaktadır. Süperfisyel fasyanın 

yüzeyel tabakasından, yani hipodermisten meme parenkimine doğru uzanan fibröz bağ doku 

kalınlaşmalarına Cooper ligamanları adı verilmektedir. Bu ligamanlar dermise bağlanarak 

meme dokusuna destek görevi görmektedir (Topuz ve diğ., 1989).  

Meme, glandular (salgı) ve adipoz (yağ) dokudan oluşmaktadır, Cooper ligamanları olarak 

adlandırılan fibröz bağ doku tarafından desteklenmektedir. Meme anatomisinin geleneksel 

tanımı; glandular dokuyu yaklaşık 0,2 mm çapında olan 10-100 alveol içeren lobüllerden oluşan 

15-20 lobdan oluşan bir doku olarak tanımlamaktadır (Hartmann, 1991) (Şekil 2.1). Her lobun 
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boyutu son derece değişkendir ve bazı loblar 20-30 kat farklılık gösterebilmektedir (Moffat ve 

diğ., 1996).  

 

Şekil 2.1: Memenin anatomik yapısı (Hartmann, 1991) 

2.3. MEME KANSERİ 

Meme kanseri, 30 yaş altı kadınlarda daha az görülen (Çakır ve diğ., 2016) yaygın bir hastalık 

olup, görülme sıklığı dünya çapında artış göstermektedir. (Kamangar ve diğ., 2006). Ancak, 

gelişmiş ülkelerde bir dizi önlem alınması ile birlikte mortalite oranlarında düşüş 

gözlemlenmiştir (Peto ve diğ., 2000). Mortalite oranlarındaki düşüşün en önemli nedenleri, 

taramaların yapılması (Berry ve diğ., 2005), meme kanserinde erken tanı yöntemleri 

(Overgaard ve diğ., 1999) ve en önemlisi adjuvan sistemin tedavi yöntemlerine başlanmasıdır 

(Early Breast Cancer Trialists' Collaborative Group, 2005). 

Meme kanseri oluşma nedenleri meme kanseri epidemiyolojik ve insidansı çalışmaları dikkate 

alınarak incelendiğinde, birden fazla risk faktörün sorumlu olduğu görülmektedir. (Erhan Y, 

2014) Risk faktörleri arasında, bireyin yaşı, ırk özelliklerine bağlı değişkenler; ilk regl görülme 

yaşı, ilk doğum yaptığı yaş ve canlı doğum adeti, menopoz yaşını da içeren reprodüktüf 

hikayesi; aile hikayesi, meme kanseri ile ilişkili olduğu bilinen genlerin bireyin DNA 

diziliminde varlığı, 30 yaş öncesinde toraks bölgesine uygulanan radyoterapi, hormon 
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replasmanı tedavisi, alkol kullanımı, meme biyopsi sayısı, yoğun meme dokusu, atipik 

hiperplazi ve vücut kitle indeksi sayılabilir (Koçak ve diğ., 2010). 

Meme karsinomlarında moleküler (Tablo 1) ve histolojik (Tablo 2) sınıflandırma oldukça önem 

kazanmıştır. (İlvan Ş. Sempozyum, 2006) Klinik olarak da anlamlı alt gruplarda sınıflandırılan 

kanserler, klinikopatolojik, histolojik derece, lenf nodu metastaz varlığı ve prognostik, 

parametrelerine dayanır. Ayrıca koruyucu ve öngörücü biyobelirteçlerin (İnsan epidermal 

büyüme faktör reseptörü 2 (HER2), Progesteron reseptörü (PR) ekspresyonu ve Östrojen 

reseptörü (ER)) klinik bulguların yanı sıra değerlendirilmesinin yararlı olduğu ispatlanmıştır 

(Guiu ve diğ., 2012). 

Meme kanserinin farklı moleküler özelliklere sahip heterojenik bir kanser olması ve dört farklı 

intrinsik alt tiplerinin tanımlanmasıyla çalışmalar luminal A ve luminal B’ye ayrılmıştır (Parker 

ve diğ., 2009). 

Tablo 2.1: Meme kanserinin moleküler alt tipleri (Guiu ve diğ., 2012) 

 

 

 

 

 

İntrinsik Alt Tipler (GEP) IHC Sınıflandırması (St.Gallen) IHC/GEP’in Uyumu

Luminal A

‘Luminal A’ ER ve/veya PR pozitif

HER2 negatif

Ki67<14%

73%-100%

Luminal B

‘Luminal B (HER2 negatif)’

ER ve/veya PR pozitif

HER2 negatif

Ki67≥14%

‘Luminal B (HER2 pozitif)’

ER ve/veya PR pozitif

Ki67 yok

HER2 over-eksprese veya amplifiye

73%-100%

HER2

‘HER2 pozitif (non-luminal)’

HER2 over-eksprese veya amplifiye

ER ve PR yok

41%-69%

Bazal

‘Üçlü negatif’

ER ve PR yok

HER2 negatif

80%
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Tablo 2.2: Meme kanserinin histolojik olarak sınıflandırılması (İlvan Ş., 2006) 

 

DNA onarımında görevli proteinleri kodlayan, Meme kanseri A1 geni (BRCA1), meme kanseri 

A2 geni (BRCA2) ve Tümör protein 53 (TP53) gibi genlerdeki mutasyonlar hastaları meme 

karsinomu oluşum riski ile karşı karşıya bırakmaktadır. Bu mutasyonlar ve genlerin normal dışı 

oluşu kişinin meme kanseri değerlendirmesinde riskli olduğunu gösterir ve düzenli taramalarla 

takibi yapılmalıdır (Kamel ve Al-Amodi, 2017). 

2.3.1. BRCA1 Geni: 

BRCA1 genindeki mutasyon esnasında DNA onarımının kaybı önemli bir noktadır. Bunun yanı 

sıra BRCA1 proteini çeşitli fonksiyonlara sahiptir. Bu molekül meme kanseri hücrelerinin 

invazyonundaki kontrol mekanizmasında görev alır. BRCA1 geninin hücre döngüsü kontrolü, 

apoptoz, kemoterapiye direnç, DNA çift zincirli kırık onarımı ve transkripsiyonel regülasyon 

ile alakalı olduğu bildirilmiştir (Concolino ve diğ., 2018). Bu gendeki mutasyonların ailesel 

aktarımlarla alakalı olduğu bilinmekte ve %50-60 oranında meme kanseri görülme riskini 

artırmaktadır. Membran protein kompleksi içerisinde bulunan Moesin, Ezrin ve Radiksin’i 

regüle ettiği bilinmektedir. Bu proteinlerin metastazı kolaylaştırdığı düşünüldüğünde hastalığın 

bir bölgeden diğer bölgeye geçişini yani invazyonunu kolaylaştırarak diğer bir deyişle 

hastalığın metastazını, agresifliğini ve derecesini temsil ettiği de söylenebilir (Sengodan ve diğ., 

2018). 

2.3.2. BRCA2 Geni: 

BRCA1 geninde olduğu gibi BRCA2 geni de DNA hasarlarını önleyici tümör baskılayıcı bir 

gendir (Narod ve Salmena, 2011). Yaşı 70’in altında olan ve her iki BRCA geninde mutasyon 

İn situ lobüler karsinom İn situ duktal karsinom

İnvaziv duktal karsinom İnvaziv mikropapiller karsinom

İnvaziv lobüler karsinom Apokrin karsinom

Medüller karsinom Metaplastik karsinom

İnvaziv papiller karsinom İnflamatuar karsinom

Müsinöz karsinom Nöroendokrin karsinom

Tübüler karsinom Sekretuar (juvenil) karsinom

İnvaziv kribriform karsinom Adenoid kistik karsinom

1. İN SİTU KARSİNOM

2. İNVAZİV KARSİNOM
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taşıyan kadınlarda kanser görülme riski yaklaşık olarak %80 olarak saptanmıştır (Gökbulut ve 

diğ., 2011). %35-40 kalıtımsal kökenli kanserlerin sorumlusu olarak belirtilmiştir (Erhan Y., 

2014). 

2.3.3. TP53 Geni ve p53 Proteini 

TP53 geni, p53 tümör supressör proteinini kodlayan birçok kanser türü ve meme kanserinde en 

sık görülen mutasyona uğramış gendir. Erken evre kanserlerde, %30-35’in belirlenen 

mutasyonlarıdır (Duffy ve Synnott, 2018). DNA hasarı sonrası hücrede artışı gözlemlenen 

TP53, hücre döngüsünün durmasını veya apoptozu uyaran bir proteindir (Atmaca ve Karaca, 

2011). 

Üçlü negatif meme kanseri hastalarının %80’inde saptandığı ve TP53 genindeki mutasyonların 

tüm karsinomlu hastaların %30’unda görüldüğü rapor edilmiştir (Yamaguchi ve diğ., 2018). 

2.4. MEME KANSERİNİN MOLEKÜLER ALT TİPLERİ 

Meme kanserinin farklı moleküler alt tipleri bulunduğu ve heterojenik yapıda olduğu 

bilinmektedir. Moleküler tekniklerdeki ilerlemeler bu alt tiplerin karakterize edilmesinde ve 

buna bağlı olarak uygun tedavi yöntemlerinin etkili bir şekilde karakterize edildiği alt tipe göre 

stratejiler ile uygulanmasına olanak vermektedir (Topçul ve Çetin, 2015; Gonzalez ve diğ., 

2007; Leong ve Zhuang, 2011). 

Meme tümörlerindeki genlerin incelenmesi sonucunda bu genlerin ekspresyonlarına göre 5 

farklı alt tipi olduğu gözlemlenmiştir (Perou ve diğ., 2000; Sorlie ve diğ., 2001; Hu ve diğ., 

2006). Bunlar geleneksel hormon reseptörü pozitif’in en sık rastlanan moleküler alt tipleri 

luminal A ve luminal B grupları ve hormon reseptörü negatif’in HER-2 ve bazal benzeri gruplar 

moleküler alt tipleri olarak belirlenmiştir. Normal meme benzeri gibi moleküler alt tipler yine 

bazı çalışmalarda belirlenmiştir (Sotiriou ve Pusztai, 2009; Sorlie ve diğ., 2001; Sorlie ve diğ., 

2003; Brenton ve diğ., 2005; Rakha ve diğ., 2008; Parker ve diğ., 2009; Geyer ve Resi-Filho; 

2008). 

Üçlü negatif meme kanseri, moleküler alt tiplerden bazal benzeri meme kanseri olarak da 

bilinmektedir. Kötü bir prognoz ile seyreden ve İnsan Epidermal Büyüme Faktörü Reseptörü 
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2’nin (HER-2) aşırı ekspresyonunun, progesterone reseptörü (PR) ve estrojen reseptörü (ER) 

yokluğu ile karakterize edilen üçlü negatif meme kanserleridir (Cetin ve Topcul, 2014). 

2.4.1. Luminal A 

Tüm meme kanserleri incelendiğinde Luminal A’nın %50-60 oranla, en sık görülen alt tip 

olduğu bilinmektedir (Carey, 2006). Diğer bir deyişle, en yüksek prevelansa sahip Luminal A 

grubu histolojik derecesi, proliferatif aktivitesi ve mitoz oranı düşük Her2 negatif tümörleri 

kapsar. Metastazlar genellikle kemiklerle sınırlı kalarak hastanın prognoz seyri oldukça iyidir 

(Moasser, 2007; Kesse-Adu ve Shousha, 2004). İmmünohistokimyasal olarak düşük Ki67 

indeksi ve negatif HER-2 ile PR-pozitif ve/veya ER-pozitif olarak tanımlanan Luminal A, 

proliferasyon ilişkili genlerin daha düşük seviyeleri ve daha yüksek ER seviyeleri ile 

karakterize edilmektedir (Carey ve diğ., 2006; Carey, 2010). İlaca rezistans gösteren kanserli 

kök hücrelerin belirmesinde ters sistemik toksisite, edinilmiş tümör direnci ve bununla birlikte 

terapötik etkinliği tehlikeye atması ile alakalı olduğu gösterilmiştir (Telang ve diğ.,2017). 

 2.4.2. Luminal B 

Luminal B tümörleri yüksek proleferasyon hızına sahip ve agresif seyirli yayılım gösterme 

eğilimindedir. İmmünohistokimyasal olarak %14’ünden azının nükleer Ki67 ekspresyonu 

göstermesi Luminal A’ya göre temel farklarından biri olarak kabul edilir. Ayrıca, 

immunohistokimyasal olarak Luminal B fenotipi, Her2-pozitif tümörlerin yaklaşık %30’luk 

kısmını oluşturur (Moasser, 2007; Gutierrez ve diğ., 2011; Tsutsui ve diğ., 2003; Diniz ve diğ., 

2015; Anderson ve diğ., 2014; Wesolowski ve diğ., 2011; Putti ve diğ. 2011; Kesse-Adu ve 

Shousha, 2004). 

 2.4.3. HER-2 Pozitif Meme Kanseri 

İyi karakterize edilmiş dört epidermal büyüme faktörü reseptörlerinden olan HER-2, epiteliyal 

hücre farklılaşması ve hücre büyümesi, muhtemel anjiyogenezi kontrol altına alan hücre içi 

sinyal transdüksiyon yollarının aktivasyonu ile karışan (Klapper ve diğ.,1999; Karunagaran ve 

diğ. 1996; Petit ve diğ., 1997; Giatromanolaki ve diğ., 2004), hücre içi (intracellular) tirozin 

kinaz etkinliği olan 185 kDa transmembran glikoprotein reseptörüdür (King ve diğ., 1985). 

Epidermal büyüme faktörü ailesinin diğer reseptörleri EGFR (HER1), HER3 ve HER4’tür. Bir 

proto-onkogen olan c-erb-B2 geni tarafından setenzlenen ve 17. Kromozomun uzun kolunda 
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bulanan HER2 proteinidir. İşlev görmesi için Epidermal büyüme faktörü reseptör ailesine ait 

proteinler ligandın bağlanması sonucunda HER2 ile heterodimer yapıda reseptörler oluşturması 

gerekir. Hücre içindeki sinyal ileti yolları etkinleşerek hücrenin proliferasyonu ve 

diferansiyasyonuna HER2 reseptörleri aktif hale gelerek neden olur (Perou ve diğ., 2000; Sorlie 

ve diğ., 2001; Sorlie ve diğ., 2003). Tüm meme kanserli hastaların %20-25’ini oluşturan HER2 

pozitif meme kanserinde yayılımı agresif olup, prognoz açısından kötü bir seyir gözlemlenir. 

HER2 pozitif meme kanserinde hormon reseptörleri negatif iken genellikle çoğalım ve grad 

hızı yüksektir. Bu hasta gruplarında lenf bezi pozitifliği, viseral ve santral sinir sistemi 

metastazları daha sık iken tümör boyutları daha büyüktür. Hastaların yaşamda kalma süreleri 

tüm bunlara bağlı olarak daha kısadır. HER2 pozitif meme kanseri hücrelerine sahip olan 

hastaların tedavi yöntemlerinden olan kemotereapi ve hormon tedavisine yanıtları diğer meme 

kanseri hastalarından farklıdır. CMF protokolüne dirençli yanıt verirken topoizomeraz-IIα 

geninin c-erb-B2 geni ile aynı amplikonda bulunması bunun nedeni ile antrasiklinlere iyi yanıt 

alınmaktadır. Taksanlar ve aromataz inhibitörleriyle ilgili henüz yeterli veri yokken 

tamoksifene karşı dirençli olduğu bilinmektedir (Burge ve diğ., 2006). HER-2 pozitif meme 

kanserleri tedaviden yoksun bırakıldığında iç organlar ve beyine metastaz eğiliminde olup 

prognozu kötüleşmektedir (Ross ve diğ., 2003; Gabos ve diğ., 2006). 

2.4.4. Üçlü Negatif Meme Kanseri 

Diğer kanser türlerine göre hastaların daha genç yaşlarda karşılaştığı bir kanser türüdür. Yüksek 

gradlı tümörleri, ortalamanın üzerinde seyreden tümör boyutları ve bazen de daha yüksek oranlı 

nod pozitifliği ile diğer kanser türlerinden ayrıştırılabilir (Dent ve diğ., 2007). Apokrin, 

metaplastik ve adenoid kşistik karsinomlar gibi agresif fenotipler, üçlü negatif meme kanserinin 

ayırt edici histolojik özellikleri olarak gösterilebilir (Reis-Filho ve diğ., 2010). 

Üçlü negatif meme kanseri hastalarında hastalığın biyolojik olarak agresif seyirli olması ve 

yaşamda kalma açısında yüksek risk içermeleri özel terapötik ajanların yetersiz olması ile 

ilişkilendirilebilir. (43G) Bunun yanı sıra teşhis edilen hasta grupları incelendiğinde hastalığın 

birinci ve üçüncü yıllarında metastaz ile birlikte nükslerin ortaya çıktığı da gözlemlenmiştir 

(Dent ve diğ., 2007). Hastalığın agresif prognozunun en temel nedenleri; aile öyküsünde benzer 

kanser türlerinin olması, daha genç yaştaki hasta profilleri, yüksek histolojik derece, yüksek 

orandaki lenf nodu metastazı, daha büyük tümörler, metastaz, erken nüks etme durumu ve 

hedefe duyarlı olmayan özelliklere sahip olmasıdır (Qui ve diğ.,2016). 
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Üçlü negatif meme kanserinin görüldüğü hasta grupları Afrikalı, Hispanik ve Amerikalı genç 

BRCA1 geni taşıyanlardır. %39’unu 50 yaşın altındaki Afrikalı ve Amerikalı kadınlar 

oluştururken %16’sını aynı yaştaki beyaz kadın ırkı oluşturmaktadır (Yao ve diğ.,2017). 

Yapılan bir çalışmada üçlü negatif meme kanseri benzer fenotip özelliği göstermelerine rağmen 

farklı prognozlara sahip olması neticesinde alt tipler tanımlanmıştır (Mendes ve diğ., 2015). 

Bunlar; bazal benzeri 1 (BL1), bazal benzeri 2 (BL2), mezenkimal benzeri (ML), 

immünomodilatör (IM) mezenkimal kök benzeri (MSL) ve lümen androjen reseptörüdür 

(Mendes ve diğ., 2015). 

 2.5. UBİKUİTİN-PROTEAZOM SİSTEMİ 

Ubikuitin-proteazom yolu, ökaryotik hücrelerde oldukça kısa ömürlü proteinlerin hedeflenen 

bozulması için gerekli korunmuş bir yoldur (Sá-Moura ve diğ., 2013; Keil ve diğ., 2010). Bu 

yolun ana hedefleri, zamanında bozunması kontrollü hücre bölünmesi için gerekli olan hücre 

döngüsü düzenleyici proteinler ve endoplazmik retikulum içindeki yanlış katlanmış proteindir 

(Yang ve diğ., 2014; Masoumi ve diğ., 2011; Egozi ve diğ., 2007). Hücresel proteinlerin 

proteolizi oldukça karmaşık, geçici olarak kontrol edilebilir ve temel hücresel süreçlerin 

düzenlenmesi için gerekli olan bir süreçtir (Bacquin ve diğ., 2013; Gora ve diğ., 2013). Hücresel 

proteinlerin proteazom yolu ile proteolizine, substratlarına karşı oldukça spesifik olan kompleks 

bir enzim dizisi aracılık etmektedir (Sen ve Snyder, 2011; Besche ve diğ., 2014). Bu substratlar 

arasında hücre döngüsü ve büyüme düzenleyicileri, sinyal iletim yollarının bileşenleri, oda 

temizliği enzimleri ve hücreye özgü metabolik yollar, yanlış katlanmış, mutasyona uğramış 

veya hasar görmüş proteinler bulunmaktadır (Yang ve diğ., 2014; Masoumi ve diğ., 2011; Egozi 

ve diğ., 2007). Bir proteinin ubikitin-proteazom yolağı tarafından bozulmasına, çoklu ubikitin 

moleküllerinin hedef proteine kovalent olarak bağlanması ve ardından etiketli proteinin 

degradasyonu dahil olmak üzere iki ayrı ve ardışık adım aracılık etmektedir (Wu ve diğ., 2010). 

Ubikuitin proteolitik sistem, kanser dahil olmak üzere birçok biyolojik ve patolojik sürecin 

düzenlenmesinde temel bir rol oynamaktadır (Lui ve diğ., 2011; Shrestha ve diğ., 2014). 

 2.6. 26 S PROTEAZOM 

26S veya konstitütif proteazom, tüm ökaryotik hücrelerin çekirdeğinde ve sitoplazmasında 

bulunmaktadır. İki 19S yapısı ile kaplı bir 20S çekirdek parçacığından oluşmaktadır. 20S 

katalitik çekirdek, dört tane istiflenmiş halka halinde düzenlenmiş 28 alt üniteden oluşmakta ve 
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proteolizin meydana geldiği merkezi bir hazne oluşturmaktadır. İki dış halka, baskın olarak 

yapısal olan 7 farklı alfa alt biriminden ve iki iç halka, en az üçü katalitik bölgeler içeren 7 

farklı β alt birimden oluşmaktadır (Groll et al. 1997). Proteazomun katalitik aktiviteleri, belirli 

bir amino asit kalıntısından sonra bir peptit bağının yarılması tercihine bağlı olarak üç ana 

kategoride sınıflandırılmakyadır. Bu aktiviteler kimotripsin benzeri (CT-L), tripsin benzeri (T-

L) ve kaspaz benzeri (C-L) olarak adlandırılmakta ve sırasıyla β5, β2 ve β1 alt birimleri ile 

ilişkilendirilmektedir. CT-L aktivitesi hidrofobik kalıntılardan sonra, T-L aktivitesi bazik 

kalıntılardan sonra ve C-L aktivitesi ise asidik kalıntılardan sonra parçalanmaktadır (Groll et 

al. 1999; Heinemeyer et al. 1997). Substratlar, 20S proteazomunun her iki ucundaki 19S 

düzenleyici parçacığına bağlanarak proteolitik bölmeye erişmektedir. Poliubikuitin etiketli 

proteinler, ubikuitinin parçalandığı, geri dönüştürüldüğü, hedef proteinin katlandığı ve 20S 

katalitik bölmesine beslendiği 19S partikülü tarafından tanınmaktadır (Groll et al. 2000a, b; 

Navon and Goldberg 2001). 

 

Şekil 2.2: 26 S Proteazom yapısı (Murata ve diğ., 2009). 

2.6.1. İlaç Hedefi Olarak Proteazomlar  

Proteazom inhibitörleri başlangıçta proteazomun katalitik aktivitesinin işlevini araştırmak 

amacıyla in vitro problar olarak sentezlenmiştir. Proteazomun hücre fonksiyonundaki temel 

rolü çözüldüğünden, proteazom inhibitörlerinin tedavi edici ajanlar olarak potansiyele sahip 

olma olasılığı dikkate alınmıştır. İlk çalışmalar, proteazom inhibitörlerinin lösemik hücre 

hatlarında apoptozu indüklediğini ve Burkitt lenfomanının in vivo bir modelinde aktif olduğunu 

göstermiştir (Imajoh-Ohmi ve diğ., 1995; Shinohara ve diğ., 1996; Drexler, 1997; Orlowski ve 

diğ., 1998). Ayrıca in vitro araştırmalar, proteazom inhibitörlerinin hematolojik ve solid 
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tümörlere karşı geniş spektrumlu bir anti-proliferatif ve pro-apoptotik aktivite sergilediğini 

göstermiştir. Bu çalışmalar, anti-kanser ajanları olarak proteazom inhibitörlerinin potansiyelini 

ortaya koysa da, mevcut bileşiklerin çoğu, göreceli bir güç, özgüllük veya stabilite 

eksikliğinden dolayı laboratuvar çalışmaları ile sınırlı kalmıştır. Bu durum, daha güçlü ve seçici 

aktiviteye sahip yeni inhibitörlerin tasarımına yol açmıştır (Crawford ve diğ., 2011).  

 2.7. GLİOTOKSİN 

Disülfür bağı içeren heterosiklik bir çekirdek ile karakterize edilen mantar 

epipolitiyodioksopiperazin metaboliti gliotoksin, başlangıçta güçlü bir makrofagositik apoptoz 

indükleyicisi ve NF-KB aktivasyonunun bir inhibitörü olarak tanımlanmıştır (Elledge ve 

Harper, 1998; Waring ve diğ., 1988; Pahl ve diğ., 1996). Son zamanlarda gliotoksinin 

proteazomu alışılmadık bir mekanizma ile inhibe ettiği bildirilmiştir (Kroll ve diğ., 1999).  

 

Şekil 2.3: Gliotoksin’in yapısı 

Bilinen tüm inhibitörler proteazomun katalitik bölgelerine bağlanmasına karşın gliotoksin, CT-

L aktivitesinin rekabetçi olmayan bir inhibitörüdür ve muhtemelen tanımlanamayan bir 

katalitik olmayan bölgeye bağlanmaktadır. Fizyolojik etkilerinin çoğu için gerekli olduğu 

gösterilen gliotoksinin disülfür köprüsü, proteazom inhibisyonunda da rol oynamaktadır. Bu da 

gliotoksinin, CT-L aktif bölgesinde veya yakınında karışık disülfür bağlarını içeren geri 

dönüşümlü kovalent modifikasyonla proteazomu hedefleyebileceğini göstermektedir. 

Gliotoksin, saflaştırılmış proteazomun CT-L aktivitesini, mononükleer hücrelerde proteazom 

substratlarının birikmesini sağlayan bir konsantrasyon olan yaklaşık 10 mikroM IC50 değeri ile 

inhibe etmektedir. Bununla birlikte, NF-KB aktivasyonunun inhibisyonunun 100 nM kadar 
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düşük konsantrasyonlarda etkili olduğu gözlemiş ve proteazomun in vivo gliotoksinin ana 

hedefi olup olmadığı sorusunu gündeme getirmiştir (Pahl ve diğ., 1996). 
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3. MALZEME VE YÖNTEM 

3.1. KULLANILAN HÜCRE SOYU  

Bu araştırmada üçlü negatif meme kanseri modeli olarak Kafkas kökenli bir kadının pleural 

efüzyonundan izole edilen MDA-MB-231 ve luminal A meme kanseri modeli olarak yine aynı 

şekilde Kafkas kökenli bir kadının pleural efüzyonundan izole edilen MCF-7 hücre soyları 

kullanılmıştır. Bu hücreler laboratuarımızda rutin olarak kültüre edilen hücrelerdir. MDA-MB-

231 hücreleri, 100 μg/ml streptomisin (Streptomisin sülfat, İ.E. Ulugay), 100 IU/ml penisilin 

(Pronapen, Pfizer), Amhotericine B (Sigma), %10 Fetal Sığır Serumu (FBS, Gibco lab.) içeren 

pH’sı % 4.4’ lük NaHCO3 ile 7.2’ ye ayarlanabilen yüksek glikozlu DMEM doku kültürü 

besiyerinde, MCF-7 hücreleri ise 100 μg/ml streptomisin (Streptomisin sülfat, İ.E. Ulugay), 

100 IU/ml penisilin (Pronapen, Pfizer), Amhotericine B (Sigma), %10 Fetal Sığır Serumu 

(FBS, Gibco lab.) içeren pH’sı % 4.4’ lük NaHCO3 ile 7.2’ ye ayarlanabilen RPMI-1640 doku 

kültürü besiyerinde yaşatılmaktadır. 

3.2. HÜCRELERİN PASAJ İŞLEMİ  

Pasaj işlemi, hücrelerin yetişmiş oldukları kültür kaplarında tek tabaka haline geldiklerinde 

gerçekleştirilmiştir. Hücrelerin yetiştirildikleri kültür kabı içinden kaldırılabilmesi için % 

0.25’lik tripsin eriyiği (Gibco Lab.) kullanılmış ve süspanse edilerek santrifüj tüpüne 

aktarılmıştır. Bu işlemden sonra 2 ml besiyeri eklenerek tripsin inaktif hale getirilmiş ve 500 g 

dönme hızında 3 dakika santrifüj edilmiştir. Süpernatant atılmış, pellet üzerine kuyucuk başına 

ekilecek olan hücre sayısı hesaplanarak sulandırma yapılmış ve ekim işlemine geçilmiştir.  

3.3. HÜCRELERİN EKİM İŞLEMİ  

Çoğalma hızı analizi için 96 kuyucuklu kültür kaplarına her bir kuyucukta 3x104 hücre/ml 

besiyeri olacak şekilde ekim yapılmıştır. Mitoz indeksi ve işaretlenme indeksi parametreleri 

için 24 kuyucuklu steril kültür kaplarının her bir kuyucuğu içerisine önceden steril yuvarlak 

lameller yerleştirilmiş ve her bir kuyucuk başına 1,5x104 hücre olacak şekilde ekim yapılmıştır. 

Hücreler lamellere yapıştıktan sonra her kuyucuğa birer ml besiyeri eklenmiştir. Apoptoz 

indeksi için 6 kuyucuklu kültür kapları kullanılmış ve her bir kuyucukta 100000 hücre olacak 

şekilde ekim işlemi gerçekleştirilmiştir.  
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24 saatlik süre boyunca, 37 oC’de %95 hava ve %5 CO2 karışımında inkübasyona devam 

edilerek hücreler deneye hazır hale getirilmiştir. 

3.4. İLAÇ KONSANTRASYONLARININ HAZIRLANMASI  

Uygulanan ilaç konsantrasyonları in vitro ve klinik çalışmalar temel alınarak saptanmıştır 

(Vigushin ve diğ., 2004). Deneyler Gliotoksin’in tek başına ve birlikte uygulandığı 

konsantrasyon ve zaman aralıklarında gerçekleştirilmiştir. 

3.5. MİTOTİK İNDEKS VE APOPTOTİK İNDEKS İÇİN PREPARATLARIN 

HAZIRLANMASI 

Kontrol ve deney gruplarındaki hücrelerin ilaç uygulama süreleri tamamlandığında, mitoz 

indeksi ve işaretlenme indeksi işlemleri için ayrılan lameller kuyucuklardan çıkarılmıştır. 

Havada kurutulduktan sonra şeffaf oje ile lamlara yapıştırılmıştır. Hazırlanan bu preparatlar 

hava ile kurutulduktan sonra, Carnoy fiksatifi [glasiyal asetik asit: %96 etanol (1:3 v/v)] ile 10 

dakika fikse edilmiş ve iki kez 5’er dakika %70 etanol ile yıkanmıştır. Preparatlar daha sonraki 

hidroliz ve boyama işlemleri için kurutma kağıdı üzerinde kurumaya bırakılmıştır.  

Apoptoz indeksi tespiti için, ilaçların uygulama süreleri sonunda hücreler %0.25’lik tripsin ile 

yüzeyden kaldırılmış ve steril tüplere alınmıştır. 500 g hızda 5 dakika boyunca santrifüj edilecek 

ve süpernatant uzaklaştırılmıştır. Hücrelerin fiksasyonu için pellet üzerine 1 ml metanol: PBS 

(1:1 v/v) konulmuş ve 500 g hızda 5 dakika boyunca santrifüj edilmiştir. Süpernatantın 

uzaklaştırılmasından sonra pellet üzerine 1 ml metanol eklenmiş ve pipetaj ile süspanse edilip 

4 °C’de saklanmıştr. Preparat hazırlanması için kullanılacak lamlar temizlenmek üzere etanol: 

HCl (1:1 v/v) ile 4°C’de 24 saat bekletilmiş daha sonra 24 saat akarsu altında bırakılmıştır. 

Distile suda tekrar durulanan lamlar preparat yapılmak üzere 4°C’de saklanmıştır. 

3.6. HÜCRE KİNETİĞİ PARAMETRELERİ 

3.6.1. Çoğalma Hızı: Mitokondriyal Dehidrogenaz Enzim Aktivitesi Tayini 

Gliotoksin, üçlü negatif meme kanseri modeli olarak kullanılan MDA-MB-231 ve luminal A 

meme kanseri modeli olarak kullanılan MCF-7 hücre soyları üzerinde meydana getirdiği 

sitotoksisite, MTT testi ile değerlendirilmiştir. Canlı hücrelerin mitokondriyal dehidrogenaz 
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enzimleri MTT’yi dimetil sülfoksit (DMSO) ile çözünebilen ancak suda çözünmeyen formazan 

kristallerine indirgemektedir ve bu deney mitokondriyal aktivite bozukluğunu göstermektedir. 

Hücreler 96 kuyucuklu kültür kaplarına her bir kuyucukta 1x104 hücre olacak şekilde ekilmiştir. 

Hücreler 24 saat etüvde bekletilmiş ve sırasıyla farklı konsantrasyonlardaki   Gliotoksin 

uygulanmıştır. Deney sürelerinin sonunda kuyucuklardaki besiyeri uzaklaştırılarak ve 40 µl 

MTT (5mg/ml) eklenmiştir. Yaklaşık 4 saat beklendikten sonra MTT bulunan kuyucuklara 160 

µl DMSO eklenerek çalkalayıcılı etüvde 1 saat inkübasyona bırakılmıştır. Oluşan formazan 

kristallerinin 1 saatlik inkübasyon süresince çözünmesinin ardından oluşturulan deney 

gruplarının absorbans değerleri, 570 nm’de spektrofotometre ölçümleri ile gerçekleştirilmiştir 

(µQuant, Bio-Tek Instruments INC.) (Topçul M.R. ve Çetin İ, 2015).  

3.6.2. xCELLigence DP Gerçek Zamanlı Hücre Analiz (RTCA) Sistemi ile Hücre İndeksi 

Değerlerinin Belirlenmesi 

Hücre proliferasyonu ve hücre ölümlerinin belirlenmesindeki geleneksel yöntemler, kültüre 

hücrelerden belirli zaman aralıklarında örnekler alınarak bunlar üzerinde biyokimyasal 

ölçümler yapılmasını içermektedir. Günümüzde çok yeni olarak bu amaçla kullanılmaya 

başlayan sistemler, kültüre hücrelerdeki çoğalma ve ölümleri, gerçek zamanlı ve devamlı bir 

şekilde, hücrelerin elektrik akımına karşı gösterdikleri direncin belirlenmesiyle 

gerçekleştirmektedirler. Bu sistemlerden biri de xCELLigence RTCA-DP sistemidir. 

xCELLigence RTCA-DP sisteminin temel ilkesi, alt yüzeyinde altın elektrotlar bulunan E-Plate 

yüzeyine yapışan hücre miktarı arttıkça akıma karşı oluşan direncin artması, yüzeye yapışan 

hücre miktarı azaldıkça, direncin de buna bağlı olarak azalması olgusuna dayanmaktadır. 

xCELLingence RTCA-DP sistemi aracılığıyla hücre proliferasyonu ve hücre ölümü gerçek 

zamanlı ve sürekli olarak kaydedilebilmekte ve kaydedilen veriler grafikler halinde bilgisayar 

ekranına aktarılmaktadır (Şekil 3.1). 
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Şekil 3.1: xCELLigence DP cihazı ve E-Plate. 

Gerçek zamanlı hücre analiz sistemi xCELLigence DP kullanılarak elde edilecek hücre indeksi 

parametresinin değerlendirilebilmesi için 16 kuyucuklu E-Plate kullanılmıştır. Öncelikle E-

Plate’in her bir kuyucuğuna 100 µl besiyeri eklenmiş ve xCELLigence DP cihazında 

background ölçümleri alınmıştır. Daha sonra MDA-MB-231 hücreleri için 100 µl besiyerinde 

5x103 hücre, MCF-7 hücreleri için ise 100 µl besiyerinde 1x104 hücre olacak şekilde her bir 

kuyucuğa ekim yapılmıştır. Ekim işleminin ardından E-Plate’ler 20 dakika boyunca steril 

çalışma kabini içerisinde oda sıcaklığında inkübe edilmiş ve daha sonra xCELLigence DP 

cihazındaki yerlerine yerleştirilerek 37OC ve %5 CO2 ortam şartlarında inkübasyona devam 

edilmiştir. E-Plate’lere hücre ekimi gerçekleştirildikten sonra xCELLigence DP cihazına her 15 

dakikada bir ölçüm alması için komut verilmiştir. Hücre ekiminde yaklaşık 24 saat sonra 

hücrelerin çoğalma fazının 1/3’lük diliminde E-Plate’lerdeki besiyeri ajanlı besiyeri ile 

değiştirilerek 72 saat süresince 15 dakika aralıklarla ölçüm alınmaya devam edilmiştir. 

Konsantrasyona ve zamana bağımlı hücre indeksi değerlerine ait grafikler bilgisayar ekranına 

aktarılmıştır (Topçul M.R. ve Çetin İ, 2015). 

3.6.3. Mitotik İndeks 

Deney gruplarına göre hazırlanan preparatlar önce oda sıcaklığındaki 1 N HCl ile 1 dakika daha 

sonra 60 0C deki 1 N HCl ile 10 dakika hidroliz edilmiştir. Hidroliz işleminden sonra 

preparatlara 1 saat süresince Feulgen metodu uygulanmıştır. Bu preparatlar daha sonra Feulgen 

metoduna özel yıkama solüsyonu ile 2’şer dakikadan 3 kez yıkanmış ve havada kurutulmuştur. 
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Preparatlar kurutulduktan sonra, 2 dakika süre ile Giemsa boyası ile boyanarak sayım için hazır 

duruma getirilmiştir. Bu preparatlardan mitoz indeksi (MI) değerlerini saptamak amacı ile geç 

profaz, metafaz, anafaz ve telofaz evreleri sayılmıştır. Erken profaz evresi interfaz grubundaki 

hücrelere morfolojik olarak benzerlik gösterdiğinden bu evre ile birlikte değerlendirilmiştir. 

Uygulanan her bir ilaç konsantrasyonu ve süre için üçer preparat değerlendirilmiş ve her bir 

preparattan ortalama 3000 hücre sayılarak, mitoz indeksi değerleri saptanmıştır (Topçul M.R. 

ve Çetin İ, 2015). 

3.6.4. Apoptotik İndeks 

4°C’de bekletilen hücreler 500 g hızda 5 dakika boyunca tekrar santrifüj edilmiş, süpernatant 

uzaklaştırılmış ve tekrar 1 ml taze metanol ile süspanse edilmiştir. Hazırlanan bu hücre 

süspansiyonundan daha önce temizlenen lamlar üzerine, tüm lam yüzeyi kaplanacak şekilde 

100 μl damlatılmış ve oda sıcaklığında kurutulmuştur. Kurutmanın ardından örneklerin DAPI 

ile muameleleri gerçekleştirilmiştir. Preparatlara boyama kaplarında, ışık almayan bir ortamda 

20 dakika boyunca oda sıcaklığında DAPI uygulanmıştır. Bu süre sonunda boyama kabından 

alınan preparatlar 20 dakika boyunca PBS’de bekletilerek yıkama işlemi yapılmıştır. Yıkama 

işleminin ardından preparatların üzerine lamel kapatılarak floresan mikroskopta (Leitz, Wetzlar 

Ortholux) (λex 364 nm; λex 454 nm) sayımları gerçekleştirilmiştir. Yapılan sayımlarda DAPI 

uygulanan hücreler, normal ve apoptotik nukleus olarak belirlenmiş ve AI değerleri 

hesaplanmıştır. Her deney grubu için en az 30 alanda yaklaşık 100 hücre sayılmış ve her alan 

için apoptotik hücrelerin toplam hücrelere olan yüzde oranları hesaplanmıştır (Martinez-Serra, 

J ve diğ., 2014). 

3.6.5. BrdU Protokol 

96 kuyucuklu kültür kabının her bir kuyusunda 200.000 hücre olacak şekilde ekim yapılmıştır. 

Hücrelerin yapışması ve yayılması için 24 saat inkübasyondan sonra total hacim 200 µl olacak 

şekilde istenilen konsantrasyonda test reaktifi eklenmiştir. Test reaktifi eklendikten 3-4 saat 

sonra BrdU eklenmiştir süresi devam ederek, bu işlem her deney süresi için ayrı ayrı 

gerçekleşmektedir. Bu amaçla öncelikle kit içerisindeki 500 x BrdU’nun 1:500 oranında 

seyreltik solüsyonu hazırlanarak stoktan 8 µl BrdU çekilmiş ve 3992 µl besiyerine eklenerek 

seyreltilmiştir. Bu seyreltilmiş BrdU’dan 20 µl alınarak deney gruplarının bulunduğu kuyulara 

eklenmiştir. 24 saat inkübasyona devam edilmiştir. Kuyulardaki medium uzaklaştırılarak her 
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bir kuyuya 200 µl sabitleme solüsyonu uygulanmıştır. Oda sıcaklığında 30 dak inkübe edilerek 

bu sürenin sonunda sabitleme solüsyonu tamamen uzaklaştırılmıştır. Yıkama aşamasında kit 

içerisinde yer alan 50 x Wash Buffer, 1:50 oranında seyreltilerek 3 kez yıkama yapılmış, son 

yıkamadan sonra Wash Buffer kuyulardan iyice uzaklaştırılmıştır. Her kuyuya 100 µl Anti-

BrdU antikoru eklenerek oda sıcaklığında 1 saat inkübe edilmiştir. Daha sonra yıkama işlemi 

tekrarlanmıştır. 2000 x Goat anti-mouse IgG, Peroksidaz konjugatı 1:2000 oranında 

seyreltilerek ve milipor filtreden geçirilerek her bir kuyucuğa 100 µl eklenerek 30 dak oda 

sıcaklığında inkübe edilmiştir. Daha sonra yıkama işlemi tekrarlanmıştır. Her kuyuya 100 µl 

TMB Peroksidaz Substrat eklenerek karanlıkta, oda sıcaklığında 30 dak inkübe edilmiştir. Kit 

içerisinde yer alan anti-stop solüsyonundan her kuyuya 100 µl eklenecek ve 450-550 nm çift 

dalga boyunda absorbans değerleri ölçülmüştür (Uslu ve diğ., 2015). 

3.7. İSTATİSTİKSEL DEĞERLENDİRME 

Tüm deney gruplarında uygulanan konsantrasyon ve zamana göre saptanan hücre kinetiği 

parametreleri değerleri kontrole ve birbirlerine göre değerlendirilmiş ve bu amaçla tüm deney 

gruplarından saptanan değerlere tek yönlü ANOVA testi uygulanmıştır. Grupların kontrole göre 

anlamlılıkları DUNNETT’S testi ile grupların birbirleri ile olan anlamlılıkları ise t-testi ile 

değerlendirilmiştir. İstatistiksel değerlendirmelerde p<0.05 anlamlılık seviyesi temel alınmıştır. 
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4. BULGULAR 

Bu çalışmada, disülfür bağı içeren heterosiklik bir çekirdek ile karakterize edilen mantar 

epipolitiyodioksopiperazin metaboliti gliotoksin kullanılmıştır. In vitro koşullarda östrojen 

reseptörü pozitif meme kanseri hücreleri MCF-7 ile östrojen, progesteron reseptörü ve HER-2 

gen anlatımı negatif olan üçlü negatif meme kanseri hücreleri MDA-MB-231 üzerine bu ajan, 

değişik süre ve konsantrasyonlarda tek başına uygulanmış; çoğalma hızı, hücre indeksi, mitotik 

indeks ve apoptotik indeks verilerinin değerlendirmeleri yapılarak luminal A ve triple negatif 

meme kanseri modeli olarak kullanılan MCF-7 ve MDA-MB-231 hücreleri üzerinde meydana 

getirdiği antiproliferatif etkiler araştırılmıştır. 

4.1. GLİOTOKSİN’İN MDA-MB-231 VE MCF-7 HÜCRELERİNE ETKİLERİ 

ÇOĞALMA HIZI 

MCF-7 ve MDA-MB-231 hücre hatları üzerine Gliotoksin’in uygulanması sonucunda 

hücrelerin mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi üzerine herhangi bir etki gösterip 

göstermediğinin belirlenmesi amacıyla, kültüre edilen hücrelere 24 saat süresince farklı 

konsantrasyonlarda Gliotoksin uygulanmıştır. Her iki hücre hattı için 1,5625 µM, 3,125 µM ve 

6,25 µM Gliotoksin konsantrasyonları kullanılmıştır. 

 

Şekil 4.1: 24 saat süresince 1,5625 µM, 3,125 µM ve 6,25 µM Gliotoksin MCF-7 hücrelerine ait 

mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi değerleri (570 nm) (* Kontrole göre anlamlı p<0.01). 
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Tablo 4.1: 24 saat süresince 1,5625 µM, 3,125 µM ve 6,25 µM Gliotoksin MCF-7 uygulanan MCF-7 

hücrelerine ait mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi değerleri (570 nm) (* Kontrole göre anlamlı 

p<0.01). 

 

 

Şekil 4.2: 24 saat süresince 1,5625 µM, 3,125 µM ve 6,25 µM Gliotoksin uygulanan MDA-MB-231 

hücrelerine ait mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi değerleri (570 nm) (* Kontrole göre anlamlı 

p<0.01). 

Tablo 4.2: 24 saat süresince 1,5625 µM, 3,125 µM ve 6,25 µM Gliotoksin uygulanan MDA-MB-231 

hücrelerine ait mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi değerleri (570 nm) (* Kontrole göre anlamlı 

p<0.01). 

 

 

Deney Grupları Kontrol 1,5625 µM 3,125 µM 6,25 µM

Absorbans Değerleri x 10
-3

(450-690nm)

MCF-7 HÜCRELERİ

410,5 210,8 198,12 89,286
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Deney Grupları Kontrol 1,5625 µM 3,125 µM 6,25 µM

Absorbans Değerleri x 10
-3 441,25 230,96 215,8 71,5
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Şekil 4.3: 24 saat süresince 1,5625 µM, 3,125 µM ve 6,25 µM Gliotoksin uygulanan MCF-7 hücrelerine 

ait % canlılık değerleri (* Kontrole göre anlamlı p<0.01). 

Tablo 4.3: 24 saat süresince 1,5625 µM, 3,125 µM ve 6,25 µM Gliotoksin uygulanan MCF-7 

hücrelerine ait % canlılık değerleri (* Kontrole göre anlamlı p<0.01). 

 

 

Deney Grupları Kontrol 1,5625 µM 3,125 µM 6,25 µM

%  Canlılık Değerleri 100 51,35 48,26 21,75

MCF-7 HÜCRELERİ
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Şekil 4.4: 24 saat süresince 1,5625 µM, 3,125 µM ve 6,25 µM Gliotoksin uygulanan MDA-MB-231 

hücrelerine ait % canlılık değerleri (* Kontrole göre anlamlı p<0.01). 

Tablo 4.4: 24 saat süresince 1,5625 µM, 3,125 µM ve 6,25 µM Gliotoksin uygulanan MDA-MB-

231hücrelerine ait % canlılık değerleri (* Kontrole göre anlamlı p<0.01). 

 

Bu absorbans değerleri incelendiğinde MCF-7 hücreleri için %100 kabul edilen kontrol 

grubuna göre; 1,5625 µg/ml Gliotoksin konsantrasyonunun hücrelerinin canlılığını %51,35’e, 

3,125 µg/ml ilaç konsantrasyonunun hücre canlılığını %48,26’ya ve 6,25 µg/ml ilaç 

konsantrasyonunun ise %21,75’e düşürdüğü gözlenmiştir (Şekil 4.3; Tablo 4.3). 

Bu absorbans değerleri incelendiğinde MDA-MB-231 hücreleri için %100 kabul edilen kontrol 

grubuna göre; 1,5625 µg/ml Gliotoksin konsantrasyonunun hücrelerinin canlılığını %52,34’e, 

3,125 µg/ml ilaç konsantrasyonunun hücre canlılığını %48,9’a ve 6,25 µg/ml ilaç 

konsantrasyonunun ise %16,2’ye düşürdüğü gözlenmiştir (Şekil 4.4; Tablo 4.4). 

Elde edilen veriler doğrultusunda her iki hücre soyu için 1,5625 µg/ml’lik Gliotoksin 

konsantrasyonunun hücrelerin yarısının ölümüne neden olan IC50 dozu olduğu görülmektedir. 

Elde edilen verilerin kontrole göre istatistiksel açıdan p<0.01 seviyesinde anlamlı olduğu 

belirlenmiştir. 

 4.2. GLİOTOKSİN’İN MDA-MB-231 VE MCF-7 HÜCRELERİNE ETKİLERİ 

4.2.1. %BrDU Değerleri 

Hem MCF-7 hem de MDA-MB-231 hücre hatları için belirlenmiş olan 1,5625 µg/ml’lik 

Gliotoksin konsantrasyonun 0-72 saat süresince uygulanması sonucunda elde edilmiş olan 

%BrdU değerleri Şekil 4.5 ve Şekil 4.6’da gösterilmiştir. 

0-72 sa boyunca 24 saatlik aralıklarla yapılan %BrdU değerlerine her iki hücre tipi için 

bakılmıştır. Elde edilen sonuçlara göre kontrol hücreleri ile yapılan karşılaştırmada MCF-7 

hücreleri için %BrdU değeri 24 saatte %52, 48 saatte %38 ve 72 saatte %27 olarak belirtilmiştir. 

Deney Grupları Kontrol 1,5625 µM 3,125 µM 6,25 µM

100 100 100 100

100 52,34 48,9 16,2

MDA-MB-231

%  Canlılık Değerleri
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(Şekil 4.5) Kontrol hücreleri ile yapılan karşılaştırmada MDA-MB-231 hücreleri için %BrdU 

değeri 24 saatte %48, 48 saatte %36 ve 72 saatte %23 olarak belirtilmiştir. (Şekil 4.6) 

 

Şekil 4.5: 0-72 saat süresince 1,5625 µM uygulanan MCF-7 hücrelerine ait BrdU aktivitesi değerleri 

(570 nm) (* Kontrole göre anlamlı p<0.01). 

Tablo 4.5: 72 saat süresince 1,5625 µM, 3,125 µM ve 6,25 µM Gliotoksin uygulanan MCF-7 

hücrelerine ait % BrdU değerleri (* Kontrole göre anlamlı p<0.01). 

 

Zaman (Saat) 0 24 48 72

Kontrol 100 100 100 100

1,5625 µM 100 52 38 27

MCF-7

% BrdU
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Şekil 4.6: 0-72 saat süresince 1,5625 µM uygulanan MDA-MB-231 hücrelerine ait BrdU aktivitesi 

değerleri (570 nm) (* Kontrole göre anlamlı p<0.01). 

Tablo 4.6: 72 saat süresince 1,5625 µM, 3,125 µM ve 6,25 µM Gliotoksin uygulanan MDA-MB-

231hücrelerine ait % canlılık değerleri (* Kontrole göre anlamlı p<0.01). 

 

4.3. XCELLIGENCE GERÇEK ZAMANLI HÜCRE ANALİZ SİSTEMİ İLE HÜCRE 

İNDEKSİ 

Gliotoksin’in MCF-7 ve MDA-MB-231 hücre hatlarına 1,5625 µM, 3,125 µM ve 6,25 µM 

konsantrasyonlarda uygulanması sonucunda gerçek zamanlı hücre analiz sisteminden elde 

edilen hücre indeksi değerleri incelendiğinde; ajanın hücreler üzerinde antiproliferatif 

etkilerinin olduğu görülmektedir. Hücre indeksi değerlerine ait grafiğin eğrileri, kullanılan 

standart eğriler ile karşılaştırıldığında, uygulanan tüm Gliotoksin konsantrasyonlarının her iki 

hücre hattında da DNA’ya hasar verici etki meydana getirdiğini düşündürmektedir. 

Zaman (Saat) 0 24 48 72

Kontrol 100 100 100 100

1,5625 µM 100 48 36 23

MDA-MB-231

% BrdU
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Şekil 4.7: 1,5625 µM, 3,125 µM ve 6,25 µM dozlarında Gliotoksin uygulanan MCF-7 hücrelerine ait 

Gerçek Zamanlı Hücre Analiz Sistemi kullanılarak elde edilen hücre indeksi grafiği 

(--Kontrol, --1,5625 µM, -- 3,125 µM, -- 6,25µM) 

 

Şekil 4.8: 1,5625 µM, 3,125 µM ve 6,25 µM dozlarında Gliotoksin uygulanan MDA-MB-231 

hücrelerine ait Gerçek Zamanlı Hücre Analiz Sistemi kullanılarak elde edilen hücre indeksi grafiği 

(--Kontrol, --1,5625 µM, -- 3,125 µM, -- 6,25µM) 
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4.4. MİTOTİK İNDEKS 

MCF-7 ve MDA-MB-231 hücre hatları üzerine Gliotoksin’in uygulanması sonucunda mitotik 

indeks değerleri, 0-72 saat süresince kültüre edilen her iki hücre hattına 1,5625 µM’lık 

Gliotoksin konsantrasyonu uygulanarak saptanmıştır. Ajan uygulanmayan kontrol grubu ile paralel 

yürütülen deney serilerinden elde edilen mitotik indeks değerleri belirlenmiştir. Bu değerler Tablo 4.7 

ve Tablo 4.8’da belirtilmiştir. 

 

Şekil 4.9: 0-72 saat süresince 1,5625 µM uygulanan MCF-7 hücrelerine ait % Mitoz İndeksi değerleri 

(570 nm) (* Kontrole göre anlamlı p<0.01). 
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Şekil 4.10: 0-72 saat süresince 1,5625 µM uygulanan MDA-MB-231 hücrelerine ait % Mitoz İndeksi 

değerleri (570 nm) (* Kontrole göre anlamlı p<0.01). 

Tablo 4.7: 0-72 saat süresince 1,5625 µM Gliotoksin uygulanan MCF-7 hücrelerine ait mitotik indeks 

değerleri (* Kontrole göre anlamlı p<0.01). 

 

Tablo 4.8: 0-72 saat süresince 1,5625 µM Gliotoksin uygulanan MDA-MB-231hücrelerine ait mitotik 

indeks değerleri (* Kontrole göre anlamlı p<0.01). 

 

Şekil 4.9 ve 4.10’da görüldüğü gibi 1,5625 µM’lık Gliotoksin konsantrasyonunda hem MCF-7 

hem de MDA-MB-231 hücre hatlarına  ait mitotik indeks değerleri zamana bağlı olarak 24. 

Kontrol 1,5625 µM

6,27 3,33

6,96 2,21

7,11 1,16

MCF-7

Mitoz Indeks

Kontrol 1,5625 µM

24 5,27 2,19

48 6,18 1,94

72 6,28 0,78

MDA-MB-231

Zaman (Saat)
Mitoz Indeks
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saatten itibaren anlamlı ölçüde düşmüştür. Meydana gelen bu düşüşün her iki hücre soyunda da 

istatiksel olarak anlamlılığı p<0.01 seviyesinde saptanmıştır. 

4.5. APOPTOTİK İNDEKS 

MCF-7 ve MDA-MB-231 hücreleri üzerine Gliotoksin’in uygulanması sonucunda hücrelerin 

apoptotik indeks değerleri üzerindeki etkisinin belirlenmesi amacıyla 0-72 saat süresince 

kültüre edilen her iki hücre hattına da 1,5625 µM konsantrasyonda Gliotoksin uygulanmıştır. Ajan 

uygulanmayan kontrol grubu ile paralel yürütülen deney serilerinden elde edilen apoptotik indeks 

değerleri Tablo 4.7 ve 4.8’de gösterilmiştir.  

Tablo 4.9: 0-72 saat süresince 1,5625 µM Gliotoksin uygulanan MCF-7 hücrelerine ait apoptotik indeks 

değerleri (* Kontrole göre anlamlı p<0.01). 

 

Tablo 4.10: 0-72 saat süresince 1,5625 µM Gliotoksin uygulanan MDA-MB-231 hücrelerine ait 

apoptotik indeks değerleri (* Kontrole göre anlamlı p<0.01). 

 

Şekil 4.11 ve 4.12 incelendiğinde 1,5625 µM Gliotoksin konsantrasyonu uygulanması sonucunda 

her iki hücre hattına ait apoptotik indeks değerlerinin zamana bağlı olarak artış gösterdiği görülmektedir.  

Deneylerden elde edilen veriler incelendiğinde, hücrelerin apoptotik indeks değerlerindeki zamana bağlı 

artışın kontrole göre istatistiksel açıdan anlamlı olduğu saptanmıştır (p<0.01). 

Zaman 

(Saat) Kontrol 1,5625 µM

24 2,14 7,69

48 2,67 15,96

72 3,13 21,34

MCF-7

Apoptotik Indeks (% )

Zaman

(Saat) Kontrol 1,5625 µM

24 2,15 8,96

48 2,37 12,94

72 3,16 19,43

MDA-MB-231

Apoptotik Indeks (% )



32 

 

 

 

 

Şekil 4.11: 0-72 saat süresince 1,5625 µM Gliotoksin uygulanan MCF-7 hücrelerine ait % Apoptoz 

İndeksi değerleri (570 nm) (* Kontrole göre anlamlı p<0.01). 

 

Şekil 4.12: 0-72 saat süresince 1,5625 µM uygulanan MDA-MB-231 hücrelerine ait % Apoptoz 

İndeksi değerleri (570 nm) (* Kontrole göre anlamlı p<0.01). 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Çürümüş organik maddelerde, toprakta ve nemli ortamlarda bulunan Aspergillus cinsi 

mantarlar tüm dünyada yaygın olarak bulunan saprofitik filamentöz mantarlardır (Mandell GL, 

ve diğ. 2005). Hücre duvarı yapıları incelendiğinde sert bir katman olan yapı, mantar hücresinin 

biyolojik, fiziksel ve kimyasal etkenlere karşı bütünlüğünün ve şeklinin korunmasında önemli 

rol oynarlar. Bazı hücre duvar bileşenlerinin immün modülatör veya antijenik etkileri 

gözlemlenmiştir (Sentandreu, R, ve diğ. 2004). Aspergillus türleri toksik olarak kabul edilen 

ikincil metabolitler üretmektedir. Bunlar; Aflotoksin, gliotoksin, okratoksin A ve fumagilindir. 

Bu metabolitler arasında en fazla çalışma yapılan gliotoksindir. Bağışıklık sistemini baskılayıcı 

etkisi vardır ve akut toksisiteye neden olur (Christin ve diğ. 1998). Bunun yanı sıra son yıllarda 

yapılan çalışmalarda antimikrobiyal etkisi de dikkat çekmiştir (Johnson ve diğ. 1943; Bruce ve 

diğ. 1944; Fridrichsons ve diğ. 1967). In vivo çalışmalarda gliotoksinin B ve T-Lenfositleri 

üzerindeki güçlü immunosüpresan etkileri, makrofajlarda, periferal lenfositlerde ve 

timositlerde apoptoz indüksiyonu; geniş spektrumlu antimikrobiyal aktivite, immün yetmezliği 

olan aspergilloz ve diğer fırsatçı enfeksiyonların patogenezinde olası bir etiyolojik rol olduğunu 

düşündürmektedir (Mullbacher ve Eichner, 1984; Sutton ve diğ., 1994; Sutton ve diğ., 1995; 

Waring ve diğ., 1988; Waring ve diğ., 1994). 

Günümüzde kansere çare bulmak için yapılan çalışmalarda doğal kaynaklı ilaçların 

geliştirilmesinin önem kazanan stratejiler arasında olduğunu gözlemliyoruz. Deniz kaynaklı 

canlıların geniş aralıktaki biyolojik çeşitliliği bilim insanlarına yine geniş aralıkta çeşitliliği 

olan biyoaktif bileşenleri sunmaktadır (Simmons ve diğ., 2005).  

Doğal deniz kaynaklı biyoaktif bileşenlerin keşfi ile gliotoksin doğal bir mikotoksin olmakla 

birlikte immunosupressive ve antimikrobiyal activitesi üzerine yoğunlaşan çalışmalar 

bulunmaktadır. Wnt sinyal yolu birçok kanserli insan hücresinde istenmeyen bir aktivasyondur 

(Polakis, 2017; Clevers ve Nusse, 2012).  

Gliotoksin ve bazı analoglarının, bir deniz mantarı olan Neosartorya pseufofischeri’nin ikincil 

metabolitlerinin Wnt sinyal yolunun inhibitörleri olarak gördükleri tespit edilmiştir. Buna ek 

olarak Gliotoksin’in kolorektal kanser hücrelerindeki adenomatöz polipozis koli (APC) 

inaktive edici mutasyonları, β-katenin düzeylerini veya β-katenin mutasyonlarını aktive ederek 

regülasyonunu azalttığı bulunmuştur. Ayrıca Gliotoksin’in Wnt sinyal yolunun mutasyonları 
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ile çoklu kolorektal kanser hücre dizilerinde büyüme inhibisyonuna ve apoptoza neden olduğu 

gösterilmektedir (Junxiong ve diğ., 2015). 

2004 yılında yapılan kanser çalışmalarından birinde, gliotoksinin meme kanseri kültür 

hücrelerinde protein izoprenilasyonunu ve meme kanseri hücre proliferasyonunu inhibe eden 

ikili FTI-GGTI olarak aktivitesini ve kanserojen kaynaklı sıçan meme karsinom modelinde 

anti-tümör etkinliğini ve in vivo sınırlı toksisitesinin raporlandığını görmekteyiz (Vigushin ve 

diğ., 2004). 

Kanser tedavisinde süreci olumsuz etkileyen bir engel olarak bilinen edinilmiş ilaç direncine ve 

tedaviye dirençli kanser hücrelerine karşı çözüm bulma çabaları hala devam etmektedir 

(Tsvetkova ve Goss., 2012). Doğal kaynak olarak denizde yaşayan canlıların ikincil 

metabolitlerinden elde edilen ve kansere karşı geliştirilen ajanlar umut verici niteliktedir. 

Yapılan çalışmada deniz kaynaklı Aspergillus fumigatustan izole edilen ikincil bir metabolit 

olan Gliotoksin’in, Adriamisin (ADR) dirençli küçük hücreli olmayan akciğer kanseri 

(NSCLC) hücre hatları A549 / ADR'nin büyümesini inhibe edip etmediği incelenmiştir. 

Bu tez çalışmamda da doğal olarak denizde yaşayan Aspergillus fumigatus canlısından ikincil 

metabolit olarak elde edilen Gliotoksin’in tedaviye dirençli Luminal A meme kanseri modeli 

olarak kullanılan ve MCF-7 ve üçlü negatif meme kanseri modeli olarak kullanılan MDA-MB-

231 hücre hatları üzerine kanseri inhibe edici etkisi araştırılmış ve umut vaad eden destekleyici 

sonuçlara erişilmiştir. 

Gliotoksin, A549 / ADR hücre canlılığı üzerindeki etkilerini, tedavi edilen A549 / ADR 

hücrelerinde 3- (4,5-dimetiltiyazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolium bromür (MTT) testi ve apoptoz 

indüksiyonu ile araştırılmıştır. Floresanla aktive edilen hücre sıralama analizi, Hoechst boyama, 

annexin V / propidium iyodür boyama, tetraetilbenzimidazolilkarbosiyanin iyodür (JC-1) 

boyama ve western blotlama yoluyla incelenmiştir. Gliotoksin’in, mitokondriyal membran 

potansiyelini bozarak ve p53'ü aktive ettiği, mitokondriya bağlı yol boyunca A549 / ADR 

hücrelerinde apoptozu indüklediğini ve böylece p21 ekspresyon seviyelerini artırarak p21, 

p53'ün yukarı regüle edilmiş apoptoz modülatörü (PUMA), Bax, bölünmüş poli (ADP- riboz) 

polimeraz (PARP) ve bölünmüş kaspaz-9 üzerinde etkisi olduğu düşünülmektedir. Daha da 

önemlisi, Gliotoksin’in A549 / ADR hücreleri üzerinde kombinasyonel etkiler uygulamak için 

ADR ile birlikte çalıştığı keşfedilmiştir. Sonuç olarak, Gliotoksin’in mitokondriya bağlı 
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apoptozu indükleyerek ve ADR ile sıralı tedavinin kombine etkileri yoluyla ADR'ye dirençli 

NSCLC hücreleri üzerinde umut verici etkilere sahip olabileceğini düşündüren sonuçlara 

ulaşılmaktadır (Hung ve diğ., 2018) 

Bu tez çalışmasında; IC50 dozu olarak belirlenen 1,5625 µM’lık Gliotoksin’in 

konsantrasyonunu her iki hücre hattı için 24. saatte anlamlı bir düşüş gösterirken, 48. ve 72. 

saatlerde sıfıra yaklaşmıştır. Bu veriler yukarıda bahsedilen diğer çalışmalarda olduğu gibi 

mitotik katastrof ve mitotik tutuklanma fikrini desteklemektedir. 

Başka bir çalışmada Gliotoksin’in hücrelerin canlılığına olan etkisi, in vitro olarak ve melanom 

ksenograft fare modelinde değerlendirilmiştir. NOTCH reseptörleri, farklılaşma oluşan 

hücreleri ölümsüzleştirerek tümör oluşumunu başlatan onkogenler olarak hareket ettiği 

saptanmıştır (Espinoza ve Miele, 2013; Andersson ve Lendahl, 2014).  

Gliotoksin’in canlı hücrelerde immmünosüpresif olarak aktivite sergilediği saptanmıştır. 

Timositler, splenositler ve mezenterik lenf nodu hücrelerinde apoptozu indükler ve olgun 

lenfositlerin kemik iliğini seçici olarak tüketebilir. Gliotoksinin bu etkileri uyguladığı 

moleküler mekanizma bilinmemektedir (Pahl ve diğ., 1996). Yapmış olduğum tez çalışmamda 

elde ettiğimiz sonuçlar; Luminal A meme kanseri modeli olarak kullanılan ve MCF-7 ve üçlü 

negatif meme kanseri modeli olarak kullanılan MDA-MB-231 hücre hatları üzerine 

Gliotoksin’in benzer etkisini destekleyici yöndedir. 

Melanom (518A2), hepatosellüler karsinom (SNU398, HCC-3, Hep3B) ve pankreas 

karsinomundan (PANC1) türetilen hücre hatları yüksek miktarda nükleer NOTCH2 ifade eder. 

Bu hücre dizilerinde Gliotoksin’in etkisi değerlendirildiğinde apoptozu indüklerken GSI DAPT 

etkisiz bıraktığı gösterilmektedir. 

İnsan fibrosarkoma hücre (HT 1080) çalışmasında ise deniz fungusu olan Aspergillus 

fumigatus’tan elde edilen Gliotoksin’in proliferasyonu inhibe ettiği ve apoptozu indüklediği 

gösterilmektedir (Kim ve Park, 2016). Mevcut çalışmamda elde ettiğimiz sonuçlar da 

Gliotoksin’in proliferasyonu inhibe ettiğini ve apoptozu indüklediğini doğrular niteliktedir. 

Biri laboratuvarda üretilen diğeri ise standart kaynaktan alınan iki farklı örnek olarak Gliotoksin 

tercih edilmektedir. Bu iki örneğin 25, 50, 100 ve 200 ng/ ml olmak üzere farklı 

konsantrasyonlarının insan lenfositleri üzerindeki sitotoksik etkileri metiltiyazol tetrazolyum 
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(MTT) biyoessey tekniği ile değerlendirilmiştir. Sonuçlar, saf numunelerde farklı 

konsantrasyonlarda büyümenin %21, 39.10, 61.99 ve 87.45 ve standart satın alınan numunede 

ise sırasıyla %17,89; 34,92; 58,34 ve 85,22 oranında önlendiğini göstermiştir. Lenfositlerden 

DNA ekstraksiyonu yapılmış ve %1’lik agaroz jel üzerinde elektroforez yöntemi ile analiz 

edilmiştir. Gliotoksin’in DNA’ya hasar verme ya da bozma yeteneği gibi etkileri 

gözlemlenmiştir. Sonuç olarak bu çalışma, insan lenfositlerinin hem büyüme inhibisyonunun 

hem de DNA hasarının, artan toksin konsantrasyonları ile lineer olarak arttığını 

gösterilmektedir (Nouri ve diğ., 2015).  

Farilsiltransferazın (IC50 80 uM) ve geraniltgeraniltransferaz I'nin (IC50 17 uM) inhibisyonu, 

bu epiditiyodioksopiperazinin potansiyel antitümör aktivitesine ilgiyi uyandırmaktadır. N-

metil-N-nitrosourea sıçan meme karsinomu modelini kullanan randomize kontrollü 

çalışmalarda, gliotoksin, 10 kontrole kıyasla haftada 4 kez 10 mg / kg subkutan enjeksiyon 

yoluyla 10 hayvana uygulandığında antitümör aktivitesini in vitro ve az sistemik toksisite 

belirginleştirmiştir.  25 mg / kg'a kadar olan tekli dozlar iyi tolere edildiği gösterilmiştir. Mevcut 

çalışmada gliotoksinin, antitümör aktivitesi ve meme kanserine karşı in vitro ve in vivo uygun 

toksisite profili olan farnesiltransferaz ve geraniltgefiltransferaz I'in çift bir inhibitörü olduğunu 

doğrulamaktadır. Gliotoksin, ortalama ± SD IC50 289 ± 328 μM (38-985 μM aralığı) ile 

kültürde altı meme kanseri hücre soyunun proliferasyonunu inhibe ettiği; Lamin B'nin hücre içi 

farnillenmesi ve Rap1A'nın geranilgeranilasyonu doza bağlı bir şekilde inhibe ettiği 

gösterilmektedir (Vigushin ve diğ., 2004). 

Sonuç olarak bu tez çalışmasında; Luminal A meme kanseri modeli olarak kullanılan ve MCF-

7 ve üçlü negatif meme kanseri modeli olarak kullanılan MDA-MB-231 hücre hatları üzerine 

Gliotoksin’in etkisi hücre canlılığı, hücre indeksi, mitotik indeks ve apoptotik indeks gibi hücre 

kinetiği parametreleri kullanılarak değerlendirilmiştir. Elde edilen veriler hücre canlılığı, hücre 

indeksi, mitotik indeks değerlerinde zamana bağlı olarak anlamlı bir düşüşün, apoptotik indeks 

değerlerinde ise anlamlı (p<0.01) bir yükselişin olduğunu gösterilmektedir. Her iki hücre 

hattında da benzer sonuçların açığa çıkması, tüm kanser türlerinde etkili olabileceğini 

gösterebilir. 

Elde edilen bu veriler ışığında; Gliotoksin’in farklı meme kanseri hücreleri üzerine 

uygulanması ile hücre kinetiği parametrelerindeki değişiklikler doğrultusunda, kanser 
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tedavisine yönelik olumlu katkılarının olacağı ve gelecekte hayvan deneyleri ile yapılacak 

çalışmalarla desteklenerek, klinik kullanımda başarılı sonuçlar vereceği düşünülmektedir. 
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