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AR                              Androjen Reseptörü  
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BRCA2                       Meme kanseri, tip 2 duyarlılığı proteini 
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EDTA                Etilen diamin tetra asetik asit 
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FBS                   Fetal sığır serumu 

FITCH                         Floreseinizotiyosiyonat 

FSC                             Hücre büyüklüğü (Forward Scatter)    

HER2-                        İnsan epidermal büyüme faktörü reseptörü 2 

HR +                           Hormon Reseptörü pozitif 

HR -                            Hormon Reseptörü negatif 
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MTX       Mitoksantron  

NP    Nanopartikül  

PBS                   Fosfat tuzu tamponu  

PI                       Propidyum iyodür 

PS                                Penisilin streptomisn   

SSC                             Hücre granilütesi (Side Scatter) 

SEM                           Taramalı elektron mikroskobu 
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ÖZET 

ÇAP, H. (2021). Yeni Sentezlenen Amino Antrakinon Türevinin Antikanser Etkisinin 
Araştırılması. İstanbul Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü, Biyofizik AD. Yüksek 
Lisans Tezi. İstanbul.  

Meme kanseri tedavisinde kullanılan geleneksel kemoterapötik ajanlarının çoğu 

sistematik toksisiteye neden olmaktadır. Bu amaçla sitotoksik etkileri düşük, anti kanser 

etkileri yüksek yeni nesil olarak adlandırılan ilaç adayı moleküller ile yapılan çalışmalar 

son yıllarda önem kazanmıştır. Amino antrakinonlar (AA) ve türevleri antikanser ilacı 

olarak günümüzde kullanılmaktadırlar. Meme kanseri standart tedavisinde kullanılan en 

yaygın AA örneklerinden biri olan Mitoksantron (MTX) sitotoksik antibiyotik sınıfına 

dahildir. Bu tez çalışmasında yeni özgün olarak sentezlenen AA türevi molekülün İnsan 

meme kanseri hücreleri (MCF-7) ile İnsan damar kordonu endotel hücreleri (HUVEC) 

üzerine bağımsız ve standart tedavide kullanılan MTX ile olan sinerjistik

etkisi değerlendirilmiştir. Bu doğrultuda, sitotoksite testleri MTT yöntemi ile 

gerçekleştirilmiş ve elde edilen veriler analiz edilerek hücrelerin %50 canlılık gösterdiği 

inhibisyon konsantrasyonları (IC50) hesaplanmıştır. Apoptotik analizler akım sitometri 

yöntemi kullanılarak yapılmıştır. Deneyler sırasında biyoyararlanımı üst seviyeye 

taşımak amacı ile AA ve MTX uygun konsantrasyonlarda ayrı ayrı ve birlikte enkapsüle 

edilmiştir. Nanopartikül (NP) haline getirilen bu türev ve ilaç kombinasyonları ile de 

tüm deneyler tekrarlanarak sitotoksite testleri ve apoptotik analizler yapılmıştır. Yapılan 

deneylerde 24 saat sonunda enkapsüle edilen AA ve MTX’in kapsüle edilmeyen 

formlara göre kontrollü ilaç salınımından dolayı hem sitotoksite hem de apoptoz 

açısından değerlendirdiğimizde etkinliklerinin azaldığı görülmüştür. 48 saat sonunda ise 

etkinliklerinin kapsülsüz formlara oranla arttığı izlenmiştir. Elde ettiğimiz sonuçlarda 

AA’nın kontrol olarak kullanılan HUVEC hücrelerinde yüksek sitotoksik etki 

göstermesi ilacın sinerjistik etkinliğini ön plana çıkarmaktadır. Tüm bu çalışmaların 

bundan sonra yapmayı planladığımız in vivo deneyler için temel oluşturacağını ve 

meme kanseri tedavisinde yeni ilaç adayı molekül geliştirilmesine önemli bir katkı 

sağlayacağını öngörmekteyiz. 

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, AA, MTX, NP,  İlaç  adayı molekül,  

Bu çalışma, İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından 
desteklenmiştir. Proje No: 36733 
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        ABSTRACT 

ÇAP, H. (2021). Investıgatıon Of The Antı-Cancer Effect Of A New Synthesızed 
Amıno Anthracınone Derıvatıve. İstanbul University, Institute of Health Science, 
Department of Biophysics, MSc. Thesis. İstanbul. 2021. 

Many of the traditional chemothrapeutic agents used in the treatment of breast 
cancer(BC) cause systemic toxicity. For this purpose, studies conducted with drug 
candidate molecules called new generation with low cytotoxic effects and high anti-
cancer effects have gained importance in recent years. Amino anthroquinones (AA)  and 
it derivatives are widely used for the cancer treatment today. One of the most common 
examples of AA  used in BC standard therapy,  mitoxantrone (MTX) is included in the 
cytotoxic antibiotic class. In this thesis study, the synergistic effect of the newly 
synthesized AA-derived molecule on human BC cells (MCF-7) and  Human Umbilical 
Vein Endothelial Cells  (HUVEC) . For this hence  In this direction, cytotoxicity tests 
were carried out by MTT method and the obtained data were analyzed and the 
inhibition concentrations IC50 at which the cells were 50% viable were 
calculated.Apoptotic analyzes were performed using flow cytometry method. During 
the experiments,  AA and MTX were encapsulated individually together at appropriate 
concentrations in order to maximize bioavailability. Cytotoxicity tests and apoptotic 
analyzes were performed by repeating all experiments with these derivatives and drug 
combinations were encapsulated . At the end of 48 hours,  it was observed that their 
effectiveness increased compared to the unencapsulated forms. In the results we 
obtained, the cytotoxic effect of AA in HUVEC cells used as control highlights the 
synergistic effect of the drug. We anticipate that all these studies will form the basis for 
future in vivo experiments and will make an significent contribution to the development 
of new drug candidate molecules in BC treatment. 

Key Words: BC, AA, MTX,  Drug candidate molecule 

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project 
No. 36733 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

         Kanser hücrelerin kontrolsüz çoğalması ile meydana gelen bir hastalıktır. Meme 

kanseri ise; meme dokusundaki hücrelerin kontrolsüz çoğalmasıyla oluşan ve dünya 

üzerinde kanser ölümlerinde ikinci olarak başta gelen kanser türüdür (2). Meme kanseri 

kadın popülasyonu arasında en sık görülen kanser türüdür (3). Meme kanseri metastaz 

yapabilme yeteneğine sahiptir. Bu sebeple kanserin iyileşmesi ve tedavisinde 

kemoteropötik ajanlara ihtiyaç duyulmaktadır (4). Kemoterapötik ajanların önemli yan 

etkileri bulunmaktadır. Kanser hücreleri ile birlikte sağlıklı hücreler üzerinde de 

sitotoksik özellik gösterirler. Yan etkilere örnek olarak karaciğer, akciğer ve böbrek 

hasarları ayrıca kalp yetmezliği gösterilmektedir (5, 6). Kemoterapötik ajanların 

kullanımında yan etkilerin önüne geçebilmek için nanoteknoloji çok yönlü çözümler 

sunar. İlacın biyolojik bariyerleri aşarak kanserli hücrelere ulaşmasını sağlar (7). 

Nanokapsülasyon ilacın vücut içerisinde kontrollü salınımı ve hedef dokuya iletimi için 

yan etkilerin ortadan kaldırılması aşamasında gereklidir (8). Nanopartiküller, enkapsüle 

edilen ilaçların veya ilaç adayı moleküllerin terapötik etkilerini arttırması, enzimatik 

yıkımdan korumaları ve kan dolaşımında uzun süre kalmalarını sağlar (9). 

Biyoyararlanımı en üst seviyeye taşımak amacı ile bu tez çalışmasında AA türevleri 

nanopartikül haline getirilere in vitro deneylerde kullanıldı. Nanokapsülasyon meme 

kanserinde, hedefli ilaç taşımada ve kanser tedavisinde uygun ve kullanışlı bir 

yöntemdir (10). Yeni sentezlenmiş, özgün AA türevi maddenin, insan meme kanseri 

hücresi olan MCF-7 üzerindeki etkileri araştırıldı. Bu çalışma ile yeni bir antikanser ilaç 

adayı molekül elde etmeyi hedeflemekteyiz. Birçok AA türevi madde kemoterapik ajan 

olarak kullanılabilmektedir. AA’ların iyi bilinen örneklerinden biri, kemoterapötik ajan  

olan mitoksantron  ile 1-(4-(4-hydroxyphenyl)piperazin-1-yl)anthracene-9, 10-dione 

yeni sentezlenen özgün AA türevinin  meme MCF-7 hücrelerine olan  sitotoksik etkileri 

in vitro kültür koşullarında gözlemlendi. 

          Apoptoz, fizyolojik ve patolojik koşullarda ortaya çıkan fizyolojik bir hücresel 

süreçtir. Apoptozun altında yatan mekanizmanın anlaşılması, birçok hastalığın 

patogenezinde önemli rol oynar. Bazılarında sorun, dejeneratif hastalıklarda olduğu gibi 

çok fazla apoptozdan kaynaklanırken, diğerlerinde apoptozun meydana gelmemesi 

sonucu hastalık ortaya çıkar. Kanser, apoptozun meydana gelmediği durumlardan biridir 
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ve hücreler apoptoz özelliğini kaybederek malign özellik kazanırlar. Apoptoz 

mekanizması karmaşıktır ve birçok yol içerir. Etkilenen hücrelerin malign 

transformasyonuna, tümör metastazına ve anti kanser ilaçlara karşı dirence yol açan bu 

yollar boyunca herhangi bir noktada sorun meydana gelebilir. Sorunun nedeni apoptoz 

olmasına rağmen,  apoptoz,  birçok tedavi stratejisinin popüler bir hedefi olduğu için 

kanser tedavisinde önemli bir rol oynamaktadır (11). Akım sitometri ile henüz nükleer 

değişiklikler oluşmadan membrandaki erken değişiklikler sırasında bile apoptoz 

ölçülebilmektedir. Apoptoz geliştiğinde hücre membranının normalde iç kısmında 

bulunan fakat apoptoz  ile hücre yüzeyine çıkan fosfotidilserine bağlanma özelliği 

gösteren Annexin V ile hücrelerde apoptoz tayini yapılabilmektedir (12). Bu tez 

çalışmasında yeni sentezlenen özgün  AA türevinin etkisini bağımsız olarak  MTX ile  

karşılaştırmalı ve sinerjistik etkiyi gözlemleyebilmek adına da birlikte  MCF-7 

hücrelerine uygulayarak  apoptotik analizleri  akım sitometri yöntemi ile inceledik. Tez 

çalışmasından elde edilen deneysel deneyim ve veriler hem meme kanseri tedavisindeki 

moleküler mekanizmaların aydınlatılması hem de bu amaçla yeni ilaç adayı 

moleküllerin geliştirilmesine önemli bir temel oluşturacaktır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1.Kanser Biyolojisi 
Kanser, hücrelerin kontrolsüz bölünmesi ve çoğalması ile ortaya çıkan, genetik 

ve çevresel koşulların etkisi altında oluşan kompleks bir hastalıktır. Dünyadaki 

ölümlerin büyük bir bölümü kanser hastalığı sebebi ile meydana gelmektedir (12). 

Karsinojenez süreci, hücresel fenotipte, büyük ölçüde, terminal olarak farklılaşmamış 

hücrelerde meydana gelen  genetik değişiklikleri içerir. Kanser hücrelerinin büyüme 

yetenekleri sağlıklı hücrelere göre farklılık gösterir ve  proliferasyon üzerindeki olağan 

kontrollere yanıt vermezler kanser hücreleri kontakt inhibisyon özelliğini kaybetmiş 

hücrelerdir. Bu hücreler programlı hücre ölümü olan apoptozdan da kaçarlar ve 

çoğunun, bölünmesi sürekli olarak devam eder. Tüm bunların yanında düzenli bir 

oksijen ve besin kaynağı sağlamak için kan damarlarının oluşumunu uyarabilirler, 

normal dokuları istila edebilirler ve kanser hücreleri  bağışıklık sistemini etkisiz hale 

getirirler (13).    

          Kanser hücreleri bir dizi değişiklik geçirmiş hücrelerdir. Bu değişiklikler 

hücrelerde kalıtsal bozukluklar meydana getirir. Kanser hücrelerinde bazı belirgin 

özellikler vardır (14).  

●Büyümeyi uyarıcı sinyallerde bağımsızlığın gelişmesi 

● Büyüme engelleyici (anti-büyüme) sinyallere karşı duyarsızlık 

● Programlanmış hücre ölümünden kaçınma (apoptoz) 

● Sınırsız çoğaltma potansiyeli 

● Sürekli anjiyogenez 

● Doku istilası  
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2.2. Meme Kanseri 
Meme kanseri, dünya çapında en yaygın üç kanserden biridir (15).  Meme 

kanseri, kadınlarda en çok teşhis edilen malignite ve kansere bağlı ölümlerin en sık 

nedenidir (16).   

Her sekiz kadından biri meme kanseri olma riskini taşır (17). Hala lokalize 

formda iken meme kanseri tespit edilen hastalarda 5 yıllık sağkalım oranı % 98 olmak 

ile birlikte  Evre III'te % 72 ve Evre IV' te sadece % 22' dir (18, 19). Erkeklerde ise 

meme kanseri riski zamanla artış göstermektedir (20). Meme kanseri gelişimi için risk 

faktörleri arasında; obezite, fiziksel egzersiz eksikliği, alkol kullanmak, menopoz 

sırasında hormon tedavisi, iyonlaştırıcı radyasyon, ilk adet kanamasında erken yaş, 

hayatın geç döneminde hamilelik veya hiç çocuk sahibi olmamak, ileri yaş,  ailede 

meme kanseri öyküsü sayılabilir. Vakaların yaklaşık % 5-10' u,  genetik bir yatkınlığın 

sonucudur, BRCA1 ve BRCA2 buna dahildir. Erkek meme kanseri gelişimi için en ilgili 

risk faktörü, BRCA2 genindeki bir mutasyondur.  Erkek meme kanseri, androjen 

reseptörü (AR) dahil olmak üzere neredeyse tamamen hormon reseptörü pozitiftir (21). 

Çoğu vaka, erkeklerde böyle bir malignitenin varlığından haberdar olmama ve ilgili risk 

faktörleri konusunda bilgisizlik nedeniyle geç ortaya çıkar. Ek olarak, meme kanseri 

olan erkekler ikinci bir kanser geliştirme açısından özel risk altındadır (22).  

 

Meme kanseri tipik olarak tümör küçük olduğunda semptom göstermez. Göğüs 

kanseri belirtileri memede bir yumru, meme şeklinde bir değişiklik, deride çukurlaşma, 

meme ucundan gelen sıvı (özellikle kanlıysa),  ters çevrilmiş meme başı veya kırmızı 

veya pullu bir cilt yapısını içerebilir  (23).  

   Meme kanseri hastalarında metastaz  söz konusu olabilir. Hastalarda  kemik ağrısı, 

şişmiş lenf düğümleri, nefes darlığı, veya sarı cilt görülebilir (24). 

Göreceli hayatta kalma oranları, normal yaşam beklentisini hesaba katarak, 

tanıdan sonra belirli bir süre kanserinden kurtulacak hastaların yüzdesinin bir 

tahminidir. Kanser hastalarının hayatta kalması, kanser teşhisi konmamış aynı yaş ve 

ırktaki insanların hayatta kalması ile karşılaştırılır.  

Göreceli sağkalım oranları, tüm kadınların ortalama deneyimine dayandığından 

ve bireysel prognozu tahmin etmediğinden dikkatle yorumlanmalıdır çünkü meme 
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kanserinin sağkalımını etkileyen birçok hasta ve tümör özelliği hesaba katılmaz. Ek 

olarak, uzun vadeli sağkalım oranları, yıllar önce teşhis ve tedavi edilen hastalardan 

elde edilen verilere dayanmaktadır ve bu nedenle, erken teşhis ve tedavide daha yeni 

gelişmeleri yansıtmamaktadır.  

En son verilere göre, meme kanseri teşhisi konan kadınlar için göreceli sağkalım 

oranları: 

• % 91 teşhisten 5 yıl sonra 

• % 84 teşhisten  10 yıl sonra 

            •           % 80 teşhisten  15 yıl sonra 

           Tanı anındaki evre, prognozu etkileyen en önemli faktörlerden biridir. Meme 

kanseri için beş yıllık bağıl sağkalım oranları: 

• Lokalize hastalık için % 99 

• Bölgesel hastalık için % 86 

 • Metastatik hastalık teşhisi konan hastalar için %27 (25) 

            Meme kanseri alt tipi (HR / HER2) 

Meme kanseri sağkalımı ayrıca tümör alt tipine göre değişir. Beş yıllık göreceli 

sağkalım oranları: 

• HR + / HER2- için % 92 

• HR + / HER2 + için % 89 

• HR- / HER2 + için % 83 

             • HR- / HER2- için % 77 

          Önemli olarak, yakın zamanda yapılan bir çalışma, tüm meme kanseri alt 

tiplerinde evre I meme kanseri teşhisi konan hastalarda 4 yıllık göreceli sağkalımın % 

95 veya daha fazla olduğunu buldu (26).  

2.2.1. Meme Kanseri Moleküler Mekanizması  
          Genler, bir hücrenin sağlıklı kalması ve normal çalışması için ihtiyaç duyduğu 

çeşitli proteinlerin kodlarını içerir. Bazı genler ve yaptıkları proteinler, göğüs kanserinin 

nasıl davrandığını ve belirli bir tedaviye nasıl yanıt verebileceğini etkileyebilir. Bir 
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doku örneğinden alınan kanser hücreleri,  hangi genlerin normal ve anormal olduğunu 

görmek için test edilebilir. Genlerin kodladığı proteinler de test edilebilir. Ek olarak, 

meme kanseri üzerinde çalışan araştırmacılar,  yüksek riskle ilişkili 300' den fazla 

yaygın genetik varyant belirlemişlerdir (27).  Meme kanseri ile ilişkili genlerden 

bazıları aşağıda verilmiştir. 

           BRCA1 ve BRCA2 tümör baskılayıcı proteinleri üreten genlerdir (28). İnsanlar 

tarafından kodlanan  BRCA1  geni (29) omurgalı türlerinde yaygındır. Bu genler  

DNA'nın onarımından sorumludur (30).  

           BRCA1 ve BRCA2 genleri birbiriyle ilişkili olmayan proteinleri kodlarlar (31). 

Ancak her ikisi de normalde göğüs ve diğer doku hücrelerinde eksprese edilir ve burada 

hasarlı DNA' yı onarmaya yardımcı olur veya DNA onarılamazsa hücreleri yok ederler. 

DNA çift sarmalı üzerinde  kırılmaların hatasız onarımında önemli bir rolle 

kromozomal hasarın onarımında rol oynarlar (32). BRCA1 veya BRCA2' nin kendisi bir 

BRCA mutasyonu nedeniyle hasar görürse, hasarlı DNA düzgün bir şekilde onarılmaz 

ve bu meme kanseri riskini artırır (33). Baskın alel, normal, tümör baskılayıcı bir işleve 

sahipken, bu genlerdeki yüksek kalıtsal mutasyonlar, meme kanseri riskinin artmasıyla 

bağlantılı olarak tümör baskılayıcı işlev kaybına neden olur (34).  

PALB2 - BRCA1 ve BRCA2' den sonra, PALB2 şu anda en yaygın üçüncü 

meme kanseri genidir. PALB2, "BRCA2 İş Ortağı ve Yerelleştiricisi" nin kısaltmasıdır 

(35). Başka bir deyişle, DNA hasarını onarmak ve böylece meme kanserinin gelişmesini 

önlemek için BRCA2 geni ile ortak çalışır (36). Mutasyona uğramış bir PALB2 genine 

sahip kadınların tahmini % 35'i, 70 yaşına kadar meme kanseri geliştirecektir (37). 

PALB2 geninin sonradan yapılan çalışmalarda  BRCA1 ile etkileşime girdiği de 

gösterilmiştir (38). Ailesel meme kanseri ile ilgili önceki çalışmalar, PALB2' deki işlev 

kaybı mutasyonları ile ilişkili olarak, mutasyonsuz taşıyıcılar arasındaki riskten iki ile 

dört kat daha yüksek risk tahminleri vermiştir (39, 40).  

 

CHEK2 - "Kontrol Noktası Kinaz 2" veya CHEK2, tümör  büyümesini 

baskılamaya yardımcı olan bir protein oluşturur. Mutasyona uğramış bir CHEK2 genine 

sahip olmak, kadınlarda meme kanseri riskini iki katına çıkarır. Erkeklerde erkek meme 

kanserinin  oluşma olasılığını 10 kat daha fazla yapar. 
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CDH1 - CDH1 veya "CaDHerin 1", hücre gruplarının organize dokular 

oluşturmak için birbirine yapışmasına yardımcı olan bir tümör baskılama genidir. CDH1 

genindeki bir mutasyon, lobüler meme kanseri veya memenin süt üreten lobüllerinde 

başlayan kanser riskini artırabilir. Gen normalde hücrelerin birbirine tutunmasını 

yardımcı olduğundan, bir mutasyon aynı zamanda daha kolay bireysel kanser hücreleri 

kopyalamak için çalışabilir ve meme tümörü yapabilir.  yerleşimli malign tümörün 

vücudun diğer bölgelerine yayabilir. 

PTEN - “Fosfataz ve TENsin homologu” (PTEN) geni, hücre bölünmesi oranını 

kontrol ederek tümör büyümesini önlemeye yardımcı olur. Ayrıca hasarlı hücrelerin 

kanserli hale gelmeden önce kendi kendini yok etmesine neden olur. CDH1 gibi, PTEN 

de hücrelerin birbirine yapışmasına yardım etmede rol oynar ve bu da kanserin 

yayılmasını önlemeye yardımcı olabilir. 

STK11 - "Serin / Treonin Kinaz 11" başka bir tümör baskılayıcıdır. STK11 gen 

mutasyonları Peutz-Jeghers sendromuna neden olur. Peutz-jeghers sendromu 

Gastrointestinal sistemi etkileyen, bağırsaklarda ve midede hamartomalar denilen iyi 

huylu polip oluşumuna neden olan genetik bir hastalıktır. Peutz-Jeghers sendromu, 

meme kanseri de dahil olmak üzere birçok kanser türü için artan bir risk taşır. 

TP53 - P53 olarak da bilinen (ve takma adı "genomun koruyucusu") "Tümör 

Proteini p53", bir hücrenin DNA'sının hasar gördüğünü tanır. Daha sonra ya bir DNA 

onarım genini (BRCA1 gibi) etkinleştirir ya da hücrenin kendi kendini yok etmesine 

neden olur. TP53 mutasyona uğramışsa, hasarlı DNA onarılmayacak ve hücre yaşamaya 

devam edecek, belki de bir kanser hücresi haline gelecektir. Bazı TP53 mutasyonları 

kalıtsal olsa da, çoğu bir kişinin yaşamı boyunca meydana gelir ve yalnızca kanserli 

hale gelen hücrelerde bulunur (41, 42).  

2.2.2. HER2 Pozitif  Meme Kanserinin  Moleküler Özellikleri 
HER2' yi aşırı ifade eden gruptaki karsinomlar, HER2' nin kromozom 17'nin 

yakınında bulunan ve HER2 amplikonunun bir parçası olarak koordineli olarak 

amplifiye edilen GRB7 (büyüme faktörü reseptörü-bağlanmış proteinler  örneğin 

tirozin-protein kinaz erbB-2) gibi diğer genler ile birlikte çoğaltılmasını gösterir (43, 44, 

45). Daha önce de belirttiğimiz gibi HER2+  moleküler alt sınıfı daha kötü prognoza 

rağmen, neoadjuvan tedavi ve kemoterapide daha iyi yanıt verme eğilimindedirler. 

Endokrin tedaviye de daha duyarlılardır. 2017 yılında yapılan bir araştırmaya göre son 
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30 yıldır yapılan HER2 pozitif çalışmaları hem erken hem de ileri meme kanserlerinde 

önemli ilerleme kaydetmiştir. Bu başarılara rağmen, HER2 pozitif meme kanserinden 

kaynaklanan sürekli yüksek ölümler, yeni tedaviler ve kombinasyonlar için sürekli, 

yoğun klinik araştırmaları gerektirmektedir (46).  

Bu tez çalışmasında HER2 pozitif meme kanseri hücreleri olan; MCF-7 

hücreleri üzerinde çalışma yapılmıştır. 

MCF-7 hücreleri HER2 (ErbB2) onkogen amplifikasyonuna sahip değildir. 

Ancak HER2 çalışması için modellerin azlığı ve ER ile HER2 arasındaki potansiyel 

çapraz konuşma göz önüne alındığında, Osborne ve Benz, HER2' yi aşırı ifade eden 

MCF-7 hücreleri üretti (47).   

   Bu hücreler, anti-HER2 inhibitörlerinin büyümeyi nasıl engellediğini incelemek için 

mükemmel bir model olmuştur ve klinik çalışmalarda tercüme edilen ve doğrulanan 

bulgular olan çoklu anti-HER2 tedavilerinin aktivitesini doğrulamıştır (48).  

    2.2.3. Meme Kanserinin Sınıflandırılması  
          Kanser gelişimi ve ilerlemesinin altında yatan biyoloji karmaşıktır. Yüksek 

verimli teknolojilerden elde edilen son bulgular, meme kanserinde altta yatan genetik 

değişiklikler ve biyolojik olaylar ile ilgili önemli bilgiler ekledi. Bilgiler, meme kanseri 

hastalarının yönetimini etkileyen yeni tedavi stratejileri ve hasta sınıflandırmalarına 

ilişkin öngörüler sağlar (49).     

          Meme kanserleri, kanserin çevre dokuya yayılıp yayılmamasına göre invaziv 

olmayan ve invaziv olan meme kanserleri olarak ikiye  ayrılır. Ayrıca İnflamatuar 

meme kanseri ve metastatik meme kanseri de vardır. 

         İnvaziv olmayan meme kanserleri: Kanser oluştuğu yerde kalmış ve çevre dokuya 

yayılmamıştır. Eğer süt kanallarında (duktus) oluşmuş ve çevre dokulara yayılmamış ise 

orijinal yerinde Duktal karsinom  (DCIS), süt bezlerinde (lobül) oluşmuş ve çevre 

dokulara yayılmamış ise yerinde Lobüler karsinom (LCIS), adını almaktadır (50). 2012 

ve 2016 yılları arasındaki tüm meme kanserlerinin %16’ sı DCIS’ tır (51).  

          İnvaziv olan meme kanserleri: Kanser oluştuğu yerden çevre dokuya ilerlemiştir. 

Süt kanallarından (duktuslar) başlayan tipine İnvaziv duktal karsinom, süt bezlerinden 

(lobüller) başlayan tipine İnvaziv lobüler karsinom denilir (52). Genellikle meme 

kanserlerinin %81’ i invaziv meme kanseridir.  
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         Diğer  yandan DCIS, tüm DCIS’lar ilerleme göstermese de, ilerleme gösteren 

DCIS invaziv kanserin öncüsüdür. Aslında, DCIS bazen o kadar yavaş büyür ki tedavi 

olmasa bile hasta sağlığını etkilemez. Uzun süreli çalışmalar, tedavi edilmemiş DCIS' li 

hastaların sadece % 20-53' ünün nihayetinde invaziv meme kanseri teşhisi konduğunu 

bulmuştur (53, 54).  

        İnflamatuar meme kanseri, meme derisinin şişmesi ve kızarıklığı ile karakterize, 

nadir görülen ancak agresif bir meme kanseri türüdür.Metastatik meme kanseri ise evre 

4  meme kanseri olarak sınıflandırılır. Kanser vücudun diğer bölgelerine yayılmıştır. Bu 

genellikle akciğerleri, karaciğeri, kemikleri veya beyni içerir. Bu tümörlerin biyolojik 

davranışları hakkında çelişkili veriler olmasına rağmen, birçoğu sarkoma benzeri 

davranışla agresif bir klinik seyir sergiler. 

          Meme kanseri tarihsel olarak tek bir hastalık olarak anılsa da,risk faktörleri, 

sunum, tedaviye yanıt ve sonuçlar açısından farklılık gösteren dört ana moleküler alt tip 

ve en az 21 farklı histolojik alt tipten (kanserin ortaya çıktığı doku tipi) oluşan bir grup 

hastalık olarak kabul edilmektedir. 

2.2.3.1. Histolojik Alt Sınıflar  
Meme kanserinin histolojisi temel olarak, kanser hücrelerinin boyutuna,  

şekillerine ve düzenlenme biçimlerine dayanır.  

    İnvaziv meme kanserlerinin % 75' inden fazlası artık histolojik olarak kategorize 

edilmektedir (55).  

 En yaygın özel histolojik alt tip, invaziv meme kanserlerinin yaklaşık % 15' ini 

temsil eden invaziv lobüler karsinomdur (55).  Tübüler, müsinöz, cribriform ve papiller 

karsinom, genellikle olumlu prognozlarla ilişkilendirilen nadir meme kanseri alt 

tipleridir (56). Tübüler karsinom, tüm invaziv meme karsinomlarının % 3 ila % 5' ini 

oluşturur. Mükemmel prognoza sahip düşük dereceli bir kanserdir ve genellikle yaşlı 

kadınlarda görülür. 

2.2.3.2. Moleküler Alt Sınıflar  
Meme kanseri moleküler alt tipleri, şu anda standart klinik uygulama olmayan 

maliyetli ve karmaşık bir süreç olan gen ekspresyon analizi ile belirlenir. Bununla 

birlikte, bu alt tipler biyolojik belirteçlerin (östrojen reseptörü [ER], progesteron 

reseptörü [PR] ve insan epidermal büyüme faktörü reseptörü 2 [HER2] reseptörü) (ER, 
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PR, HER2 vs.)  kanserin reseptör veya tümör belirteci durumunu klinik değerlendirmesi 

için rutin yöntemler kullanılarak da gözlemlenebilir (57). Hormon reseptörü pozitif (HR 

+) kanserler, ER veya PR veya her ikisi için pozitif test yapan kanserlerdir. Kanserin 

derecesi ve proliferasyon (hücre bölünme hızı) hakkındaki bilgiler de bazen alt tip 

belirlemek için kullanılır. 

 Dört ana moleküler alt tip aşağıda açıklanmaktadır. 

Luminal A (HR+/HER2-): Bu, en yaygın meme kanseri türüdür ve diğer alt 

türlere göre daha yavaş büyüyen ve daha az agresif olma eğilimindedir. Luminal A 

tümörleri, kısmen en iyi prognozla ilişkilidir çünkü bunlar genellikle hormonal tedaviye 

yanıt verirler (58,59).  

           Luminal B (HR+/HER2+): HR + olmasına ek olarak, bu alt tip başlangıçta klinik 

olarak HER2 için her zaman pozitif olarak karakterize edildi, ancak son zamanlarda 

protein Ki67 (çok sayıda aktif olarak bölünen hücrenin bir göstergesi)  veya HER2 için 

oldukça pozitif olarak tanımlandı. Luminal B meme kanserleri, luminal A' dan daha 

yüksek dereceli olma eğilimindedir bunun sebebi sadece ER' leri ve / veya PR' leri ifade 

etmekle kalmaz, aynı zamanda aşırı HER2' yi ifade etmeleridir  bu nedenle daha kötü 

sonuçlanır (58,59). 

         Bazal benzeri (HR-/HER2-): Bu kanserler, ER, PR ve HER2 (ER-, PR- ve HER2-) 

ekspresyonundan yoksundur bu nedenle  üçlü negatif olarak da adlandırılır (60). Üçlü 

negatif meme kanserlerinin çoğunluğu (yaklaşık % 75), gen ekspresyon profili ile 

tanımlanan bazal benzeri alt tipe girer (61,62).  

          Üçlü negatif meme kanserleri, kısmen, tedavideki ilerlemelerin diğer moleküler 

alt tiplerin gerisinde kalması nedeniyle, diğer alt tiplere göre daha kötü prognoza 

sahiptir (63,64). Bu kanserler, ABD' deki beyaz kadınlara kıyasla siyah kadınlarda iki 

kat daha fazla görülüyor ayrıca menopoz öncesi kadınlarda ve BRCA1 gen mutasyonu 

olanlarda daha yaygındır (65). Üçlü negatif meme kanseri kendi içerisinde altı gruba 

ayrılır. Bazal benzeri 1 (BL1), bazal benzeri 2 (BL2), immünomodülatör (IM), 

mezenkimal benzeri (M), mezenkimal sap benzeri (MSL), lüminal androjen reseptörü 

(LAR) (66). (tablo 1) 

HER2 ile zenginleştirilmiş (HR- / HER2 +): HER2 geni bazen neu proteinleri 

olarak da adlandırılır. Bu gen HER2 proteinlerini üretir. Normalde HER2 reseptörleri, 
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sağlıklı bir göğüs hücresinin nasıl büyüdüğünü, bölündüğünü ve kendi kendini 

onardığını kontrol etmeye yardımcı olur. Ancak HER2 genindeki bir mutasyon 

kendisinin çok fazla kopyasını oluşturur ( HER2 gen amplifikasyonu olarak bilinir ). 

Tüm bu ekstra HER2 genleri, göğüs hücrelerine çok fazla HER2 reseptörü (HER2 

proteini aşırı ekspresyonu) meydana getirir. Bu, göğüs hücrelerinin kontrolsüz bir 

şekilde büyümesini ve bölünmesini sağlar (67).  Meme kanserinin en yaygın tipidir ve 

gelişmiş ülkelerde  menopoz öncesi kadınlarda görülen meme kanseri vakalarının % 60-

70' ini oluşturur (68).  

         Geçmişte, bu alt tip en kötü prognoza sahipti; ancak HER2 + kanserleri için 

hedefe yönelik tedavilerin yaygın kullanımı, bu hastalar için sonuçları önemli ölçüde 

iyileştirmiştir (63, 69, 70).  

2.2.4. Meme Kanseri Tedavi Yöntemleri  
          Meme kanseri tedavi yöntemleri; kanserin moleküler karasteristik özelliklerine  

ve meme kanseri hastasının  yaşına, tercih ettiği tedavi çeşidine, tedavinin olası 

yararlarına ve zararlarına göre değişiklik göstermektedir. Genel olarak altı tedavi 

seçeneği vardır ve çoğu tedavi planı aşağıdakilerin bir kombinasyonunu içerir: ameliyat, 

radyasyon, hormon tedavisi, kemoterapi, immünoterapi ve hedefe yönelik tedaviler. 

Bazıları yereldir, sadece tümörün etrafındaki alanı hedef alır. Bazıları ise sistemiktir ve 

tüm vücudunuzu kanserle savaşan ajanlarla hedef alır. 

2.2.4.1. Kemoterapi 
           Geleneksel sitotoksik kanser kemoterapisi genellikle bağışıklığı baskılayıcıdır. 

(immünosupresif). Bu ilaçlar spesifik olmayan bir şekilde bağışıklık yanıtlarını azaltır. 

Diğer yandan, bağışıklık sisteminin tümör büyümesini ortadan kaldırmasına veya 

baskılamasına yardımcı olurlar (71, 72). Tedavi sayesinde kanser hücreleri metastaz 

yapamaz  ve hastanın ölmesi önlenir. Sistemik kemoterapi (ilaçların kan dolaşımı 

yoluyla tüm vücutta dolaşması), yaygın malign hastalıklar için mevcut ana tedavi 

yöntemidir (73).  

           Kemoterapinin yararları bir çok faktöre bağlıdır. Bu faktörler arasında Tümörün  

tipi, derecesi, boyutu ile birlikte reseptörlerin türü ve durumu, dahil olan lenf 

düğümlerinin sayısı ve tutulum derecesi, kanserin vücudun başka yerlerine yayılma riski 

sayılabilir. Üçlü negatif meme kanseri ve HER2 pozitif meme kanseri kemoterapiye 
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karşı HR+ kanserlere göre daha duyarlıdır (74). Kemoterapi bazen sitotoksik özellik 

gösterebilir. Kemoterapinin sitotoksik etkilerini ortadan kaldırmak için nano 

kapsülasyon geliştirilmiştir. 

          Kemoterapi genellikle hormonal  ve  hedefe yönelik tedaviler gibi diğer tedavi 

yöntemleriyle birlikte kullanılır.  Neoadjuvan kemoterapi  (küçültücü kanser tedavisi) 

olarak adlandırılan, daha kolay ve daha güvenli bir şekilde tümörün çıkarılabilmesi için  

ameliyattan önce bir tümörü küçültmek için de kullanılabilir (75). Bununla birlikte, 

mitoksantron, doksorubisin ve siklofosfamid dahil olmak üzere bazı sitotoksik kanser 

kemoterapötik ilaçları, sağlam doğuştan gelen ve uyarlanabilir anti-tümör bağışıklık 

tepkilerini etkinleştiren ve kemoterapinin etkinliğini büyük ölçüde artırma potansiyeline 

sahip olan bir immünojenik hücre ölümü yolu ile tümör hücrelerini öldürebilir (76).  

2.2.4.2. Cerrahi 
          Kanser tedavisinde başarıyla kullanılan ilk yöntemdir. Birçok yaygın katı tümör 

için tek iyileştirici tedavidir. Başarılı bir cerrahi tedavinin en önemli belirleyicisi uzak 

metastaz olmamasıdır (77).  

2.2.4.3. Radyasyon Tedavisi 
           Kanser tedavisinde kullanılan yerel bir yöntemdir. Radyasyon  tedavisi 

radyoterapi olarak da adlandırılır. Kanser hücrelerini öldürmek için yüksek enerjili 

ışınlar kullanır. Sadece vücudun radyasyonla tedavi edilen bölümündeki hücreleri 

etkiler. Radyasyon tedavisi genellikle göğüs, göğüs duvarı veya koltuk altı bölgesinde 

kalan kanser hücrelerini yok etmek ve nüks riskini azaltmak için ameliyattan sonra 

kullanılır. Cerrahi yöntemi hemen hemen her zaman  radyasyon tedavisi izlemektedir 

çünkü kanserin nüksetme riskini 10 yılda yaklaşık % 50 ve meme kanseri ölüm riskini 

15 yılda neredeyse % 20 azalttığı gösterilmiştir (78). Ancak, çalışmalar, radyasyonun 

hormonal tedavi alan küçük, lenf nodu negatif, HR + kanserli 70 yaş ve üstü meme 

kanseri hastaları için sağkalımı iyileştirmediğini, ancak yerel nüks riskini azalttığını 

göstermiştir. 

2.2.4.4. Hedefe Yönelik Tedavi  
          Kişiye özel gen analizlerinin yapılabilmesi ve kişisel gen profillerinin 

çıkarılmasıyla birlikte tespit edilen tümör mutasyonlarına özel,  kişiselleştirilmiş 

ilaçların ve kanser tedavilerinin doğmasına imkan sağlamıştır. Bu tedavi, kanser 
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hücrelerinin nasıl büyüdüğünü, bölündüğünü ve yayıldığını kontrol eden proteinleri 

hedefleyen bir kanser tedavisi türüdür. ABD' deki tüm kadın meme kanserlerinin 

yaklaşık % 15' ini oluşturan HER2 + alt tipinin tedavisi için birden fazla ilaç mevcuttur. 

Onaylanmış ilk ilaç olan trastuzumab, HER2 proteinini doğrudan hedefleyen bir 

monoklonal antikordur (79). HER2 proteinini hedefleyen ve trastuzumab ile 

kombinasyon halinde veya trastuzumab artık çalışmıyorsa kullanılabilen birkaç yeni ilaç 

geliştirilmiştir. Tüm invaziv meme kanserleri, bu tedaviden fayda sağlayacak kadınları 

belirlemek için HER2 için test edilmelidir. CDK4 / 6, PARP ve PIK3 inhibitörleri gibi 

ek hedefli tedavi ilaçları, ilerlemiş hastalığı olan seçilmiş hastaların tedavisi için 

mevcuttur (80).  

2.2.4.5. Hormon Tedavisi 
Meme kanseri tedavisi kapsamında cerrahi operasyonları ve kemoterapileri 

tamamlamış hastalara, eğer tümörleri östrojen ve/veya progesterona duyarlı ise 

(tümörleri hormon reseptörü taşıyorsa) yapısal olarak bu hormonlara benzer ancak 

baskılayıcı özellikte hormon ilaçları (hormonoterapi) verilir. En yaygın hormon tedavisi 

ilacı Tamoksifen' dir. Hücrelerdeki östrojen şeklindeki açıklıkları tıkayarak östrojen 

kaynaklı kanserlerin büyümesini engeller (81).  Genel olarak, hormon tedavisi ve 

kemoterapiyi  birlikte kullanmanın faydaları,  tek başına kullanmaktan çok daha büyük 

bir kombine etkiye sahiptir. 

2.2.4.6.  İmmünoterapi 
 İmmunoterapi ilaçları meme kanseri tedavisinin gelişmekte olan bir alanıdır. Bu 

ilaçlar, bir kişinin kendi bağışıklık sistemini kanser hücrelerini daha etkili bir şekilde 

tanıması ve yok etmesi için uyarır. Kontrol noktası inhibitörleri, bazı meme 

kanserlerini, özellikle üçlü negatif alt tipi tedavi etmek için tanımlanan bir tür 

immünoterapi ilacıdır. Bu kontrol noktalarını hedef alan ilaçlar, göğüs kanseri 

hücrelerine karşı bağışıklık tepkisinin yeniden kazanılmasına yardımcı olur. 

Atezolizumab, PD-L1 “kontrol noktası” nı hedefler ve tümörü PD-L1 proteinini 

oluşturan, ilerlemiş üçlü negatif meme kanseri olan hastalarda kemoterapi ilacı nab-

paklitaksel ile birlikte kullanılabilir (82). Metastatik meme kanseri tedavisi için diğer 

immünoterapi ilaçları üzerine araştırma devam ediyor. 
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2.3. MTX 
AA  türevlerinin en yaygın örneği olan Amino mitoksantron  isimli ilaç ilk 

olarak 1979 yılında sentezlenmiştir (83). MTX (C22-H28-N4-O6.2Cl-H) sitotoksik 

antibiyotik sınıfına dahildir (84). İlacın anti tümör aktivitesinin yanında anti viral ve anti 

bakteriyel etkileri de mevcuttur (85). MTX  başlıca meme, lösemi, akut miyoloid lösemi 

ve non-hodgkin, lenfoma kanserlerinin tedavilerinde yaygın olarak kullanılmaktadır 

(86, 87). MTX  ile yapılan çalışmalarda klasik kemoterapötik ajanların yanında düşük 

dozda sitotoksisite gözlendiği görülmüştür. MTX meme kanserine karşı en yaygın 

kullanılan AA’lardan  biridir (88). İnsan meme kanseri MCF-7 hücreleri üzerinde 

birçok çalışma yapılmıştır (89, 90).  

MTX, kötü prognozlu hastaların önemli bir kısmında hastalığı stabilize eder ve 

ayrıca objektif yanıtlarla sonuçlanabilir. Bölgesel uygulamayı takiben MTX, kötü huylu 

efüzyonların tedavisinde özellikle yararlı görünmektedir.   ayrıca çeşitli diğer 

kombinasyon kemoterapötik rejimlerde de yararlı olduğu kanıtlanmıştır (91).  

MTX’nun anti-kanser etkisi, DNA ile etkileşime girme kabiliyetinden 

kaynaklanmaktadır, burada topoizomeraz II ile kovalent bir kompleks oluşturarak 

replikasyon sırasında DNA ipliklerinin yeniden birleşmesini engelleyebilir ve bu 

nedenle DNA çift iplikli kırılmaya neden olur (92, 93). Sonuç olarak MTX, DNA 

replikasyonunu ve RNA transkripsiyonunu inhibe eder ve ayrıca çeşitli aşamalarda 

hücre döngüsünü etkiler (94). 

Geniş kullanımına rağmen MTX, doza bağlı bir şekilde geri dönüşü olmayan bir 

şekilde kardiyotoksisite, lökopeni, böbrek yetmezliği ve ekstravazasyona neden olabilir 

(95, 96). Bu nedenlerden dolayı, yan etkilerini hafifletmek için dikkatli bir 

değerlendirmeye ihtiyacı vardır (97).  

Ayrıca kemoterapik ilaçlar kombinasyon halinde de uygulanmaktadır. Yapılacak olan 

tez çalışmasında yeni sentezlenmiş olan AA türevi ile MTX’nun sinerjik etkisi de 

araştırılmıştır. 

2.4. Apoptoz 
          Apoptozis veya Apoptoz, Yunanca: apoptosis yani "düşmek, ayrılmak’’ anlamına 

gelmektedir (98). Apoptoz; genetik sistemde kodlanmış kendi kendini yok etme 

(özyıkım; intihar) programını içeren mekanizmanın aktifleşmesiyle meydana gelmeye 
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başlar. Birçok hücre, fetal gelişim sırasında programlanmış hücre ölümüne veya 

apoptoza maruz kalır. Gelişim sırasında ölen hücrelerin öngörülebilir zaman süreci ve 

konumu, bir organizmanın yaşam döngüsü boyunca avantajlar sağlar. Apoptoz oldukça 

düzenlenmiş ve kontrollü bir süreçtir. Programlanmış hücre ölümü terimi bu kavramı 

belirtmek için kullanılabilir. Zamana ve konuma bağlı olarak, gelişim sırasında 

programlanmış hücre ölümünün temel rolleri - doku yayılması ve kapanması, vücut 

yarımlarının birleşmesi, lümen oluşumu, çatallanma, ilkel organların gerilemesi ve 

hücre farklılaşması vb. şeklinde gösterilebilir (99). Örnek olarak  gelişme evresinde  

olan  insan embriyosunda el parmak ve ayak parmaklarının ayrılması, parmaklar 

arasında bulunan hücrelerin apoptoza uğraması nedeniyle oluşur.  

Kanser hücreleri genellikle bu mekanizmanın artık çalışmadığı hücrelerdir. 

Normalde apoptozla yok edilmeleri gereken hücreler yaşamı boyunca ortaya çıkan 

genetik anormalliklere rağmen hayatta kalırlar ve çoğalırlar. 

2.4.1. Apoptoz ve Kanser Gelişimi 
Apoptoz, tümör gelişimi ve diğer patolojik süreçler sırasında olduğu gibi, bir 

hücre hasar gördüğünde veya düzensiz hale geldiğinde de meydana gelebilir. Böylece, 

düzgün çalıştığı zaman vücut apoptozu kanser hücrelerinden kurtulmak için 

indükleyebilir. Apoptoz mekanizması ile ileride ortaya çıkabilecek sorunlar önlenir 

(100). 

Bir mutasyon p53' ü inaktive eder, normalde apoptozu tetikleyebilen genini, 

ikinci mutasyon adı verilen bir proto-onkojeni etkiler. BCL-2, hücre intiharını 

engelleyen bir proteini kodlar. Mutasyona uğradığında, BCL-2 geni aşırı miktarda BCL-

2 proteini üretir ve bu da apoptoz programının aktive olmasını engeller. B 

lenfositlerinden kaynaklanan kötü huylu lenfomalar bu BCL-2 davranışını sergiler. 

BCL-2 geninin değişmesi, geni kalıcı "açık" konumda tutan bir kromozomal 

translokasyondan kaynaklanır. BCL-2 değişikliği apoptoza erişimi tamamen 

engellerken, p53 işlevinin kaybı hücreleri yalnızca belirli intihar türlerinden korur.  

  2.4.2.  Meme Kanserinde Apoptoz 
Normal meme gelişimi, hücre proliferasyonu ve apoptoz arasındaki bir denge ile 

kontrol edilir ve tümör büyümesinin sadece kontrolsüz proliferasyonun değil, aynı 

zamanda azalmış apoptozun bir sonucu olduğuna dair güçlü kanıtlar vardır. 
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Proliferasyon ve apoptoz arasındaki denge, kemoterapi, radyoterapi ve daha yakın 

zamanda hormonal tedavilere yanıt olarak tümörün genel büyümesini veya gerilemesini 

belirlemede çok önemlidir (101). Bunların tümü kısmen apoptozu indükleyerek etki 

eder (102, 103).  Böylelikle apoptozun düzenlenmesini inceleyerek moleküler ve 

biyokimyasal düzeyde tümörlerin biyolojisini tanımlamak ve bunları klinik tedavilerde 

kullanmak mümkündür.  

           Genellikle apoptoz ve hücre çoğalması birlikte analiz edilir. Apoptoz ve 

proliferasyon arasındaki denge kavramı, bir tümördeki genel hücre ölümü ve 

proliferasyon indeksleri olarak mitotik ila apoptotik oranların araştırılmasıyla 

sonuçlanmıştır (104). 

           Meme kanseri tedavisinde apoptozu hedefleme; Meme kanserinin ilerleme 

sürecinde normal hücreler, genetik değişikliklerin bir sonucu olarak malign tiplere 

dönüşür. Bu, anjiyogenez, hücre döngüsü ve apoptoz gibi hücresel süreçlerin 

düzensizliğine yol açar (105). Bu nedenle, mevcut tedavi stratejileri kanserle savaşmak 

için bu yolları, özellikle apoptozu hedef alır (106). Hücrelerin hücresel hasarlı olduğu 

tespit edilirse apoptoza uğrarlar (107). Apoptoz, ölüm reseptör yolu ve mitokondriyal 

yol olarak adlandırılan ve sonuçta apoptoz indüksiyonuna yol açan kaspaz kaskadıyla 

yayılan iki ana yoldan oluşur (108). Karsinogenez sırasında apoptozdan kaçınma üç 

farklı mekanizma ile gerçekleşir: ölüm reseptörlerinin bozulmuş sinyalleri, kaspaz 

aktivitesi kaybı ve ayrıca anti-apoptotik ve pro-apoptotik proteinler arasında bozulmuş 

denge (109, 110). Kaspaz kaskadını hedefleyen Bcl-2 ailesi proteinleri ve ayrıca 

apoptoz sinyallemesi ile ilişkili diğer faktörlerdir. Böylece antikanser terapötiklerinde 

apoptoz ana strateji haline gelmiştir  (111). 

2.4.3. Normal Memede Apoptoz  
          Meme, doğumdan sonra ergenlik ve gebelik olmak üzere  iki ayrı fizyolojik 

durumda gelişimini tamamlayan birkaç organdan biridir. Bu aşamalar sırasında meme 

hücreleri çoğalmasında ve farklılaşmasında gözle görülür değişiklikler olur. Bcl-2 

ailesinin apoptotik düzenleyici proteinlerindeki değişiklikler kısmen östrojen ve 

progesteronun etkisine bağlı olarak meydana gelir. Gelişmekte olan meme kanallarının 

uçlarındaki hücreler, hamileliğin başlangıcına kadar mitotik olarak hareketsiz kalır. 

Daha sonra, ek duktal dallanma ve lobüloalveolar büyüme ile hızlı epitel proliferasyonu 

meydana gelir. Emzirmeden sonra, evrime ve birincil yapıya dönüşe yol açan büyük 



   

 

22 

çaplı yeniden yapılanma ve apoptoz vardır (112). Hamileliğin yokluğunda, menopozla 

birlikte kademeli bir seri evrim sürecini takip edene kadar menstrüasyona (hormanol 

döngü içerisinde özellikle östrojen ve progesteron) paralel olarak dinlenme durumunun 

tekrar tekrar döngüsü vardır. Apoptotik değişikliklerin çoğu, terminal kanalın lobüler 

biriminde meydana gelir (113). Adet döngüsü boyunca döngüsel değişiklikler ve adet 

döngüsünün sonuna yakın bir apoptoz zirvesi. Birkaç gün önce bir çoğalma zirvesi 

meydana gelir. Meme bezi boyunca hücrelerin çoğalması, farklılaşması ve ölümü 

arasındaki dengenin normal gelişim ve homoeostaz için kritik olduğu açıktır.  

2.4.4. Meme Kanseri Gelişimi Tarihinde Apoptoz 
          Epitel dokusunda karsinogenez sırasında genetik mutasyonlar birikir ve hücresel 

işlevlerde kayıp meydana gelir. Hücrelerin fenotipi normalden bir dizi kötü huylu 

lezyona, yüzeysel kansere ve nihayet invaziv hastalığa dönüşür . Genel olarak bu 

süreçler uzundur ve göğüs kanserinin klinik görünümünden 30 yıl öncesine kadar 

meydana geldiğine inanılmaktadır (114). Kanser oluşumunun ilk  aşamalarında hücre 

döngüsünün apoptoz, proliferasyon ve düzenleyici biyobelirteçlerinde büyük 

değişiklikler vardır. 

           Invaziv meme kanseri olan doku ile çevresindeki normal meme epitelindeki 

hücreler incelendiğinde, invaziv meme kanseri dokusunda apoptozun azaldığı 

gözlemlenir (115). Mommers ve arkadaşları, invaziv karsinoma ile preinvaziv duktal 

karsinom karşılaştırıldığında mitotik: apoptotik indekslerde farklılıklar göstermiştir 

(116). Yerinde zayıf duktal karsinoma ile invaziv karsinom  karşılaştırıldığında, 

farklılaşmış invaziv meme kanserlerinde apoptozda göreceli bir azalma görülmektedir. 

Daha iyi prognozlu, iyi farklılaşmış kanserlerde artan proliferasyon için apoptoz  

alternatif bir mekanizma olarak görülmektedir (117). Ayrıca düşük apoptoz 

seviyelerinin kötü prognostik özellik olduğu belirtilmektedir (118). 

2.4.5.Kemoterapi İle Apoptozdaki Değişiklikler 
Model sistemlerde, kemoterapiye yanıt olarak apoptozun yerleşik rolü, bunun 

meme kanserinin tedavileri üzerinde iyi bir öngörücü veya orta belirteci olmasının 

muhtemel olduğunu göstermektedir.Erken dönem meme kanserinde ameliyat öncesi 

kemoterapi, apoptozdaki değişikliklere eşlik eden ve tedaviye yanıtı belirleyebilen 

benzersiz bir in vivo  insan modeline izin verir (119, 120). Ameliyat öncesi kemoterapi 

öncesinde, sırasında ve sonrasında alınan biyopsi örnekleri (veya ince iğne aspiratları) 
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yanıtı, nüksetmeyi veya sağkalımı tahmin edebilen biyobelirteçler veya 

biyobelirteçlerdeki değişiklikler açısından incelenebilir.  

Kemoterapiye başladıktan sonraki 24 saat içinde meme tümörlerinde apoptozda 

ölçülebilir artışlar meydana gelir (121). Bu aynı zamanda hücre çoğalmasının 

azalmasıyla da ilişkilidir (122). 

2.4.6.Meme Kanserinde Apoptozla İlgili Proteinler Ve Tedavisi 
Hücre ölümüne giden yolun temel mekanizması, türler boyunca büyük ölçüde 

korunmuş birkaç kritik proteine indirgenebilir. İnsanlarda bu düzenleyiciler, çeşitli 

dokularda ayrı ayrı ifade edilen birçok homologa sahip çok genli aileler olarak bulunur. 

Bcl-2 ailesi (apoptoz inhibitörleri ve destekleyicileri içerir) ve p53 tümör baskılayıcı 

geni, göğüs kanserinde kapsamlı bir şekilde incelenmiştir (123).  

           Bcl-2 gen ailesi, apoptozu teşvik edebilen veya inhibe edebilen proteinleri 

kodlar. Proapoptotik proteinler arasında Bax, Bak, Bad ve Bcl-x s bulunurken, Bcl-2 ve 

Bcl-x L antiapoptotiktir. İnsanlarda, Bcl-2 meme kanserlerinin yaklaşık %80’ i olarak 

ifade edilir (124). Östrojen ve progesteron reseptörlerinin ekspresyonu ile ilişkilidir - 

meme kanserinde iyi prognostik özellikler. Bir apoptoz inhibitörü ile iyi prognostik 

özellikler arasındaki bu şaşırtıcı ilişki, negatif olanlara kıyasla Bcl-2 pozitif tümörlü 

hastaların sağkalımının artmasıyla doğrulanır. Bax proteini ile sonuç arasındaki büyük 

korelasyonlar gözlenmemiştir, ancak çalışmalar Bax'ta azalmaların metastatik meme 

kanserinde kemoterapiye zayıf yanıtla ilişkili olduğunu göstermiştir (123, 124). Daha 

yakın zamanlarda, apoptozu bloke eden çok işlevli bir protein olan BAG-1, erken evre 

meme kanserinde iyileşmiş hayatta kalma ile ilişkilendirilmiştir (125). Yine, bir 

inhibitör proteindeki bu görünüşte çelişkili bulgu, bu proteinlerin çalıştığı karmaşık 

mekanizmaları yansıtır: BAG-1' in, Bcl-2 ailesinin diğer üyeleri ve ayrıca ısı şoku 

proteinleri ve östrojen reseptörleri ile etkileşime girdiği bilinmektedir. 

          P53' ün protein ürünü,  apoptoz, hücre döngüsü ve DNA' nın onarımında yer alan 

hücresel fonksiyonları kontrol eder (126). Bu gendeki mutasyonlar, kanserdeki en 

yaygın mutasyon olaylarıdır. Gendeki mutasyonlar veya p53 proteininin artmış 

ekspresyonu (bu genellikle proteinin stabilizasyonu ile sonuçlandığı için dolaylı bir 

mutasyon belirteci), bazı çalışmalarda meme kanserinin kötü prognozu ile 

ilişkilendirilmiştir (127).  
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          Apoptozla ilgili araştırılan yeni biyobelirteçler arasında kaspazlar, apoptozun 

temel hücre içi efektörlerini oluşturan proteolitik enzimler (“hücre ölümünün ana 

uygulayıcıları”) yer almaktadır. Şimdiye kadar insanlarda 11 kaspaz tespit edildi. 

Memelilerde yaklaşık 14 kaspaz tanımlanmıştır (128). Kaspazlar, hücre içi bir 

proteolitik kaskad yoluyla bölünme yoluyla aktive olan inaktif zimojenler olarak 

sentezlendiğinden, apoptotik yolun hem başlatıcıları hem de efektörleri olarak hareket 

edebilirler. Aktivasyon ve aktivitenin düzenlenmesi çeşitli seviyelerde gerçekleşir ve 

bazı durumlarda prokaspazları bloke eden Bcl-2 ailesinin antiapoptotik üyelerini içerir 

(129). İnsan göğsünden alınan kanserli dokudaki bu proteinler üzerinde sınırlı çalışma 

yapılmıştır, ancak kaspaz 3, 6 ve 8' in daha yüksek seviyelerde apoptoz ve histolojik 

derece ile ilişkili olduğuna dair göstergeler vardır (130). Apoptoz inhibitörleri olan 

yakın zamanda tanımlanan gen ailesinin de prediktif veya prognostik biyobelirteçler 

olarak büyük potansiyeli olabilir. Bu genler, çoğu durumda kaspazları doğrudan 

bağlayarak ve inhibe ederek apoptozu önleyen bir grup proteini (XIAP, cIAP1, cIAP2, 

NIAP ve insanlarda survivin) kodlar. XIAP, en güçlü inhibitörlerden biri olarak ortaya 

çıkmıştır ve akut miyeloid lösemide olumsuz bir prognostik belirteç olduğu 

gösterilmiştir.  

 2.5.  AA  
          AA’lar ve türevleri meme kanseri üzerinde (MCF-7 hücrelerinde) çalışılmış ve 

anti kanser özellik gösterdikleri ortaya konulmuştur (131). Yeni sentezlenmiş AA  

türevi ile ilgili olarak  kemoterapik kanser ilaçlarını inceleyecek olursak, AA’lar  kanser 

ilacı olarak günümüzde kullanılmaktadırlar (132). Emodin, AA türevidir, hepatik 

karsinom üzerinde anti kanser özellik göstermektedir (133). Diğer yeni bir AA türevi 

IMP1338, p53' ten bağımsız S ve G2 / M hücre döngüsü durması ile insan kanser 

hücrelerinin ölümüne neden olmaktadır (134). AA  türevi olan  BSU1051 kansere karşı 

etkili olmaktadır. AA türevi olan mitoksantron ileri meme kanserinde kullanılan bir 

ilaçtır (135). AA  türevlerinin kanser mekanizmaları üzerinde anti kanser etkiler 

göstermeleri araştırmacıların giderek ilgisini çekmeye başlamıştır (136). Apoptoz 

(programlanmış hücre ölümü) , hücre döngüsünde görülen normal bir fizyolojik süreçtir 

(137). Hücreler apoptoz yeteneklerini kaybettiklerinde, sürekli bölünmeye başlarlar ve 

tümör oluşumu meydana gelir (138). Apoptoz mekanizmasındaki meydana gelen 

değişiklikler MCF-7 hücrelerinde apoptoz yeteneğinin kaybedilmesi ile insan meme 
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kanserine sebep olabilir (139). AA  türevi olan DHAQC 2 apoptozu aktive ettiği 

kanıtlanmıştır. DHAQC 2 , MCF-7 hattında apoptoz indüksiyonunda potansiyel 

gösteren sentetik, sitotoksik ve seçici bir antrakinon türevidir (140). Akım sitometri 

yöntemi kullanılarak sonuca varılmıştır. Kanser tedavisi için yapılan birçok çalışmada 

AA’lar  ve türevleri ile kanser üzerinde ilaçlar geliştirilmeye çalışılmaktadır (141). 

Bu tez çalışmasında MCF-7 hücreleri üzerinde araştırılması yapılan AA kapalı 

formülü  C24H20N2O3 şeklindedir ve molekül ağırlığı 384, 43 g/mol’dur. Başlangıç 

maddesi: 1-Kloro antrakinon. Amin türevi: 1-(4-Hidroksifenil) piperazin. Ürün (Amino 

antrakinon türevi): 1-(4-(4-hydroxyphenyl)piperazin-1-yl) anthracene-9,10-dione 

şeklindedir (Şekil 2-1). 

 

 

Şekil 2-1:Amino antrakinon maddesinin yapısı. 

2.6. Nanopartiküller ve Kanser Tedavisindeki Rolleri  
Yeni ilaç adayı moleküllerin geliştirilmesinde biyoyaralanımını arttırmak için 

önemli yollardan biri, başka ajanlarla kombinasyon veya nanopartikülleri kullanmaktır. 

Nanopartiküller, enkapsüle edilen ilaçların veya ilaç adayı moleküllerin terapötik 

etkilerini arttırması, enzimatik yıkımdan korumaları, kontrollü salınım sağlamaları ve 

kan dolaşımında uzun süre kalmalarını sağlar. Tüm bunların yanında toksisitelerini 

azaltmakla birlikte spesifik olmayan bağlanmalarıda sınırlamaktadır (142). Ayrıca 

kemoterapi uygulanırken ilaçlar kombinasyon halinde de verilebilir. Tarihsel olarak, 

kombinasyon kemoterapisi birincil tedavi seçeneği olmuştur. Bununla birlikte, 
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kemoterapötikler, aralarında stabilite ve sulu çözünürlük ile ilgili problemleri içeren 

farmasötik sınırlamalara sahiptir. Benzer şekilde, doz sınırlayıcı toksisite, sağlıklı 

hücrelere özgü olmayan toksisite, saç dökülmesi, iştah kaybı gibi tipik yan etkiler 

olması önemli problemlerdir. Nanoteknoloji kanser tedavisinde, kemoterapi 

uygulanması sırasında meydana gelen olumsuzlukları önlemek için yeni çözümler 

sunar. Hedeflenen tedavi için geliştirilmiş partiküllerin üretilmesi yoluyla sistemik 

toksisiteyi en aza indirme potansiyeline sahiptir (143, 144). Bu tez çalışmasında yeni 

sentezlenmiş olan madde nanopartikül haline getirilerek  uygulanmıştır. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. GEREÇLER                                                                                                                                  
3.1.1.Kimyasal Maddeler 
 

DMEM – F12 W/ stable Glutamine w/ Mm Hepes (Biowest) 

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium (Gibco) 

FBS (Fetal Bovine Serumu) (Gibco) 

Penicillin-Streptomycin (Gibco)  

PBS  (Phosphate Buffered Saline) 

DMSO  (Dimetil sülfoksit) 

Mitoxantrone dihydrochloride  (Sigma) 

Distile su  

MTT (Sigma) 

Amino antrakinon  (1-(4-(4-hydroxyphenyl)piperazin-1-yl)anthracene-9,10-dione)  

Sodyum Aljinat (Sigma ) 

Kalsiyum klorür (Sigma) 

Tween20 (Sigma) 

Sülfaktat (Sigma) 

Tripsin-EDTA (% 0.25) (Gibco) 

Anneksin V bağlama tamponu  (Exbio) 

PI (Exbio) 

Anneksin V-FITC  (Exbio) 

Hidrojen peroksit (H202 )   
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3.1.2.Kitler 
  
  ApoFlowEx FITC Kit (Exbio) 
 
3.1.3.Cihazlar  

     Distile su cihazı (GFL) 
          
     Etüv(Sanyo) 
 
     Flow Cihazı (ACEA biosciences, Inc. NovoCyte) 
       
     Derin dondurucu (-80 ºC)  NUARIRE) 
 
     Laminar Hava Akım Cihazı ELB 2472 (Heraus)  
 
     Manyetik Çalkalayıcı (BioSan) 
      
     Manyetik çalkalayıcı (Stuart) 
 
     Otoklav  
  
     Santrifüj (Hettich) 
 
     Santrifüj (nüve NF 200) 
        
     Santrifüj (nüve NF 1200R) 
       
     Liyofilizatör (Alpha 1-2 Dplus) 
 
     Sıvı Azot Tankı (34 XT Taylor-Wharton) Synergy HTX 
 
     Synergy HTX plate okuyucu (BioTek) 
 

Ters Mikroskop (Olympus) 
 

     Vorteks (Biosan) 
 
      Enjeksiyon cihazı (IPS-2 inovenso) 
    
      FT/IR-6600 (JASCO) 
      
      V-750 Spektrofotometre (JASKO) 
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 3.2. YÖNTEMLER 

 3.2.1. Hücrelerin Çoğaltılması 
Çalışmada kullanılan MCF-7 insan meme kanseri hücresi ve  İnsan göbek 

damarı endotel hücreleri (HUVEC)  % 10 FBS ve % 1 antibiyotik (100 µg/ml 

streptomisin ve 100 U/ml penisilin) içeren CDMEM  içerisinde kültür flakslarına 

ekilerek 37 ºC  % 5 CO2  ‘de standart kültür koşullarında çoğaltıldı. Hücreler flask 

yüzeyini tam kaplayacak veya %80 kaplayacak duruma geldikten sonra hücre kazıyıcısı 

ile flask yüzeyinden kazındı ve 15 ml ‘lik falkon tüp içerisine alındı  ve 3000 

devir/dakika’ da 5 dakika santrifüj edildi ve üst sıvıları atıldı. Pelet haline gelen 

hücrelerin üzerine 1-2 ml yeni medyum eklendi ve çözelti oluşturuldu. Hücreler taze 

medyum bulunan flask içerisine çoğaltılmak üzere bırakıldı. Bu  şekilde  2-3  günde  bir  

kontrol  edilen  hücrelerin,  belirli aralıklarla yeni pasajları yapıldı.  

 3.2.2. Hücrelerin Dondurulması ve Çözülmesi 
Hücre kazıyıcısı ile kültür flaskından kazınan hücreler, 15 ml’lik santrifüj 

tüplerinde 3000 devir/dakika’da 5 dakika santrifüj  sonrası üst sıvı uzaklaştırılarak 

kryotüp içerisine alındı. Tüp içerisinde 1/9 oranında DMSO-FBS içerisine 5 x 106 hücre 

konuldu. Hücreler 24 saat -80°C’de bekletildiktensonra sıvı azot tankına (-196 °C) 

aktarıldı.Hücreler çözülmek için sıvı azottan çıkarıldı. İçerisine 2 ml CDMEM koyulan 

15 ml’lik falkonların içerisine alındı. 3000 devir/dakika’da 5 dakika santrifüj yapıldı. 

Santrifüj sonrası üst sıvı atıldı . Pelet 1 ml CDMEM ile çözüldü ve kültür flasklarına 

alınarak etüve kaldırıldı. 

3.2.3. Hücrelerin Sayılması ve Ekilmesi 
          Hücreler sayımı yapılmadan önce flask yüzeyini tamamen kaplayan MCF-7 

hücrelerinin ve HUVEC  üzerindeki medyum uzaklaştırıldı. Flask yüzeyi 3-4 ml  PBS  

ile kaplandı iki dakika bekletildi ve PBS hücre ortamından uzaklaştırıldı. Hücrelerin 

yüzeyini kaplayacak şekilde 3 ml  Tripsin EDTA eklendi. Hücreler 4 dakika 37° C’de % 

5 CO2’ li inkübatörde bekletildi. Flask yüzeyine tutunan hücreler, 4 dakika sonra 

kontrol edildi ve hücrelerin flask içinde yüzer duruma geçtiği gözlemlendi. Hücreler ve 

tripsin EDTA karışımı içerisinde 3-4 ml yeni medyum bulunan 15 ml’ lik   falkon 

tüplerin  içerisine alındı ve 3000 devir/dakika’ da 5 dakika santrifüj edildi ve üst sıvıları 
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atıldı. Pelet haline gelen hücrelerin üzerine 1-2 ml yeni medyum eklendi ve çözelti 

oluşturuldu. Çözelti içerisinden 10 µl alındı ve thoma lamı üzerine koyuldu, hücre 

çözeltisinin üzeri lamel ile kapatıldı.  

Canlı hücre sayısı =  Bir karedeki hücre sayısı × Dilüsyon faktörü × 10⁴  

formülü ile hesaplandı. MCF-7 hücreleri ve HUVEC ,  96 kuyulu düz tabanlı platelere 

200 μl içerisnde her kuyuda 5×10³ hücre olacak şekilde ve  6 kuyulu düz tabanlı 

platelere her kuyuda 1 ml içerinde  5×105  hücre olacak şekilde ekildi. 

3.2.4. AA hazırlanması  
          Özgün AA molekülü İstanbul Üniversitesi-Cerrahpaşa, Kimya bölümü, Organik 

Kimya Anabilim Dalı’nda yapılan ‘’Amino ve Tiyo Antrakinon türevlerinin 

sentezlenmesi ve karekterizasyonu ‘’ isimli doktora tezi çaşılmasında sentezlendikten 

sonra kolon kromotografisi yöntemi ile safaştırıldı. Saflaştırılan amino antrakinon 

molekülünün kimyasal spektroskopik yöntemlerle (NMR , MS, FT-IR , UV vb. )  analiz 

çalışmaları yapıldı. 

3.2.5. Hücre Canlılık Testi  
96 kuyulu düz tabanlı plakalara her kuyuda 200 μl CDMEM içerisinde   5×10³  

hücre olacak şekilde ekilen MCF-7 hücreleri 37°C’de % 5 CO2’ li inkübatörde 24 saat 

bekletildi. Hücreler üzerine üçlü gruplar halinde MTX, AA ve MTX+AA maddelerinin  

uygulaması yapıldı. AA için 3, 15, 30, 75, 150 μM  olacak şekilde artan 

konsantrasyonlar kullanıldı. MTX için  2, 4, 10, 20, 30, 40 μM olacak şekilde artan 

konsantrasyonlar kullanıldı. Literatür araştırmaları sonucu ve bu tez çalışmasında 

yapılan  MTT testi sonuçlarından elde edilen veriler  Graphpad programı ile  analiz 

edildi. MTX  IC50  değerinin 30  μM  olduğu saptandı (130). AA ve MTX’in sinerjistik 

etkisini  gözlemleyebilmek  için   30 μM   MTX ile birlikte 3, 15, 30, 75, 150 μM AA 

sırası ile uygulandı. Madde uygulaması yapılan hücreler 24 saat saat 37° C’de % 5 CO2’ 

li inkübatörde bekletildikten sonra, 200 μl medyumlu kuyuların içerisine 20  μl  MTT 

eklenerek 4 saat süre ile inkübe edildi. 4 saatin sonunda kuyulardan medium 

uzaklaştırıldı ve 200 ml DMSO eklendi. 96 kuyulu plate 30 dakika çalkalayıcıda 

çalkalandı. Örneklerin absorbans değerleri 30 dk  inkübasyon sonrasında  plate 

okuyucuda 560 nm dalga boyunda ölçüldü. Yapılan deneyler kontrol amaçlı HUVEC 

hücreleri üzerinde aynı işlemler uygulanarak yapıldı. HUVEC hücreleri üzerinde AA, 



   

 

31 

MTX ve MTX+AA  MCF-7 hücrelerindeki işlemlere paralel olacak şekilde uygulandı. 

AA, MTX ve MTX+AA konsantrasyonları NP içerisine alındı ve HUVEC ve MCF-7 

hücreleri üzerinde MTT analizleri gerçekleştirildi. 

3.3.  İyonik Jelleşme Metodu İle Nanopartikül Elde Edilişi 
1. Karışım:  %2 Sodyum Arjinat, % 1 tween 20 sülfaktat,  % 97 saf su olacak 

şekilde bir karışım oluşturuldu ve çalkalayıcıda 5 dakika çalkalandı. 

2. Karışım: Çapraz bağlayıcı olarak kullanılan kalsiyum klorür  bir beher 

içerisinde %2 kalsiyum klorür % 96 su olacak şekilde hazırlandı ve çalkalayıcı ile 

karıştırıldı.  

          4’ e 1 oranında 1.karışımdan 40 ml, 2. karışımdan 10 ml alınarak bir solüsyon 

oluşturuldu. Oluşan karışım  manyetik karıştırıcı  üzerine yerleştirildi. Kapsüllenecek 

olan MTX ve AA belirli oranlarda stok çözeltiler haline getirildi. Stok çözelti enjektöre 

çekildi. Poliamid bağlantı hortumu ile enjeksiyon cihazı arasında baglantı kuruldu. 

Hortum ucuna damlatma işlemi için  18G nozul takıldı. 50 ml’ lik karışım içerisine 

enjektör içerisindeki kimyasal ajan saatte 5 ml olacak şekilde damlatıldı. Bu işlem ile 

nozul ucundan düşen her  damla kapsül içine alınarak karışım içinde çalkalanmaya 

devam ettirildi. Karışım 63 µm paslanmaz çelik elekten geçirildi. Bu işlemden sonra 

oluşan karışım 15 ml‘lik falkon  tüpler içerisine alındı. Falkonların içerisine 14 ml’ye 

kadar kapsüllenmiş solüsyon  eklendi. 3000 devir, 20 dakika boyunca santrifüj edildi. 

Santrifüj sonrası üst sıvı 7 ml çekilerek uzaklaştırıldı yerine 7 ml saf su eklendi. Yıkama 

işlemi 3 kez aynı şekilde tekrarlandı. Hazırlanan solüsyon 24 saat +4 °C buzdolabında 

bekletildi. 24 saat sonrasında liyofilizatöre alındı ve 2 gün boyunca dondurarak kurutma 

işlemi uygulandıktan sonra nanopartiküller hazır hale getirildi. FTIR ve UV analizleri  

ile etken maddelerin kapsüllere girdiği belirlendi. FTIR analizi ile korelasyon analizi 

yapılarak numunelerin birbiri içerisindeki durumları belirlenmiştir. 

          Ayrıca SEM analizi ile  kapsüllenmiş nanopartiküller görüntülendi. Verimlilik 

analizleri yapılan maddeler 2,4 mg tartıldı ve 3 ml medyum içerisinde çözüldü. MTT 

testleri için hazır hale getirildi. Akım sitometri testleri için 12 mg tartıldı 15 ml medyum 

içerisinde çözüldü . 
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3.4. Akım Sitometri İle Apoptoz Tayini 

3.4.1. Akım Sitometri Cihazı Kalibrasyon Ayarlarının Yapılması 
          Örneklerin akım sitometri cihazından geçirilmesinden önce , akım sitometri 

cihazının kalibrasyonu için canlı hücreler sadece yıkama işlemi yapıldı ve boya 

uygulanmadı. Hücrelere H2O2 uygulandı ve hücreler öldürüldü. Ölü hücrelerde yıkama 

işlemi yapıldı ve ayrı ayrı  yalnız Anneksin V ve PI ile boyandı. Örnekler akım 

sitometri cihazından geçirildi ve kalibrasyon ayarları yapıldı. 

3.4.2. MCF-7 ve HUVEC Hücrelerinde  Apoptoz Tayini 
          MCF-7 hücreleri ve HUVEC  6 kuyulu düz tabanlı plakalara her kuyuda 5×105  

olacak şekilde ekildi. MCF-7 hücreleri  37° C’ de % 5 CO2’li inkübatörde 24 saat 

inkübe edildi. İnkübasyon sonrasında hücreler üzerine  3, 15, 30, 75, 150 µM  AA , 30 

μM  MTX ve 30 μM  MTX  ile birlikte sırası ile 3, 15, 30, 75, 150 µM  AA   ve  NP 

şeklinde uygulandı. 24 saat sonrasında hücrelerin üst sıvısı uzaklaştırıldı. Her kuyuya 1 

ml PBS eklendi ve 2 dk  bekletildi. Kuyulardan PBS uzaklaştırıldı ve 1 ml tripsin 

EDTA eklendi. 37° C’ de % 5 CO2’li inkübatörde 3 dk bekletildi. Hücrelerin plate 

yüzeyinden kalktığı mikroskop altında gözlendikten sonra içerisinde 2 ml CDMEM-F12 

bulunan 15 ml falkon tüplerin içerisine alındı . 5 dakika 3000 devir/dakika santrifüj 

edildi. Üst sıvı uzaklaştırıldı ve hücreler üzerine 1 ml soğuk PBS eklenerek hücreler 

FACS tüpleri içerisine alındı. FACS tüplerine içerisinde bulunan hücreler   5 dk  3000 

devir/dakika santrifüj edildi. Soğuk PBS ile yıkama işlemi sonrası üst sıvı ulaştırıldı. 

Hücrelerin üzerine 100 μl  1 X Anneksin V bağlama tamponu eklendi . 5 μl   Anneksin 

V ve 5 μl  PI eklendi sonrasında hafifçe çalkalandı. Boyanan hücreler 15 dk  karanlık ve  

oda sıcaklığında inkübe edildi. İnkübasyon sonrası FACS tüpleri içerisine 100 μl 1 X 

Anneksin V bağlama tamponu eklendi ve akım sitometri cihazında okutuldu. 

NovoExpress programı kullanılarak sonuçların analizleri yapıldı. 

          MCF-7  ve HUVEC hücreleri  6 kuyulu düz tabanlı plakaların içerisine her 

kuyuda 1 ml içerisinde  5×105 hücre olacak şekilde ekildi. Nano kapsül haline getirilmiş 

maddelerin uygulaması için ekilen hücreler üzerindeki CDMEM F-12 uzaklaştırıldı ve 

15 ml olarak hazırlanan nano kapsül stok çözeltisinden 1 ml hücreler üzerine eklendi . 

48 saat sonrasında akım sitometri testi için aynı basamaklar uygulandı ve akım sitometri 

cihazında sonuçlar okutuldu ve analizler yapıldı. 
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3.5. İstatistik Analizler 
 SPSS (IBM SPSS STATICS 22.0) analiz programı kullanılarak deneylerin 

istatistik analizleri yapılmıştır. One Way Anowa Testi kullanılmıştır. Testlerden elde 

edilen sonuçların ilk olarak ön koşul homojen dağılması kontrol edilmiştir. Homojen 

dağılmadığı tespit edilen veriler için Tamhane Testi uygulanmıştır. İstatistik analizler 

MTT testleri ve akım sitometri analizlerinin her biri için uygulanmıştır.  

MTT testleri için IC50 değerleri Graphpad programı kullanılarak hesaplanmıştır. 
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4.   BULGULAR 

4.1. NP Haline Getirilen Moleküllerin SEM ile Görüntülenmeleri  
          Nanokapsülleme işlemi küçük boyutlarından dolayı etken maddelerin taşınımını 

kolaylaştırır, suda çözünürlülük ve dayanıklılığının artmasını sağlar. İlaç salınımında 

konrollü salınımım gerçekleşmesi sağlanır. Bu doğrultuda, Sodyum Aljinat ile İyonik 

Jelleşme Metodu ile Gereç ve Yöntemlerde belirtildiği şekilde ilk aşamada boş 

kapsüller oluşturulmuştur. Sonraki aşamada ise MTX, AA, MTX+AA enkapsüle 

edilerek SEM analizleri gerçekleştirildi. MTX 2, 4, 10, 20, 30, 40 µM, AA  3, 15, 30, 

75, 150 µM ve  30 µM MTX ile birlikte sırası ile  3, 15, 30, 75, 150 µM  AA birlikte 

kapsül içerisine alındı. SEM ile boş kapsüllerin boyutlarının 917.3 nm, 974.6 nm iken 

bazı kapsüllerin ise  μm boyutlarında olduğu görüldü. Bazı boş NP’ler ise  daha büyük 

μm boyutlarında izlendi (Şekil 4-1). (MTX+AA)-NP (Şekil 4-2),   AA-NP (Şekil 4-3)  

ve MTX (Şekil 4-4) nanaopartikül haline getirilmeleri ile madddelerin  sodyum aljinat 

yapısındaki kapsül içerisine alındığında kapsül yapısının boş yapıya göre daha 

küçüldüğü, boyutların  442,5 nm ile 662,2 nm arasında değiştiği görülmüştür. 

 

 

 

Şekil 4-1: Boş   nanopartikül SEM görüntüsü. 
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Şekil 4-2: 30 μM MTX + 30 μM AA SEM görüntüsü. 

 

 

Şekil 4-3: 30 μM AA SEM görüntüsü. 

 

Şekil 4-4: 30 μM  MTX SEM görüntüsü. 
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4.2. Sitotoksite Analizleri 

4.2.1 MCF-7 ve HUVEC Hücrelerine MTX ve MTX-NP Formlarının Etkisi  

4.2.1.1 MCF-7 Hücrelerine MTX ve MTX-NP Etkisi   
 

          MCF-7 hücrelerine MTX ve MTX-NP  formları  2, 4, 10, 20, 30,  40 µM  olacak 

şekilde artan konsantrasyonlarda  24 ve 48  saat süre ile  uygulandı. Sitotoksik etkilerini 

belirlemek amacı ile MTT testi yapıldı. Elde edilen veriler Graphpad analiz yöntemi ile 

değerlendirildi.  24 saat süre ile  MCF-7 hücrelerine direkt artan konsantrasyonlarda 

MTX uygulandığında  IC50 değeri 30 µM olarak belirlendi. Nano partikül formunda              

MTX-NP’nin  artan konsantrasyonlarında ise 24 saat sonunda  ilacın kontrollü 

salınımdan dolayı önemli bir sitotoksik etki göstermediği görüldü (Şekil 4.5). 48 saat 

süre ile artan konsantrasyonlarda MTX ile inkübe edilen hücrelerde IC50 değeri  20 µM 

olarak belirlendi. MTX -NP uygulandığında  48  saat sonunda hücre canlılığınının en 

yüksek konsantrasyonda (40 µM) kontrole göre % 50  azaldığı görüldü (Şekil 4.6). 
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Şekil 4-5:MCF-7 hücrelerinde MTX ve MTX-NP 24 saat MTT analizleri. 

 

 

Şekil 4-6:MCF-7 hücrelerinde MTX ve MTX-NP 48 saat MTT analizleri. 
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4.2.1.2 HUVEC  Hücrelerine MTX ve MTX-NP Etkisi 
 

          HUVEC hücrelerine MTX ve MTX-NP formları  2, 4, 10, 20, 30,  40 µM  olacak 

şekilde artan konsantrasyonlarda  24 ve 48  saat süre ile  uygulandı. Sitotoksik etkilerini 

belirlemek amacı ile MTT testi yapıldı. Elde edilen veriler Graphpad analiz yöntemi ile 

değerlendirildi.  24 saat süre ile  HUVEC hücrelerine direkt artan konsantrasyonlarda 

MTX uygulandığında  IC50 değeri 40 µM olarak belirlendi. Nanopartikül formunda 

MTX’in artan konsantrasyonlarında ise  MCF-7 hücrelerine benzer şekilde  24 saat 

sonunda önemli bir sitotoksik etki izlenmedi. (Şekil 4.7). 48 saat süre ile artan 

konsantrasyonlarda MTX ile inkübe edilen hücrelerde IC50 değeri 30 µM olarak 

belirlendi. MTX-NP uygulandığında ise   48  saat sonunda hücre canlılığınının en 

yüksek konsantrasyonda    (40 µM)  kontrole oranla  % 50  azaldığı görüldü (Şekil 4.8). 
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Şekil 4-7:HUVEC hücrelerinde MTX ve MTX-NP  24 saat MTT analizleri. 

 

 

 

Şekil 4-8:HUVEC hücrelerinde MTX ve MTX-NP  48 saat MTT analizleri. 
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4.2.2 MCF-7 ve HUVEC Hücrelerine AA  ve AA-NP  Formlarinin Etkisi 

4.2.2.1.MCF-7 Hücrelerine AA  ve  AA-NP  Formlarının Etkisi 
          MCF-7 hücrelerine AA ve AA-NP formları  3, 15, 30, 75, 150 µM  olacak şekilde 

artan konsantrasyonlarda  24 ve 48  saat süre ile  uygulandı. Sitotoksik etkilerini 

belirlemek amacı ile MTT testi yapıldı. Elde edilen veriler Graphpad analiz yöntemi ile 

değerlendirildi.  24 saat süre ile  MCF-7 hücrelerine direkt artan konsantrasyonlarda AA 

uygulandığında  IC50 değeri 30 µM olarak belirlendi. AA-NP’nın artan 

konsantrasyonlarında ise 24 saat sonunda önemli bir sitotoksik etki göstermediği izlendi 

(Şekil 4.9). 48 saat süre ile artan konsantrasyonlarda AA ile inkübe edilen hücrelerde 

IC50 değeri  20 µM olarak belirlendi. AA-NP uygulandığında  48  saat sonunda hücre 

canlılığınının en yüksek konsantrasyonda (150 µM) kontrole göre % 70 azaldığı 

görüldü (Şekil 4.10). 
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Şekil 4-9: MCF-7 hücrelerine AA ve AA-NP’nin 24 saat MTT analizleri. 

 

 

 

Şekil 4-10: MCF-7 hücrelerinde AA ve AA-NP  48 saat MTT analizleri. 
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4.2.2.2.HUVEC  Hücrelerine AA ve AA-NP  Formlarının Etkisi 
 

           HUVEC hücrelerine AA ve AA-NP  formları 3, 15, 30, 75, 150 µM  olacak 

şekilde artan konsantrasyonlarda  24 ve 48  saat süre ile  uygulandı. Sitotoksik etkilerini 

belirlemek amacı ile MTT testi yapıldı. Elde edilen veriler Graphpad analiz yöntemi ile 

değerlendirildi.  24 saat süre ile  HUVEC hücrelerine direkt artan konsantrasyonlarda 

AA uygulandığında  IC50 değeri 35 µM olarak belirlendi. AA-NP’nin artan 

konsantrasyonlarında ise 24 saat sonunda önemli bir sitotoksik etki göstermediği izlendi 

(Şekil 4.11). 48 saat süre ile artan konsantrasyonlarda AA ile inkübe edilen hücrelerde 

IC50 değerinin  30 µM olarak belirlendi. AA-NP uygulandığında  48  saat sonunda hücre 

canlılığınının en yüksek konsantrasyonda (150 µM) kontrole göre % 80 azaldığı 

görüldü (Şekil 4.12). 
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Şekil 4-11:HUVEC hücrelerinde AA ve AA-NP  24 saat MTT analizleri. 

 

 

Şekil 4-12:HUVEC hücrelerinde AA ve  AA-NP 48 saat MTT analizleri. 
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4.2.3.MCF-7 ve HUVEC Hücrelerine MTX+AA ve (MTX+AA)-NP Formlarının 
Etkisi    

4.2.3.1.MCF-7 Hücrelerine MTX+AA  ve  (MTX+AA)-NP  Formlarının Etkisi 
MCF-7  hücrelerinde MTX ve AA’nın sinerjistik etkisini gözlemleyebilmek 

amacı ile 30 µM MTX ile artan konsantrasyonlarda AA 3, 15, 30, 75, 150 µM olacak 

şekide   24 saat,  ( 30 µM MTX+AA)-NP  ise  24 ve 48  saat süre ile  uygulandı. 

Sitotoksik etkilerini belirlemek amacı ile MTT testi yapıldı. Elde edilen veriler 

Graphpad analiz yöntemi ile değerlendirildi. 24 saat süre ile  MCF-7  hücrelerine 30 µM 

MTX ile  artan konsantrasyonlarda AA uygulandığında  kontrole göre canlılığın en 

yüksek konsantrasyonda % 80 oranında azaldığı görüldü. (30 µM MTX+AA)-NP’nin 

24 saat sonunda önemli bir sitotoksik etki göstermediği izlendi (Şekil 4-13). 48 saat süre 

ile 30 µM MTX ile artan konsantrasyonlarda AA ile inkübe edilen hücrelerde canlılığın 

%90  oranında azaldığı görüldü.  MTX +AA-NP uygulandığında  48  saat sonunda 

hücre canlılığınının yaklaşık % 80  azaldığı görüldü (Şekil 4-14). 
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Şekil 4-13:MCF-7 hücrelerinde 30 µM MTX+AA ve 30 µM (MTX+AA)-NP 24 saat MTT 
analizleri. 

 

 

 

 

Şekil 4-14:MCF-7 hücrelerinde 30 µM MTX+AA ve (30 µM MTX+AA)-NP 48 saat MTT 
analizleri. 
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4.2.3.2.HUVEC Hücrelerine MTX+AA ve MTX+AA-NP  Formlarının Etkisi 
      

HUVEC   hücrelerinde MTX ve AA’nın sinerjistik etkisini gözlemleyebilmek amacı ile 

30 µM MTX ile artan konsantrasyonlarda AA 3, 15, 30, 75, 150 µM olacak şekide   30 

µM MTX+AA  24 saat,  (30 µM MTX+AA)-NP  ise  24 ve 48  saat süre ile  uygulandı. 

Sitotoksik etkilerini belirlemek amacı ile MTT testi yapıldı. Elde edilen veriler 

Graphpad analiz yöntemi ile değerlendirildi. 24 saat süre ile  HUVEC  hücrelerine 30 

µM MTX ile  artan konsantrasyonlarda AA uygulandığında kontrole göre canlılığın en 

yüksek konsantrasyonda % 90 oranında sitotoksik etki  gösterdiği görüldü.                  

(30 µM MTX+AA)-NP’nin 24 saat sonunda önemli bir sitotoksik etki göstermediği 

izlendi (Şekil 4-15). 48 saat süre ile 30 µM MTX ile artan konsantrasyonlarda AA ile 

inkübe edilen hücrelerde canlılığın % 95 oranında azaldığı görüldü.  MTX +AA-NP  

formu uygulandığında  48  saat sonunda hücre canlılığınının yaklaşık % 90  azaldığı 

görüldü (Şekil 4-16). 
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Şekil 4-15:HUVEC hücrelerinde 30 µM MTX+AA ve (30 µM MTX+AA)-NP 24 saat MTT 
analizleri. 

 

 

 

Şekil 4-16:HUVEC hücrelerinde 30 µM MTX+AA ve  30 µM MTX+AA-NP 48 saat MTT  
analizleri. 
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4.3. AKIM SİTOMETRİ İLE APOPTOZ TAYİNİ  
          Akım sitometri cihazında canlı, ölü, geç apoptoz ve erken apoptoz geçiren 

hücrelerin belirtilmesi için yapılan analizlerin sonuçları, hücrelerin farklı bölgelerde 

ifade edildiği noktasal grafiklerle incelendi. Hücreler üzerinde yapılan boyama 

işlemleri sonrasında, dört bölüme ayrılmış o l an  nokta grafik histogramını 

incelediğimizde, sol alt köşede boyanmamış canlı hücreler, sağ alt köşede yalnız 

Anneksin V ile boyanmış olan erken apoptotik hücreler, sağ üst köşede Anneksin V ve 

PI ile boyanmış geç apoptotik hücreler, sol üst köşede ise yalnızca PI ile boyanmış 

tamamen ölü hücreler görülür. Bu bilgiler ile birlikte yapılan kalibrasyon çalışmaları 

için, her bir deney öncesinde boyasız canlı hücreler (MCF-7 ve HUVEC) cihazdan 

geçirildi. Hücrelerin kapılanma şekli ile (Şekil 4-17.A), sadece canlı hücrelerin 

kapılandığı bölgenin noktasal grafiği (Şekil 4-17.B) üzerinde gösterilmiştir. Bununla 

birlikte MCF-7 ve HUVEC hücreleri H2 02  ile işlem gördü. İşlem sonrası 

Anneksin V ve PI ile boyandı. Anneksin V ile boyanmış apoptotik hücreler ve PI 

ile boyanmış nekrotik hücreler akım sitometri cihazından geçirildi kalibrasyon 

işlemlerinin doğruluğu tespit edildi. 

 

Şekil 4-17:MCF-7 Kontrol hücrelerin Annexin V (-) , PI (-) akım sitometri ile analizi. (A) 
Hücre büyüklüğü ve hücre granilütesi  parametre görüntülerinin kapılanması. (B) canlı 
hücrelerin kapılandığı bölgenin noktasal grafiği .                                                                              

 

          Yöntemler 3.2.1. de belirtildiği gibi akım sitometri analizleri yapıldı. Yapılan 

analizler sonucunda farklı konsantrasyonlarda uygulanmış olan AA, AA-NP, MTX,  

MTX-NP, MTX+AA, (MTX+AA)-NP formlarının akım sitometri analizlerinin 

sonuçları aşağıdaki şekillerde gösterilmiştir.  
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4.3.1.  MCF-7 Hücrelerinin  AA ve AA-NP varlığında Akım Sitometri ile Apoptoz 
Analizleri 

MCF-7 hücreleri AA ve AA-NP formlarında  3, 15, 30, 75, 150 µM  olacak 

şekilde artan konsantrasyonlarda  sırası ile 24 ve 48  saat süre ile  inkübe edildi.  NP 

haline getirilen maddelerin kontrollü salınımdan dolayı 24 saat süre sonunda sitotoksik 

etki göstermediği MTT analizleri ile gösterildi. Bu nedenle NP ile yapılacak olan 

bundan sonraki tüm  apoptotik analizlerde 48 saat uygun inkübasyon süresi olarak 

seçildi.  24  saat artan konsantrasyonlarda AA ile inkübe edilen hücrelerin apoptotik 

analizleri noktasal grafiklerde gösterildi. (Şekil 4-18). Artan konsantrasyonlarda AA’nın 

geç apoptozu indüklediği, AA’nın en düşük konsantrasyon 3 µM’da % 5 düzeyinde geç 

apoptoz gösterirken 150 µM AA uygulanmış hücrelerde artarak % 70’e ulaştığı görüldü.      

(Şekil 4-20.A). 48 saat süre ile AA-NP ile yapılan deneylerde IC50  değeri olarak 

belirlediğimiz 30 µM AA ile en yüksek konsantrasyon olan 150 µM noktasal 

grafiklerini karşılaştırdığımızda erken apoptoz yönündeki kayma net bir şekilde izlendi. 

(Şekil 4-19). AA-NP’nin en düşük konsantrasyon olan 3 µM’da % 3 düzeyinde erken 

apoptoz gösterirken  150 µM AA-NP uygulanmış hücrelerde  kapsüle edilmeyen 

formun aksine erken apoptozu  % 75 oranında arttığı görüldü. (Şekil 4-20.B). Artan 

AA-NP’nin MCF-7 hücrelerinde göstermiş olduğu etki noktasal grafiklerin detaylı hali 

ile Tablo 4-1 üzerinde de gösterilmiştir. 
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Şekil 4-18:MCF-7 hücrelerinde AA’nın  24 saat noktasal grafikleri. (A) Kontrol, (B) 3 μM 
AA, (C) 15 μM AA, (D) 30 μM AA, (E) 75 μM AA, (F) 150 μM AA. 
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Şekil 4-19:MCF-7 hücrelerinde  AA-NP’nin 48 saat  noktasal  grafikleri . (A) Boş kapsül, 
(B) Kontrol,(C) 30 μM AA, (D)  150 μM AA. 

 

 

 
 
AA µM 

 
Boyanmamış 

Hücreler 

 
 

Anneksin 
V 

 
 

PI 

 
 

Anneksin 
V + PI 

KONTROL %93.97 %3.00 %1.94 %1.10 

BOŞ NP %90.03 %5.05 %2.01 %2.92 

3 %69.77 %4.29 %5.54 %20.40 

15 %36.93 %36.93 %15.47 %10.68 

30 %29.16 %67.79 %1.40 %1.65 

75 %24.98 %30.80 %36.71 %7.59 

150 %19.96 %78.03 %1.74 %1.27 

Tablo 4-1:MCF-7 hücrelerinde AA-NP’nin 48 saat noktasal grafiklerinin detaylı 
gösterimi. 
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Şekil 4-20:MCF-7 Hücrelerinde 24 Saat AA ve 48 saat AA-NP  apoptoz oranları. (A) MCF- 
24 Saat AA, (B)  48 Saat AA-NP. 
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4.3.2. HUVEC  Hücrelerinin  AA ve AA-NP varlığında Akım Sitometri ile Apoptoz 
Analizleri 
          HUVEC hücreleri 48  saat süre ile  artan konsantrasyonlarda  3, 15, 30, 75, 150 

µM AA ile inkübe edildi. Hücrelerin apoptotik analizleri noktasal grafiklerde gösterildi 

(Şekil 4-21). En düşük konsantrasyon olan 3 µM AA varlığında %2 dolayında  olan 

erken apoptozun 150 µM AA varlığında % 68 olduğu görüldü.  AA ile inkübe edilen 

hücrelerde konsantrasyon artışına bağlı olarak genel erken apoptozun arttığı 

belirlendi.(Şekil 4-23.A). 3, 15, 30, 75, 150 µM AA-NP uygulandığında hücrelerin 

apoptotik analizleri noktasal grafiklerde gösterildi (Şekil 4-22). 3 µM AA-NP varlığında  

%3 dolayında olan geç apoptozun 150 µM AA-NP  varlığında % 85 olduğu belirlendi. 

Genel olarak baktığımızda 48 saat AA-NP formunun  konsantrasyon artşına bağlı olarak 

geç apoptozu indüklediği görüldü (Şekil 4-23.B). 
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Şekil 4-21:HUVEC hücrelerinde AA’ nın 48 saat  noktasal grafiği. (A) Kontrol , (B) 3 μM  
AA, (C) 15 μM  AA, (D)30 μM  AA, (E) 75 μM  AA, (F) 150 μM  AA. 
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Şekil 4-22:HUVEC hücrelerinde AA-NP 48 saat noktasal grafiği. (A) Boş NP ,(B) 3 μM  
AA-NP, (C) 15 μM  AA-NP, (D)30 μM  AA-NP, (E) 75 μM  AA-NP, (F) 150 μM  
AA-NP. 

 

 

Şekil 4-23:HUVEC hücrelerinde 48 saat  AA ve AA-NP maddesinin apoptoz oranları. (A) 
HUVEC 48 Saat inkübasyon erken ve geç apoptoz oranları, (B) HUVEC 48 Saat nano 
partikül erken ve geç poptoz oranları. 
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4.3.3. MCF-7 Hücrelerinin MTX+AA ve (MTX+AA)–NP varlığında Akım 
Sitometri ile Apoptoz Analizleri 

MCF-7 hücreleri 24 saat süre ile  tek başına 30 μM MTX ve 30 µM MTX ile 

artan konsantrasyonlarda AA 3, 15, 30, 75, 150 µM ile birlikte inkübe edildi. Hücrelerin 

apoptotik analizleri noktasal grafiklerde gösterildi (Şekil 4-24). 30 μM MTX  geç 

apoptozu % 50 oranında indüklerken en yüksek  konsantrasyon olan 150 µM AA ile 

birlikte  uygulandığında   sinerjistik etkinliğin artarak geç apoptoz oranının  % 75’e 

ulaştığı  gösterildi (Şekil 4-26.A).  48 saat süre boyunca 30 μM MTX-NP, (30 μM 

MTX+15 μM AA)-NP, (30 μM MTX+30 μM  AA)-NP ile  inkübe edilen    hücrelerin   

apoptotik analizleri noktasal grafiklerde gösterildi (Şekil 4-25). 30 μM MTX-NP’nin 

artan konsantrasyonlarda AA ile birlikte  en yüksek konsantrasyon olan (30 μM 

MTX+150  μM  AA)-NP formuna getirilmesi ile erken apoptozun % 65 oranında 

indüklendiği görülmüştür. Ayrıca MCF-7 hücrelerinde MTX+AA’nın 24 saat noktasal 

grafiğinin detaylı gösterimi (Tablo 4-2) üzerinde gösterilmiştir. 48 saat süre ile MCF-7 

hücrelerinde  (MTX+AA)-NP apoptoz oranlarına bakıldığında 24 saate göre geç 

apoptozu azaltırken erken apoptozu arttırdığı görülmektedir (Tablo 4-3) . 
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Şekil 4-24:MCF-7 hücrelerinde MTX+AA’nın 24 saat   noktasal grafikleri. (A) Kontrol (B) 
30 μM MTX, (C) 30 μM MTX+75 AA, (D) 30 μM MTX+150 AA. 

 

 
 
 

 
Boyanmamış 
Hücreler 

 
 
Anneksin V 

 
 
PI 

 
 
Anneksin V + PI 

 
30 µM MTX 

 
%29.08 

 
%17.27 

 
%50.84 

 
%2.81 

 
 
30MTX+AA µM 

    

3 %45.30 %21.25 %26.99 %6.46 

15 %39.84 %12.71 %45.36 %2.09 

30 %30.90 %13.02 %52.85 %3.23 

75 %25.17 %6.57 %67.64 %0.62 

150 %20.13 %5.36 %73.66 %0.84 

Tablo 4-2:MCF-7 hücrelerinde MTX+AA’nın 24 saat noktasal grafiğinin detaylı 
gösterimi. 
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Şekil 4-25:MCF-7 hücrelerinde 30 μM MTX-NP ve (30 μM MTX+AA)-NP maddesinin 48 
saat noktasal grafiği. (A)Boş kapsül, (B) Kontrol, (C) 30 μM  MTX , (D) 30 μM  
MTX+ 15 μM  AA,  (E) 30 μM  MTX+ 30 μM  AA. 

 

 
 

 
Boyanmamış 
Hücreler 

 
 
Anneksin V 

 
 
PI 

 
 
Anneksin V + PI 

 
30 µM MTX 

 
%88.59 

 
%3.72 

 
%0.68 

 
%7.00 

 
 
30MTX+AA µM 

    

3 %96.03 %1.89 %0.31 %1.76 

15 %74.74 %23.42 %1.29 %0.55 

30 %45.52 %53.22 %0.61 %0.65 

75 %25.14 %67.55 %4.80 %2.51 

150 %15.26 %48.55 %34.21 %1.97 

Tablo 4-3:MCF-7 hücrelerinde 48 saat  (MTX+AA)-NP noktasal grafiğinin detaylı 
gösterimi. 
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Şekil 4-26:MCF-7 hücrelerinde 24 Saat MTX+AA ve 48 saat MTX +AA)-NP maddesinin 
apoptoz oranları. (A) 24 Saat apoptoz oranları   (B) 48 Saat NP apoptoz oranları. 
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4.3.4. HUVEC Hücrelerinin MTX+AA ve (MTX+AA)–NP varlığında Akım 
Sitometri ile Apoptoz Analizleri 

 

HUVEC hücreleri 48 saat süre ile  tek başına 30 μM MTX ve artan konsantrasyonlarda 

AA 3, 15, 30, 75, 150 µM ile birlikte inkübe edildi. Hücrelerin apoptotik analizleri 

noktasal grafiklerde gösterildi (Şekil 4-27). 30 μM MTX  geç apoptozu % 30 oranında 

indüklerken en yüksek  konsantrasyon olan 150 µM AA ile birlikte  uygulandığında   

sinerjistik etkinliğin artarak geç apoptoz oranının % 70’e ulaştığı gösterildi (Şekil 

4-29.A).   48 saat süre boyunca   (3 μM AA)-NP, (30 μM MTX)-NP,  (30 μM MTX+3 

μM AA)-NP   ile  inkübe edilen    hücrelerin   apoptotik analizleri noktasal grafiklerde 

gösterildi (Şekil 4-28). (30 μM MTX)-NP’nin tek uygulandığında % 58 dolayında  

erken apoptoz gösterirdiği, (30 μM MTX+150 μM AA)-NP  formunda erken apoptozun 

% 2’ye  düştüğü buna karşın geç apoptozun %80’e çıktığı görüldü  (Şekil 4-29.B). 

Maddelerin NP formlarının sinerjistik kullanımı  ile geç apoptozun  artan 

konsantrasyonlarla birlikte önemli ölçüde indüklediği görülmektedir. HUVEC 

hücrelerinde 48 saat  (MTX+AA)-NP noktasal grafiğinin detaylı  olarak sırasıyla 

boyanmamış hücre oranları, erken apoptotik, geç apoptotik  ve nekroz geçiren hücre 

oranları detaylı bir şekilde gösterildi (Tablo 4-4). 
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Şekil 4-27:HUVEC hücrelerinde  30 μM  MTX+AA varlığında Akım sitometri ile apoptoz 
analizleri. (A) Boş kapsül, (B) 30 μM MTX, (C) 30 μM MTX+3 μM AA, (D) 30 μM 
MTX+15 μM, (E) 30 μM MTX+30 μM, (F) 30 μM MTX+75 Μm AA, (G) 30 μM 
MTX+150 μM AA. 
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Şekil 4-28:HUVEC  hücrelerinde  AA-NP , MTX-NP ve (30 μM MTX+AA)-NP  48 saat 
noktasal  grafiği.   (A) Boş kapsül, (B) 3 μM  AA-NP, (C) 30 μM MTX-NP,  (D) (30 
μM MTX+3 μM AA)-NP. 

         

 
 

 
Boyanmamış 
Hücreler 

 
 
Anneksin V 

 
 
PI 

 
 
Anneksin V + PI 

 
30 µM MTX 

 
%16.88 

 
%58.81 

 
%24.38 

 
%0.14 

 
 
30MTX+AA µM 

    

3 %4.42 %14.47 %80.82 %0.28 

15 %5.74 %6.76 %83.28 %4.21 

30 %5.06 %6.37 %87.51 %1.06 

75 %0.94 %5.93 %93.01 %0.12 

150 %2.01 %0.41 %97.30 %0.27 

Tablo 4-4:HUVEC hücrelerinde 48 saat  (MTX+AA)-NP noktasal grafiğinin detaylı 
gösterimi. 
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Şekil 4-29:HUVEC hücrelerinde farklı değerlerde 48 saat 30 μM MTX+AA’nın apoptoz 
oranları. (A) 30 μM MTX+AA  (B) (30 μM MTX+AA  )-NP . 
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4.4. İSTATİSTIK ANALIZLER 

4.4.1. MTT Analizleri için İstatistik Analiz 
         

        One way anova testi için ön koşul homojen dağılımlılığı incelenmiş olup                 

( p: 0,00 <0,05 ) verinin homojen dağılmadığı tespit edilmiştir. Bu yüzden Tamhane test 

analiz verileri incelenerek Boş nano patrikul ile mitoksantron (p:0,00<0,05), AA ile 30 

μM MTX+ AA (p:0,00<0,05), boş NP ile AA (p:0,00<0,05), boş NP ile 30 μM  

MTX+AA (p:0,00<0,05), ve MTX ile 30 μM MTX+AA (p:0,00<0,05) arasında anlamlı 

bir farklılık tespit edilmiştir. 

 

4.4.2. Akım Sitometri için İstatistik Analiz 
 

          One Way Anova testi için erken apoptoz ön koşul homojen dağılımlılığı 

incelenmiş olup, verinin homojen dağılmadığı tespit edilmiştir. Bu doğrultuda Tamhane 

test analiz verileri incelenerek kontrol, MTX, AA, MTX-NP, AA-NP  (p:0,006<0,05) ve 

30 μM MTX+AA ve (30 μM MTX+AA)-NP artan konsantrasyonlarda AA ile kontrol   

(p:0,007<0,05) arasında anlamlı bir farklılık tespit edilmiştir. 

30 μM MTX+AA maddesinin erken apoptoz ortalaması (Mean: 26,90) diğer maddelere  

oranla daha fazladır. 

   One Way Anova testi için geç apoptoz ön koşul homojen dağılımlılığı incelenmiş 

olup, verinin homojen dağılmadığı tespit edilmiştir. Bu doğrultuda Tamhane test analiz 

verileri incelenerek AA ile kontrol (p:0,002<0,05), AA ile Boş Kapsül (p:0,018<0,05) 

ve 30 μM MTX+AA ile kontrol (p:0,001<0,05), MTX-NP, AA-NP, (MTX+AA)-NP ile 

Boş Kapsül (p:0,005<0,05) arasında anlamlı bir farklılık tespit edilmiştir. 
 

          30 μM MTX+AA maddesinin geç apoptoz ortalaması (Mean: 45,1) diğer 

maddelere oranla daha fazladır. SPSS programı one way anova testinde Tamhane testi 

kullanılarak akım sitometri deneylerinin istatistik analizi yapılmıştır ve p<0,05 

bulunmuştur. 
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5. TARTIŞMA 

 

Meme kanseri, günümüzde kadınlarda en çok tanı konulan kanser türü ve 

kadınlarda kansere bağlı ölümlerin ikinci önde gelen nedenidir. Sekiz kadından biri 

hayatı boyunca istilacı bir meme kanseri geliştirir. 2020'de meme kanserinin tüm 

aşamaları için 5 yıllık sağkalım oranı % 90 olarak belirlenmiştir (145). Meme kanseri ve 

diğer kanser türleri için AA ve türevlerinin yaygın olarak kullanıldığı bilinmektedir. 

Meme kanseri tedavisinde kullanılan geleneksel kemoterapötik ajanlarının çoğu 

sistematik toksisiteye neden olmaktadır. Kemoterapi uygulamadaki amaçlar; Hastalığı 

tedavi etmek, kanser hücrelerinin çoğalmasını önlemek, metastaza engel olmak, 

hastalığa bağlı cerrahi veya radyoterapi öncesi uygulanarak yapılacak lokal tedavileri 

kolaylaştırmaktır. Cerrahi veya radyoterapi sonrası uygulandığında hastalığın tekrar 

etme olasılığını azaltmaktır. Kemoterapi meme kanseri üzerinde kullanılan yaygın bir 

tedavi yöntemidir. AA ve türevleri antikanser ilacı olarak günümüzde 

kullanılmaktadırlar. Meme kanseri standart tedavisinde en yaygın amino antrakinon 

örneklerinden biri olan MTX ilacın anti tümör aktivitesinin yanında anti viral ve anti 

bakteriyel etkileri de mevcuttur. MTX başlıca meme, lösemi, akutmiyoloid lösemi, non-

hodgkin ve lenfoma kanserlerinin tedavilerinde yaygın olarak kullanılmaktadır ve çeşitli 

hastalıklar için onaylanmış bir kemoterapötik ajandır. MTX, bir tip II topoizomeraz 

inhibitörüdür; DNA bazları arasında araya girerek hem sağlıklı hücrelerde hem de 

kanser hücrelerinde DNA sentezini ve DNA onarımını bozar (146).  

 Bu tez çalışmasında, MCF-7 İle HUVEC üzerinde yeni sentezlenen AA türevi 

ve MTX’in enkapsüle edilmeyen ve İyonik jelleşme yöntemi ile nanopartikül haline 

getirilen formları kullanıldı.  Kapsülleme yönteminin faydaları, kapsül içerisine alınan 

maddelerin olumsuz ortamda korunması, kontrollü salınım için korunması ve hassas 

hedeflemeler yapabilmesidir (147). Çeşitli uygulamalar için kullanılan nanokapsülün 

tipik boyutu 10-1000 nm arasında değişir. Bununla birlikte, nanokapsülün 

hazırlanmasına ve kullanımına bağlı olarak boyut daha spesifik olacaktır (148).  

Yapmış olduğumuz tez çalışmasında nanokapsül boyutlarını yaklaşık olarak 10 

ile 1000 nm arasında hesaplandı.  Kapsül içerisine AA madddesi alınan kapsüllerin 

boyutlarının küçüldüğü SEM görüntüleri ile analiz edildi. 24 saat inkübasyon sonrası 
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kontrollü ilaç salınımından dolayı hücreler üzerinde daha az ölüm görülürken, 48 saat 

sonrasında kapsülsüz madde uygulamasına göre daha sitotoksik özellik gösterdiği 

gözlemlendi. Nano kapsül haline getirilen ilçların 24 saat ile az etki gösterip 48 saat 

sonunda ise daha fazla etki gösterdiği benzer çalışmalar mevcuttur (149). AA ve 

MTX’in her iki formu bağımsız ve ayrıca sinerjistik etkinliklerini gözlemlemek amacı 

ile birlikte kullanıldı.   Bu doğrultuda, sitotoksite testleri MTT yöntemi ile 

gerçekleştirildi.  Elde edilen veriler analiz   edilerek hücrelerin %50 canlılık gösterdiği 

inhibisyon konsantrasyonları (IC50) değerleri hesaplandı. MTX’in kapsülsüz 

uygulamasında IC50 değeri MCF hücrelerinde 24 saat sonunda 30 µM olarak belirlendi. 

Nano partikül formundaki maddelerle yapılan çalışmalarda 24 saat sonunda önemli bir 

sitotoksik etkiye rastlanmadığı için, nanokapsülleme ile yapılan tüm deneyler 48 saat 

inkübasyonu takiben gerçekleştirildi. MTX-NP’nin  48 saat sonundaki IC50 değeri 20 

µM olduğu görüldü. Bu sonuç MCF-7 hücreleri ile yapılan önceki çalışmalar ile 

benzerlik göstermektedir (130).  

Antikanser etkisinin yüksek olduğunu düşündüğümüz sentezlenen özgün AA 

molekülü ile yapılan MTT analizinde 24 saat süre ile MCF-7 hücrelerine direkt artan 

konsantrasyonlarda MTX uygulandığında IC50 değeri 30 µM olarak belirlendi.         

AA-NP’nin  48 saat süre ile artan konsantrasyonlarda inkübe edilen hücrelerde IC50 

değerinin 20 µM’a düştüğü görüldü. Kontrol olarak HUVEC hücreleri kullanıldı. 

MTX’in kapsülsüz uygulamasında IC50 değeri HUVEC hücrelerinde 24 saat sonunda 40 

µM olarak belirlendi. Nano partikül formundaki maddelerle yapılan çalışmalarda 24 

saat sonunda önemli bir sitotoksik etkiye rastlanmadığı için, nanokapsülleme ile yapılan 

tüm deneyler 48 saat inkübasyonu takiben gerçekleştirildi. MTX-NP’nin  48 saat 

sonundaki IC50 değerinin 30 µM olduğu görüldü. Sonuç olarak MTX ve MTX-NP’nin 

kanser hücreleri kadar olmasa da normal hücreler üzerinede toksik etki gösterdiği 

görüldü. 

 AA’nın HUVEC üzerine sitotoksik etkisi değerlendirildiğinde 24 saat sürede 

IC50 değeri 35 µM olarak belirlendi. 48 saat süre ile artan konsantrasyonlarda AA-NP 

ile inkübe edilen hücrelerde IC50 değeri 30 µM olarak belirlendi. Bu sonuçlar bize AA 

maddesinin HUVEC hücrelerine daha fazla toksik etkiye sahip olduğunu gösterdi.  

 AA’nın MTX etkinliği üzerine etkisini değerlendirmeye yönelik olarak MTT 

analizleri 24 saat MTX+AA ve 48 saat (MTX+AA)-NP formlarında MCF-7 ve HUVEC 

hücrelerinde birlikte değerlendirildi. MCF- hücrelerinde MTX’in artan 
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konsantrasyonlarda AA ile inkübasyonu sonucu hücre canlılığının %80 HUVEC 

hücrelerinde ise %90 oranında azaldığı görüldü. 24 saat süre ile 30 µM MTX   ile artan 

konsantrasyonlarda AA ile birlikte en kapsüle edidiğinde, kontrollü ilaç salınımndan 

dolayı önemli bir sitoksik etki izlenmedi. 48 saat (MTX+AA)-NP formunun MCF-7 

hücrelerinde kontrole göre %60 HUVEC’lerde ise % 70 oranında canlılığı azalttığı 

görüldü. Bu sonuçlar bize AA’nın sinerjistik etki göstererek MTX etkinliğini arttırdığını 

gösterdi. 

Apoptoz programlanmış hücre ölümüdür. Apoptozu hücreler üzerinde 

gözlemleyebilmek için akım sitometri analizi kullanılır. Bu çalışmada MCF-7 ve 

HUVEC hücrelerinde 24 saat AA ve 48 saat AA-NP apoptotik analizleri 

gerçekleştirildi.   MCF-7 hücrelerinde 24 saat AA varlığında artan konsantrasyona bağlı 

olarak geç apoptozun indüklenmesine karşın HUVEC hücrelerinde erken apoptozun 

indüklendiği görüldü. 48 saat AA-NP varlığında ise artan konsantrasyona bağlı olarak 

MCF-7 hücrelerinde erken apoptozun indüklendiği, HUVEC’ler de ise geç apoptozun 

indüklendiği görüldü.  AA’nın HUVEC hücreleri üzerinde daha fazla sitotoksik etkiye 

sahip olduğu bilinmekle birlikte yapılan analizde boş-NP’ninde hücreler üzerinde az da 

olsa toksik etkisi olduğu izlendi. Bu durum daha önceki yapılan çalışmalarda farklı 

nanokapsüllerinde toksik etkiye sahip olabileceği bilgisi ile örtüşmektedir (150). 

 AA ve MTX’in birlikte sinerjistik etkinliğinin apoptoz düzeyindeki   etkisini 

açıklayabilmek 30 µM MTX ile Gereç ve Yöntemlerde belirtilen artan 

konsantrasyonlarda AA ile 24 saat inkübasyonları sonucunda MCF-7 hücrelerinde bu 

(30 µM MTX+AA) kombinasyonunun geç apoptozu indüklemesine karşın 48 saat 

inkübe edilen (30 µM MTX+AA)-NP formunun ise erken apoptozu indüklediği 

görülmüştür. HUVEC hücrelerinde ise 24 saat inkübasyon sonucunda                          

(30 µM MTX+AA) kombinasyonu ile (30 µM MTX+AA)-NP’nin her ikisininde erken 

apoptozu indüklediği görülmüştür. Bu farklı apoptoz evrelerinin indüklenemsi NP etkisi 

ve hücrelerin başlangıçtaki sikluslarının farklı olması ile değerlendirilebilinir.  

Yeni sentezlenen özgün AA molekülünün kontrol olarak kullanılan HUVEC 

hücreleri üzerine de sitotoksik etkinliğinin yüksek olması ileriki çalışmalarda farklı 

kökenli normal hücrelerle de çalışmaların yapılmasını gerekli kılmıştır. Bu tez 

çalışmasında AA’nın MCF-7 ve HUVEC hücrelerinde apoptozu indüklediği, MTX ile 

birlikte kullanıldığında ilacın etkinliğini arttırdığı gösterilmiştir. AA’nın tek başına ilaç 

adayı molekül olarak kullanılması için farklı kanser türleri ile yapılacak olan ek 
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deneyler, ve   in vivo çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır. Bu tez çalışması ve ilerde 

yapmayı planladığımız deneyler yerli ilaç adayı molekül üretimine önemli bir katkı 

sağlayacağımızı öngörmekteyiz. 
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