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Epigenetik değişiklikler, kanser kök hücre (KKH) özelliklerinin düzenlenmesi ve ilaç 

direnci gelişiminde önemli role sahiptir. KKH’leri, kemoterapi ile indüklenen apoptozise 

dirençten sorumlu olup hücre yaşamı/kendini yenileme ve farklılaşma ile ilişkili Wnt 

sinyalizasyonu bu hücrelerde yeniden aktive olmaktadır. Bu nedenle çalışmamızda, 

Niklozamid (Wnt/β-katenin sinyal yolağı inhibitörü) ile Valproik asit (VPA, histon 

deasetilaz inhibitörü) kombinasyonunun meme kanseri KKH’leri üzerine olası 

sitotoksik/apoptotik etkileri araştırılmıştır. Parental MCF-7 hücrelerinden KKH 

populasyonunun başarılı bir şekilde zenginleştirildiği western blot yöntemi ile gösterildi. 

Niklozamid ve VPA kombinasyonunun MCF-7s hücrelerinin canlılığı üzerine etkisi ATP 

yöntemiyle belirlendi. Daha sonra kombinasyon çalışması için seçilen dozlarda gözlenen 

etki akım sitometri ile doğrulandı. Histon deasetilazların inhibisyonu ile asetilenmiş 

histon H3 düzeyleri western blot ve ELISA yöntemiyle değerlendirildi. Kombinasyon 

tedavisiyle değişen Wnt/β-katenin sinyal yolağı, KKH karakteri, epitelyal mezenkimal 

dönüşüm ve histon modifikasyonları ile ilişkili protein düzeyleri western blot ile 

gösterildi. Apoptozis,  Hoechst 33342/PI ikili boyama, M30 ELISA ve akım sitometri ile 

değerlendirildi. Otofaji ve apoptozis ile ilişkili gen ve protein ekspresyonları Real-time 

PCR ve western blot ile belirlendi.  Sonuç olarak; meme kanseri kök hücrelerinde 

Niklozamid ve VPA kombinasyonunun, tek başlarına etkilerine kıyasla, artmış Histon H3 

asetilasyonu ve daha güçlü Wnt/β-katenin yolak inhibisyonu ile hücre canlılığını belirgin 

bir şekilde azalttığı ve bu hücrelerde güçlü bir şekilde apoptozisin uyarıldığı bulundu. Bu 

kombinasyon tedavisinin, KKH’leri hedeflemedeki başarısının yeni ve umut verici bir 

tedavi seçeneği olarak kullanılabileceği öngörüsüyle ileri in vivo deneylerin yapılması 

gerektiği sonucuna varılmıştır.  

Anahtar Kelimeler: Kanser Kök Hücre, Wnt/β-katenin Sinyal Yolağı, Histon 

Modifikasyonları, Apoptozis 

2017, xii + 88 sayfa. 
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Epigenetic changes play a critical role in the regulation of cancer stem cell (CSC) 

properties and the development of drug resistance. CSCs are responsible for apoptosis 

resistance induced by chemotherapy and the Wnt signaling which is associated with cell 

survival/self-renewal and differentiation, is re-activated in these cells. For this reason, a 

possible cytotoxic/apoptotic effect of the combination of niclozamide (Wnt/β-katenin 

pathway inhibitor) and Valproic acid (VPA, histone deacetylase inhibitor) on breast CSCs 

was investigated. Successful enrichment of the CSC population from parental MCF-7 

cells has been shown by western blotting. The effects of niclozamide and VPA 

combination on the viability of MCF-7s cells were demonstrated by the ATP assay. The 

effect that is observed at selected doses for the combination was then confirmed by flow 

cytometry. The levels of acetylated histone H3 and the inhibition of histone deacetylases 

were assessed by ELISA and western blotting. Protein levels associated with the Wnt/β-

catenin signaling pathway, stemness, epithelial mesenchymal transformation and histone 

modifications, which were changed by combination therapy, were shown by western 

blotting. Apoptosis was assessed by Hoechst 33342/PI double staining, M30 ELISA and 

flow cytometry. Gene and protein expressions related to autophagy and apoptosis were 

determined by real-time PCR and western blotting. As a result, in breast CSCs, the 

combination of Niclozamide and VPA showed a marked decrease in cell viability by 

inducing apoptosis with increased histone H3 acetylation and stronger Wnt inhibition 

compared with the single use of each agent. It has been concluded that the future success 

of this combination therapy in targeting CSCs should be used as a new and promising 

treatment option and assumed to warrant further in vivo investigation. 

Keywords: Cancer Stem Cell, Wnt/β-catenin Pathway, Histone Modifications, Apoptosis 

2017, xii + 88 pages. 
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SİMGELER ve KISALTMALAR DİZİNİ 

 

Simgeler                        Açıklama  

α                                     Alfa 

β                                     Beta 

 γ                                     Gama  

µ                                     Mikro 

 

Kısaltmalar                   Açıklama 

7-AAD                           7-Aminoaktinomisin D  

AIF                                 Apoptozis indükleyici faktör  

AML                               Akut myeloid lösemi 

APC                                Adenomatous Polyposis Coli 

ATF6                              Aktive edici transkripsiyon faktörü 

Atg                                 Otofaji bağlantılı protein 

ATP                                Adenozin trifosfat (Adenosine triphosphate) 

BCA                               Biçinkoninik asit 

Bcl-2                               B-cell lymphoma 2 

Bcl-xL                             B-cell lymphoma extra long 

BECN1                           Beklin 1 

BH                                  Bcl-2 homoloji bölgeleri 

BMP                               Kemik morfogenetik proteini 

BSA                                Sığır serum albümin 

CAD                               Kaspaz aktive edici DNaz  

CCND1                          Siklin D1 

CD                                  Başkalaşım kümesi 

CHOP                             C/EBP homolog protein 

CK1                                Kazein kinaz 1 

CK18                              Sitokeratin 18 

DAC                               5-Aza-2’-deoksisitidin, Desitabin 

DAPK                            Ölüm ilişkili protein kinaz 

DD                                 Ölüm alanı (Death domain) 

DISC                              Ölüm indükleyici sinyal kompleksi  

DKK1                            Dickkopf-related protein 1 

DMSO                           Dimetilsulfoksit 

DNA                              Deoksi ribonükleik asit (Deoxyribonucleic acid)  

DNMT                           DNA metil transferaz 

DR                                  Ölüm reseptörü 

Dvl                                 Dishevelled 

EDTA                            Etilen Diamin Tetraasetik Asit  
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EGFR                             Epidermal büyüme faktör reseptörü 

EKH                               Embriyonik kök hücre 

EMD                              Epitelyal mezenkimal dönüşüm  

EpCAM                          Epitel hücre adezyon molekülü 

ER                                  Endoplazmik retikulum 

ERK                               Ekstraselüler sinyal ile düzenlenen kinaz 

EZH2                             Enhancer of zeste homolog 2 

FACS                             Floresans aktif hücre ayırma 

FADD                            Fas ilişkili ölüm alanı  

FBS                                Fetal sığır serumu   

Fz/Fzd                            Frizzled 

GAPDH                         Gliseraldehid-3-fosfat dehidrojenaz 

Gli                                  Glioma ilişkili onkogen 

Gsk3β                             Glikojen sentaz kinaz 3 beta 

H3K9ac                          Histon 3 lizin 9 asetilasyonu 

H3K27ac                        Histon 3 lizin 27 asetilasyonu 

H3K27me3                     Histon 3 lizin 27 trimetilasyonu 

H3K4me3                       Histon 3 lizin 4 trimetilasyonu 

HDAC                            Histon deasetilaz 

Hh                                   Hedgehog 

ICAD                              Kaspazla aktive edilmiş   

IGF                                 İnsülin benzeri büyüme faktörü  

IGF                                 İnsülin benzeri büyüme faktörü 

IRE1                               İnozitol gerektiren kinaz 1  

JNK                                c-Jun N-terminal kinaz 

KKH                              Kanser kök hücre  

KLF                                Kruppel-benzeri faktör 

LC3                                Mikrotübül-ilişkili protein 1 hafif zincir 3  

LRP5/6                           Düşük-dansiteli lipoprotein reseptör-ilişkili protein 5/6 

NF-κB                            Nuclear Factor kappa B 

NICD                             Notch intraselüler domain; 

Nik                                 Niklozamid 

Nkd                                Naked 

NKH                              Normal kök hücre 

Oct4                               Oktamer bağlayıcı transkripsiyon faktörü 4 

p62                                 Nükleoporin 62 

PARP                             Poli(ADP-riboz)polimeraz (Poly ADP-ribose polymerase)  

PcG                                Polikomb grup protein 

PERK                             Protein kinaz RNA (PKR) benzeri ER kinaz 

PI3K/AKT                     Fosfoinositid 3 kinaz/Protein kinaz B 

PRC                               Polikomb baskılayıcı kompleks 
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1. GİRİŞ  
 

Kanser tedavisi, son yıllarda yeni ilaçların da kullanıma girmesine rağmen, tatmin edici 

başarı seviyesine ulaşmamıştır. Üstelik mortalitede kısmi azalmaya ve genel yaşam 

süresinde kısmi uzamaya rağmen kanser vakalarının görülme sıklığı hızla artmaktadır 

(Siegel ve ark. 2015). Bu nedenle, yeni anti-kanser ajan ve/veya yaklaşım arayışları daha 

da önem kazanmaktadır. Tedavi başarısızlığındaki en önemli neden olarak son yıllarda 

kanser kök hücresi (KKH, tümör başlatan hücre) teorisi ortaya atılmıştır. Çünkü 

KKH’lerinin tedaviye direnç göstererek hastalığın yeniden tekrarlamasında (nüks 

etmesinde) rol aldıkları gösterilmiştir (Ojha ve ark. 2015). Bu nedenle, kök hücreyi 

öldüremeyen bir kemoterapi protokolünün başarısız olacağını düşünmek gerçekçi 

olmalıdır. Çünkü, tümör kitlesinin çok büyük çoğunluğunu (~%99) oluşturan kanser 

hücreleri kemoterapi uygulamasıyla başlangıçta öldürülse bile, çok az oranda (~%0,1–2) 

bulunabilen KKH’lerinin varlığı, hastalığın bir süre sonra nüks etmesine neden 

olabilmektedir. Bu nedenle, çoğunluğu oluşturan kanser hücrelerinin yanısıra KKH’lerini 

de hedefleyen tedavi modaliteleri önem kazanmaktadır. 

 

Kök hücrelerde, hayatta kalma ve proliferasyondan sorumlu Wnt/β katenin sinyal 

yolağının yeniden aktive olduğu bilinmektedir. Meme kanseri hücre hatları ile yapılan 

çalışmalar kök hücre populasyonlarının radyasyon tedavisine daha dirençli olduklarını ve 

bu dirence Wnt/β katenin sinyal yolağının aracılık ettiğini göstermektedir (Chen ve ark. 

2001). MCF-7 insan meme kanseri hücrelerinde Wnt/β katenin sinyal yolağının 

baskılanmasıyla tümör büyümesinin durdurulduğu in vitro ve in vivo olarak gösterilmiştir 

(Xue ve ark. 2014). Translasyon sonrası histon modifikasyonlarında değişiklikler ile 

belirli histon asetilasyon ve metilasyon işaretlerinin kaybının kanser süreci ile ilişkili 

olduğu bilinmektedir. Histon asetilasyon programının değişimi farklılaşma süreci ile 

ilişkilidir ve bundan dolayı farklılaşmayı arttırmak için histon deasetilazları (HDAC) 

hedefleyen ilaçlar kullanılmaktadır (Marks ve Xu 2009).  

 

Elde edilen bilgiler doğrultusunda bu tez çalışmasında,  KKH’lerini hedefleyen ve bu 

hücreleri KKH özelliği taşımayan hücrelere dönüştüren bir tedavi yaklaşımı esas alınarak, 

Wnt/β katenin yolak inhibitörü Niklozamid ve HDAC inhibitörü Valproik asit 

kombinasyonunun meme kanseri kök hücreleri üzerine olası sitotoksik ve apoptotik 

etkileri araştırılmıştır. 
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 
 

2.1. Kanser Kök Hücre Biyolojisi 
 

2.1.1. Tarihçe 
 

İlk olarak 1930’lu yıllarda, Lösemi oluşturulmuş fare modelinde tek bir hücrenin orjinal 

parental tümörü oluşturabildiği ancak her bir tek hücrenin de tümör oluşturma konusunda 

başarılı olamadığı dolayısıyla tümör populasyonu içerisinde az miktarda bulunan bir 

altpopulasyonun varlığı tanımlanmıştır (Furth ve ark. 1937). 1970’li yıllarda, solid 

tümörlerden elde edilen hücrelerin, hematopoietik kanserdekilere benzer şekilde, farklı 

proliferasyon yeteneklerine sahip olduklarını ve bu hücrelerden bazılarının soft agarda 

koloni oluşturabildikleri gösterilmiştir (Hamburger ve Salmon 1977). 1994 yılında, AML 

hücrelerinde, yalnızca CD34+/CD38- yüzey antijenlerine sahip belirli bir hücre grubunun 

koloni oluşturabildiği gösterilmiştir (Lapidot ve ark. 1994). 1997 yılında ise  “KKH 

teorisi” ya da “Hiyerarşi modeli”ne dair en kesin ve dikkat çekici gelişme CD34+/CD38− 

yüzey antijenlerine sahip bir hücre alt grubunun, in vivo koşullarda, tümör 

oluşturabildiğinin gösterilmesi olmuştur. Ayrıca bu hücrelerin normal kök hücreler ile 

benzer karakter (kendini yenileme, farklılaşma ve proliferasyon) sergiledikleri rapor 

edilmiştir (Bonnet ve Dick 1997). 

  

Al-Hajj ve ark. (2003) ilk kez solid bir kanserde (meme kanseri) KKH varlığını 

(CD44+/CD24−/Lin−/düşük) göstermişlerdir. Bu yüzey antijenleri ile karakterize özel bir 

hücre alt grubunun 100 tanesinin dahi farelerde tümör oluşturabildiği gösterilmiştir (Al-

Hajj ve ark. 2003). Son on yılda ise, diğer solid tümörler için de KKH’lerinin varlığı 

tanımlanmıştır (Islam ve ark. 2015). Tümör oluşturma kabiliyetine sahip bu hücre 

grubunun tümör içerisindeki sayılarının çok az olduğu ve tedavide kullanılan ilaçlar 

tarafından elimine edilemediklerinde hastalığın tekrarı ve tedavi direncinden sorumlu 

oldukları öngörülebilir. 

 

2.1.2. Kanser kök hücre hipotezi 
 

Tümör dokusu; morfoloji, gen ekspresyonu, proliferatif kapasite ve invaziflik açısından 

birbirinden farklılık gösteren hücre populasyonlarını ihtiva eden heterojen bir yapıdır ve 

bu heterojenitenin nasıl ortaya çıktığını açıklayan iki teori mevcuttur (Pardal ve ark. 2003, 

Dick 2009). Bunlardan ilki, klonal evrim teorisi (sitokastik model); tümör içerisindeki her 
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bir hücrenin genetik ve/veya epigenetik değişikliklere bağlı olarak, tümörijenik olma 

(tümör başlatma ve devamlılığını sağlama) ve homojen fenotipe sahip bir tümör 

oluşturma potansiyeli taşıdığını öne sürmektedir. Buna karşın; KKH hipotezi yani 

hiyerarşik model, yalnızca kendini yenileyebilen ve tümör içerisindeki tüm kanser hücre 

tiplerine farklılaşma kabiliyeti olan özel bir hücre alt grubunun (kök hücre benzeri 

karakter gösteren) tümör oluşumu ve devamlılığından sorumlu olduğunu ifade eder. Bu 

teoriye göre, tümör içerisindeki hücrelerin düzenlenmesinde daha katı bir hiyerarşi vardır 

ve kanser başlatıcı hücreler ya da KKH’leri, bu hiyerarşinin en tepesinde yer alır. Bu 

hücreler simetrik bölünerek ya kendilerinin kopyası olan iki yavru hücre (kendini 

yenileme) ya da iki adet birbirine eş tümör oluşturma kapasitesi olmayan progenitör 

(öncül) hücre (farklılaşma) meydana getirir. Asimetrik bölündüklerinde ise, bir tane 

kendisinin kopyası (KKH) ve bir tane de progenitör hücre olmak üzere birbirine eş 

olmayan yavru hücreler meydana gelir. Dolayısıyla bu model, yavaş bölünen, tümörün 

devamlılığını sağlayan ve az miktarda bulunan KKH’leri ile daha hızlı bölünen, tümör 

oluşturma yeteneğine sahip olmayan ve tümörün büyük kısmını oluşturan kanser 

hücreleri olmak üzere birbirinden tamamen farklı iki alt populasyonun varlığını öne sürer. 

İki teori arasındaki en büyük fark, tümör oluşturma yeteneği üzerinedir. KKH teorisine 

göre, tümör içerisinde yalnızca özel bir hücre alt grubu tümör oluşturabilme kapasitesine 

sahipken klonal evrim teorisi, tümör içerisindeki her bir kanser hücresinin, bir tümör 

kitlesi oluşturma kabiliyetine sahip olduğunu ifade eder (Şekil 2.1).  

 

 

 

Şekil 2.1. Tümör heterojenitesine dair hipotezler (Buse Cevatemre tarafından 

hazırlanmıştır) 
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2.1.3. Kanser kök hücre kökenine dair hipotezler 
 

KKH’lerin kökeni günümüzde net olmamakla birlikte, KKH özelliklerinin edinilmesine 

dair 3 temel hipotez bulunmaktadır. Bunlardan ilki normal kök hücrelerin (NKH) 

birtakım mutasyonlar edinerek proliferasyon kontrolünü kaybetmesi ile KKH’lere malign 

transformasyonudur (Smalley ve Ashworth 2003). KKH’lerinin NKH’ler ile benzer 

şekilde kendini yenileme ve farklılaşma yeteneği, hücre yüzey antijen ekspresyonu, kök 

hücre karakteriyle ilişkili gen ve protein ekspresyonları,  gelişimsel sinyal yolaklarının 

aktivasyonu gibi özellikler göstermesi bu hipotezi güçlendirmektedir. İkinci hipoteze 

göre bir diğer potansiyel KKH kaynağı progenitör ve terminal farklılaşmış normal 

hücrelerin malign transformasyonudur. Progenitör hücreler kısıtlı kapasitede kendilerini 

yenileme özellikleri bulunmakla birlikte kök hücrelere kıyasla daha fazla sayıda 

bulunurlar. Terminal farklılaşmış olgun hücreler de de-diferansiye olacakları mutasyonlar 

edinerek kendini-yenileme potansiyeli edinebilirler (Bjerkvig ve ark. 2005). Üçüncü 

hipoteze göre ise, KKH’leri, farklılaşmış tümör hücrelerinin de-diferansiyasyonu ile 

epitelyal mezenkimal dönüşüm (EMD) yolağının aktifleşmesi neticesinde oluşmaktadır 

(Scheel ve Weinberg 2012) (Şekil 2.2). 

 

 
 

Şekil 2.2. KKH kökenine dair hipotezler (Buse Cevatemre tarafından hazırlanmıştır) 
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2.1.4. Kanser kök hücre özellikleri 
 

2.1.4.1. Hücre yüzey antijenleri ve yüzey bağımsız büyüme 
 

Tümörün büyük bir kısmını oluşturan farklılaşmış kanser hücrelerinden farklı olarak 

KKH’leri, NKH’leri ile benzer şekilde, birtakım hücre yüzey belirteçlerini eksprese 

ederler. Bu belirteçler aynı zamanda dokuya özgüdür. Örneğin, meme KKH’leri, CD44 

glikoproteini fazla eksprese ederken CD24 proteinini düşük düzeyde eksprese eder veya 

etmez (CD44+/CD24-).  Solid tümörlerde; CD44, CD24, CD133, EpCAM, CD90, 

α2β1integrin gibi KKH yüzey belirteçleri bulunmaktadır (Karakas ve ark. 2014). Bu 

spesifik belirteçlerin yardımı ile, KKH populasyonları, primer tümörlerden veya hücre 

hatlarından FACS ve/veya manyetik separasyon teknolojileri ile izole edilebilir, akım 

sitometri ile de karakterizasyonları yapılabilir. Bir diğer KKH karakteristiği ise, 

hücrelerin kendini yenileme kapasitesilerinin bir sonucu olarak yüzey bağımsız koşullar 

altında kürecik (sfer) şeklinde büyümeleridir (Velasco ve ark. 2012).  

 

2.1.4.2. Pasiflik (Quiescence) ve dormansi 
 

KKH’leri, çoğunlukla hücre siklusunun pasif fazında kalan, dormant veya düşük mitotik 

indekse sahip hücrelerdir. Kemoterapi ve radyoterapinin prolifere olan hücreleri 

hedeflediği dikkate alındığında, KKH’lerinin bu özellikleri, onları hızlı bölünen hücreleri 

hedefleyen tedavilere karşı daha az duyarlı yapmaktadır. Dolayısıyla, bölünen hücrelerin 

aksine, göreceli olarak pasif olan KKH’leri, çoğu kemoterapötik ilacın etkisinden 

korunmuş olurlar (Clevers 2011).  

 

2.1.4.3. Apoptotik mekanizmanın düzenlenmesi ve pro-yaşam sinyal iletiminin 

aktivasyonu 

 

Apoptozis; anti-apoptotik ve pro-apoptotik moleküllerin dengesini sıkıca kontrol eden 

fizyolojik bir programdır. DNA hasarı, onarılmadığı takdirde programlı hücre ölümü veya 

apoptozisle sonuçlanır ancak kanser hücrelerinde bu denge, DNA onarımı olamadığında 

dahi sıklıkla apoptozisin engellenmesi yönündedir. Kanser hücrelerinin apoptozis direnci 

klasik şekilde, anti-apoptotik proteinlerin (Bcl-2 aile proteinleri, apoptozis inhibitörleri, 

kaspaz-8 inhibitörü FLIP) aşırı ekspresyonu veya Bim gibi pro-apoptotik proteinlerin 

ekspresyonlarının azalması ile ilişkilendirilir (Letai 2008). Örneğin, primer kültürden 
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izole edilen glioblastoma KKH’leri (CD133+), KKH-olmayan populasyona (CD133-) 

kıyasla, Bcl-2, Bcl-xL, XIAP ve FLIP gibi anti-apoptotik proteinleri yüksek düzeyde 

eksprese ederler (Liu ve ark. 2006a). Dolayısıyla bu proteinler inhibe edilerek, KKH’leri 

kemoterapötiklere veya apoptozise duyarlı hale getirilmektedir.  

 

KKH’leri, NKH’lere benzer şekilde, proliferasyon, yaşam, kendini-yenileme ve 

farklılaşma arasındaki denge için spesifik sinyal iletimlerine bağımlıdır. Terapilere yanıt 

olarak KKH’leri de anti-apoptotik sinyal iletimini fazla veya pro-apoptotik sinyal 

iletimini az miktarda aktifleştirir. KKH’leri için tanımlanmış başlıca sinyal yolakları 

Notch, Hedgehog ve Wnt olmak üzere, EGFR, BMP, IGF, ERK, PI3K/AKT ve NF-

κB’dir (Zhao 2016). Bu yolakların inhibisyonu ile KKH’lerin sayısı ve tümörijenitede 

azalma olmakla birlikte sinyal iletim yolakları arasındaki ilişkiler birden fazlasının 

inhibisyonunu da gerektirmektedir. 

 

2.1.4.4. Kanser kök hücre plastisitesi ve epitelyal mezenkimal dönüşüm  
 

EMD, embriyonik gelişim sürecinde epitelyal hücrelerin göç edebilmelerinden sorumlu 

fizyolojik bir olaydır. Bu süreçte, epitelyal hücreler morfolojik değişiklikler geçirir ve 

fibroblast-benzeri mezenkimal fenotipe dönüşürler. Tipik olarak, polarize epitelyal 

hücreler, hücre-hücre bağlantılarının zayıfladığı daha hareketli ve daha invazif karakterli 

hücrelere dönüşürler. Moleküler düzeyde, epitelyal belirteçlerin (E-kaderin ve β-katenin 

gibi) ekspresyonu, yerlerini mezenkimal belirteçlere (vimentin ve fibronektin gibi) 

bırakır. Bu genlerin ekspresyonu ise, Twist, Zeb1, Snail ve Slug gibi çeşitli transkripsiyon 

faktörleri tarafından gerçekleştirilir (Scheel ve Weinberg 2012). Bu transkripsiyon 

faktörleri, EMD yanında, KKH uyarılmasını ve terapi direncini de kontrol edebilirler.  

 

Terminal farklılaşmış hücrelerin, hücresel farklılaşma yolağını tamamlayarak 

proliferasyon yeteneklerini bu aşamada kaybetmiş oldukları düşünülmekteydi. Fakat bu 

hücrelerde Yamanaka faktörlerinin (yeniden programlama transkripsiyon faktörleri: 

Oct4, Sox2, cMyc, ve Klf4) yeniden eksprese ettirilmesiye pluripotent kök hücreler 

(iPKH) oluşturularak de-diferansiyasyon gerçekleştirilmiştir (Takahashi ve Yamanaka 

2006). Plastisite, doku kaynaklı kök hücrelerin, içerisinde yer aldığı dokunun diferansiye 

hücre fenotiplerini verme potansiyeline karşılık gelirken, KKH bağlamında, fenotipik 

olarak farklılaşmış bir hücrenin, de-diferansiye olarak kök hücre karakteristiklerini elde 
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etmesini ifade etmektedir (Singh ve Settleman 2010). EMD-ilişkili kök hücre veya 

benzeri hücrelerin oluşumu, herhangi bir maruziyet neticesinde yetişkin epitelyal kök 

hücre havuzunun azalmasına karşın kritik önem taşımaktadır. Ne yazık ki benzer 

mekanizma ile tümörijenik KKH’leri meydana gelebilir ve bu hücreler Twist, Snail veya 

KLF8 gibi transkripsiyon faktörlerini fazla miktarda eksprese ederler. Yani, EMD geçiren 

hücreler, KKH-benzeri özellikler kazanırlar veya bir diğer deyişle KKH’leri mezenkimal 

karaktere sahiplerdir (Mani ve ark. 2008). Dolayısıyla, hücresel plastisite, tümör 

içerisindeki hücrelerin durağan ve sabit olmadıklarını gösterir ki bu durumda hem KKH 

hem de KKH-olmayan populasyonların birlikte hedeflenmesi, kanser tedavisinde etkili 

bir strateji oluşturabilir. 

 

2.1.4.5. Otofaji 
 

KKH’leri, hipoksi, besin azlığı veya toksik ilaçlar gibi birtakım elverişsiz/olumsuz 

koşullara maruz kaldıklarında, canlılıklarını ve metabolik homeostazlarını devam 

ettirebilmek adına çeşitli katabolik süreçleri aktifleştirilebilirler. Homeostaz devamlılığı 

için temel mekanizma ise otofaji’dir. Bu süreçte, hücre için gereksiz ve işlevsel olmayan 

molekül/organeller; lizozomal enzimler aracılığıyla parçalanarak, hücreye enerji ve 

aminoasitler sağlanır. Otofaji, kanserde çift yönlü rol oynar; bir tümör baskılayıcı olarak 

hasarlı proteinler ve organellerin birikimini önler (tümör progresyonunu baskılayarak) 

veya hipoksi ve besin yokluğu gibi ağır stres koşulunda tümör lehine rol alır. Stres veya 

artan metabolik ihtiyaçlar, tümör hücrelerinin otofajiyi aktifleştirmesine neden olur. 

KKH’lerinde antikanser terapilerin, otofajiyi uyardığı ve sonuç olarak terapi direncini 

sağladığı gösterilmiştir. Dolayısıyla otofaji inhibisyonu, tümörleri kemoterapiye karşı 

duyarlı hale getirir (Ojha ve ark. 2015). 

 

2.1.5. Kanser kök hücre biyolojisinde gelişimsel sinyal yolakları 
 

2.1.5.1. Notch sinyal yolağı 
 

Notch yolağına ait Notch proteinleri hücre proliferasyonu, farklılaşması ve apoptozis gibi 

hücrenin kaderini belirlemede temel rolleri olan transmembran reseptörler ailesine ait 

proteinlerdir. Notch sinyal yolağı aktivasyonu, reseptör-ligand etkileşimleri sonucunda 

tümor nekrozis faktör α- dönüştürücü enzim ve ɣ-sekretaz kompleksi tarafından 
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gerçekleştirilen proteolitik bir kırılma ile gerçekleşir. Bu kırılma sonucu Notch 

reseptörünün intraselüler domaini (NICD) serbest kalır ve nükleusa girer.  

Nükleusa giren NICD, DNA bağlanma proteini CSL’ye (CBF-1) bağlanarak büyük bir 

transkripsiyonel aktivatör kompleks oluşturur. Oluşan bu kompleks hücre proliferasyonu, 

farklılaşması ve yaşamını kapsayan çeşitli hedef genlerin ekspresyonunu sağlar (Wang 

ve ark. 2009). 

 

2.1.5.2. Hedgehog (Hh) sinyal yolağı 
 

Hh sinyal yolağı KKH devamlılığı, doku polaritesi, hücre proliferasyonu ve 

farklılaşmasının düzenlenmesinde rol oynar (Jena ve ark. 2012). Bu yolak son derece 

koordineli ve planlı bir ağdır. Normalde yolak inaktif haldeyken, transmembran bir hücre 

yüzey reseptörü olan Patched1 (Ptch1) bir diğer transmembran protein olan Smoothened 

(Smo)’yu baskılayarak inaktif halde tutar. Yolak aktivasyonunda ise; Hh proteini 

transmembran bir hücre yüzey reseptörü Ptch1’e bağlanarak Ptch1’i inhibe eder ve inhibe 

olmuş Ptch1’in Smo üzerindeki baskılayıcı etkisi ortadan kalkar. Aktive olan Smo 

transkripsiyon faktörü olan Gli’nin salınımını sağlar, Gli nükleusa transloke olur ve Hh 

hedef genlerinin transkripsiyonu başlar (Tanaka ve ark. 2009). 

 

2.1.5.3. Klasik Wnt/β-katenin sinyal yolağı 
 

Wnt ligandları sisteince-zengin salgı glikoproteinleridir ve insanlarda evrimsel olarak 

korunmuş 19 adet Wnt ligandı mevcuttur. Wnt proteinlerinin salgılanması için 

translasyon sonrasında iki çeşit lipid değişikliği gereklidir: Endoplazmik retikulumda 

sistein rezidülerine palmitat kısmının eklenmesi ve Porcupin ile serin palmitoilasyonu. 

Wls transmembran proteini, Golgi’de Wnt proteinine bağlanarak ligandın hücre 

membranına getirilmesini sağlar (Takada ve ark. 2006). Wnt ligandlarının yokluğunda;  

sitoplazmik β-katenin, bir scaffold proteini olan Axin ile APC, GSK3 ve CK1 

proteinlerinin oluşturduğu ‘yıkım kompleksi’ tarafından fosforlanır. Bu durum, 

sitoplazmik β-kateninin ubikitinasyonu ve proteozomal degradasyonuna yol açar. Wnt 

ligandları hücreden salındıktan sonra; G-protein-bağlı reseptör ailesinin üyesi olan 

Fz/Fzd proteini reseptörüne ve LRP5/6 koreseptörüne bağlanarak bir Wnt-Fz-LRP5/6 

kompleksi oluşturur. Bu yapıya bir scaffold proteini olan Dvl eklenerek LRP6’nın 

fosforilasyonunu ve aktivasyonunu sağlar. LRP6 fosforilasyonu aynı zamanda Axin 
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kompleksi için de bağlanma motifidir ve Axin kompleksinin yapıya eklenmesi LRP6 

fosforilasyonu için gereklidir. Yani Axin hem LRP6 fosforilasyonu için gereklidir hem 

de p-LRP6’ya bağlanarak sinyal amplifikasyonundan sorumludur (Zeng ve ark. 2008). 

Dolayısıyla aynı kinaz kompleksi hem pozitif hem de negatif düzenlenmede rol alır. Bu 

süreçte, Axin aracılı β-katenin fosforilasyonu inhibe olarak β-katenin stabilizasyonu 

gerçekleşir. Ardından, sitoplazmada biriken β-katenin TCF/LEF kompleksini 

biçimlendirmek üzere nükleusa girer. Wnt sinyali yokluğunda, TCF ko-baskılayıcı 

proteinler (TLE ve HDAC) ile birlikte Wnt hedef genlerinin ekspresyonunu baskılar. β-

kateninin nükleusta birikmesi TCF baskılayıcı kompleksini transkripsiyonel aktivatör 

kompleksine çevirir ve Wnt hedef genlerinin ekspresyonu uyarılır (MacDonald ve Tamai 

2009). Başlıca Wnt hedef genleri arasında FGF20 (hücre-hücre sinyal iletimi); CCND1 

ve Myc (hücre döngüsü); DKK1 (Wnt antagonisti) ve Axin 2 (Wnt sinyalinin negatif 

düzenleyicisi); Oct4 ve Nanog (kök hücre belirteçleri) yer almaktadır (Katoh ve Katoh 

2007, Cole ve ark. 2008). Wnt sinyali ayrıca, ekstraselüler Wnt antagonistleri olan, 

sFRP’ler, WIF-1 (ligand-reseptör etkileşiminin inhibisyonu) ve DKK (LRP 

koreseptörünün inhibisyonu) ile sitozolik Wnt antagonisleri olan Axin 2 (Wnt sinyalinin 

negatif düzenleyicisi) ve Nkd proteinleri (Dvl antagonistleri) üzerinden düzenlenir 

(MacDonald ve Tamai 2009) (Şekil 2.3). 

 

 

 

Şekil 2.3. Wnt/β-katenin sinyal yolağı inaktif durum; Wnt sinyali yokluğunda TCF ko-

baskılayıcılarla (Ko-B) birlikte Wnt hedef genlerinin ekspresyonunu baskılar (A). Aktif 

durum; reseptör-ligand etkileşimini takiben serbest kalan β-katenin, nükleusta birikerek 

ko-aktivatörlerle (Ko-A) birlikte Wnt hedef genlerinin ekspresyonunu uyarır (B) (Bello 

ve ark. 2015’den Türkçeleştirilerek alınmıştır) 
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2.1.5.3.1. Niklozamid 
 

Niklozamid (Nik), salisilik asit türevi bir salisilanilid olup tenya enfeksiyonlarının 

tedavisinde kullanılan FDA-onaylı bir ajandır. Niklozamid aynı zamanda Wnt/β-katenin 

sinyal yolağı da dahil olmak üzere birden fazla hücre içi sinyal yolağını inhibe edici etki 

gösterir. Wnt/β-katenin sinyalizasyonunu ise hücre tipine bağlı olarak LRP6 

degredasyonu ya da Fzd1 endositozunu uyararak, Dvl2 protein ekspresyonunu 

baskılayarak, Wnt3A ile uyarılmış β-katenin birikmesi ve TCF/LEF aktivitesini 

önleyerek negatif yönde düzenler (Chen ve ark. 2009, Lu ve ark. 2011). 

 

2.2. Epigenetik Mekanizmalar 
 

Epigenetik terimi ilk kez 1942 yılında Conrad Waddington tarafından kullanılmıştır ve 

klasik olarak DNA veya kromatin yapısı üzerinde nükleotid sekansını değiştirmeden 

ortaya çıkan tüm kalıtsal değişiklikler olarak tanımlanmaktadır. Başka bir deyişle, DNA 

yapısını değiştirmeden gen ifadesinin değişimidir (Herceg 2007). Epigenetik 

mekanizmalar, embriyonik gelişim, hücresel hafıza, hücre ve doku spesifik gen 

ekspresyonu, farklılaşma ve yetişkin doku devamlılığı gibi önemli biyolojik süreçlerin 

transkripsiyonel yolaklarının ana düzenleyicileridir (Meissner 2010, Tammen ve ark. 

2013). Epigenetik düzeyde gen regülasyonu, hem DNA hem de kromatin üzerinde 

kovalent modifikasyonlar üzerinden gerçekleşir. Bu modifikasyonlar, gen 

transkripsiyonunu kromatin yapısını açarak (ökromatin, aktif gen transkripsiyonu) ya da 

kondanse DNA yapısı sağlayarak (heterokromatin, baskılanmış gen ekspresyonu) 

düzenlerler (Meissner 2010). DNA metilasyonu ve histon modifikasyonları iki önemli 

epigenetik modifikasyondur. 

 

2.2.1. DNA metilasyonu 
 

DNA metilasyonu, gen ifadesini değiştirerek hücre fonksiyonlarını değiştirmekte ve bir 

metil (CH3) grubunun, DNA metil transferazlar (DNMT) katalizinde, kovalent olarak CG 

dinükleotidlerinin (CpG) 5. Karbon pozisyonundaki sitozin bazlarına eklenmesiyle 

oluşmaktadır (Bird, 2002). Genlerin promotör bölgelerindeki CpG adacıklarında görülen 

DNA metillenmesi, kromatin yapısının organizasyonunda ve gen ifadesinin kontrolünde 

önemli rol oynamaktadır.  Metillenme, hem transkripsiyon faktörlerinin tanıma 

bölgelerinde değişiklikler meydana getirerek, hem de metilenmis DNA’ya özgül olarak 
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bağlanan represörlerin katılımını sağlayarak, genin ekspresyonunu engelleyebilmektedir 

(Baylin, 2005). DNA metilasyonu ile ilişkili olarak DNMT’ler; metilasyon modellerinin 

oluşturulmasından sorumlu (de novo metiltransferazlar), DNMT3a ve 3b ile bir kez 

oluşturulan metilasyon modelinin devam ettirilmesinden sorumlu (maintenance 

metiltransferazlar), DNMT1 ve 2 olmak üzere farklı tiplere ayrılmaktadır (Okano ve ark. 

1999, Eden ve ark. 2003). Genomda CpG-zengin sekanslar %50 veya daha fazla G+C 

içeriğine sahip yaklaşık 200 bp uzunluğunda bölgeler olup CpG adaları olarak 

bilinmektedir. Transkripsiyonel olarak aktif genlerin (housekeeping genler ve çoğu 

düzenleyici genler) promotorları bu bölge ile ilişkili olup metillenmemiş durumdadır. 

CpG adalarındaki sitozinin metillenmesi transkripsiyonel susturma ile ilişkili olup gen 

ekspresyonunun düzenleyici mekanizmasıdır (Bird 2002). Transkripsiyonun 

baskılanması; DNA metilasyonu varlığında transkripsiyon faktörlerinin promotor 

bölgeye bağlanamaması üzerinden veya spesifik olarak bu metillenmiş bölgeleri 

tanıyarak bağlanan proteinler (MBD; metillenmiş CpG’ye bağlanan proteinler) ile 

gerçekleşmektedir (Klose ve Bird 2006).  

 

Kanser epigenomu global hipometilasyon ve gen spesifik hipermetilasyon ile 

karakterizedir. DNA hipometilasyonu; kanser gelişiminin erken aşamalarında meydana 

gelerek kromozomal instabilite ve tümör ilerleyişine katkı sağlar (Esteller 2008). Ayrıca 

tümör oluşumunda rol alan önemli genlerin (R-Ras, Cyclin D2 gibi) spesifik 

aktivasyonuna yol açar (Nishigaki ve ark. 2005). Buna karşılık,  tümör baskılayıcı 

genlerin (Retinoblastoma 1 (RB1), CDKN2A (p16), BRCA1 gibi), APC ve WNT sinyal 

genlerinin susturulması, promotor hipermetilasyonu ve kromatin hipoasetilasyonu ile 

ilişkilidir (Suzuki ve ark. 2004, Tsai ve Baylin 2011).  

 

2.2.2. Polikomb grup proteinler ve histon modifikasyonları 
 

Ökaryotlarda, DNA ve histonlar kromatin yapısını oluşturmak üzere nükleozomlar 

şeklinde organize olmuşlardır. Her bir nükleozom kor partikülü,  ikişer molekül H2A, 

H2B, H3 ve H4 histon proteinlerini içeren bir histon oktomeri oluşturur ve DNA’ya 

bağlanarak 1,7 dönüş ya da yaklaşık 146 baz çifti sarar. Bu nükleozomal dizinler arasına 

bağlayıcı (linker) H1 histon eklenmesiyle oktamer etrafında iki tam dönüş gerçekleşerek 

DNA daha kompakt bir hale getirilir (Annunziato 2008). 
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Her bir histon çekirdek, nukleozom yapısından dışarıya uzanan uzun bir N-terminal 

aminoasit kuyruğa sahiptir ve bu histon kuyruklar asetilasyon, metilasyon, fosforilasyon, 

ubikitinasyon gibi kromatin yapısını kontrol eden çeşitli post translasyonel (translasyon 

sonrası) modifikasyonlar gösterirler (Şekil 2.4). Gen ekspresyonu üzerinde önemli 

etkilere sahip olan bu modifikasyonlar histon kodu olarak bilinmektedir. Bu spesifik 

histon modifikasyonları Lizin (K), Serin (S), Arjinin (R) rezidülerinde meydana gelir ve 

modifiye olan spesifik bölgeye göre aktive edici ya da baskılayıcı olabilir. Mesela, H3 

histon proteininin 4. Lizin rezidüsüne 3 metil grubunun eklenmesi (H3K4me3) aktive 

edici bir histon işaretiyken, 27. Lizin rezidüsüne 3 metil grubunun eklenmesi 

(H3K27me3) baskılayıcı bir histon işaretidir (Jenuwein ve Allis 2001, Sauvageau ve 

Sauvageau 2010).  

 

 

Şekil 2.4. Histon modifikasyonları ile düzenlenen kapalı (A) ve açık (B) kromatin yapısı 

(Johnstone 2002’den Türkçeleştirilerek alınmıştır) 
 

Polikomb Grup (PcG) proteinler, epigenetik olarak kromatin modifiye eden 

transkripsiyonel baskılayıcılar olup hücre kaderini belirleyen anahtar düzenleyicilerdir. 

PcG proteinleri, Polikomb represif kompleks 1 (PRC1) ve Polikomb represif kompleks 2 

(PRC2) olmak üzere en az iki sınıf çok alt üniteli kromatin bağlanma kompleksleri 

oluştururlar. PcG kompleksleri gen ekspresyonunu, histon kuyruklarının epigenetik 

modifikasyonu ve kromatinin sıkıştırılması yoluyla baskılamaktadır. Kök hücrelerin 

kendini yenileme özelliklerinin düzenlenmesinde rol alan Bmi1 bir PRC1 proteinidir. H3 

histon proteininin 27. Lizin rezidüsüne 3 metil grubunun eklenmesini katalizleyen histon 
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metiltransferaz, Ezh2, PRC2 proteinidir. Bu histon modifikasyonu kromatin üzerine 

PRC1 ve diğer ko-represörlerin katılmasına olanak sağlar ve heterokromatin oluşur. 

PRC2 bileşenlerinin yüksek düzeyleri embriyonik kök hücrelerde (EKH) bulunur; 

farklılaşma sürecinde hızla azalır. EKH’lerde PcG proteinlerinin kromatin ile etkileşimi 

artmış H3K27me3 düzeyleri ile ilişkilidir ve bu baskılanmış PcG hedef genleri 

EKH’lerinin farklılaşma sürecinde aktive olmaktadır. PcG proteinleri tarafından 

gerçeklestirilen H3K27me3, H3K9me3 gibi histon modifikasyonları erken embriyonik 

gelişimde birtakım hedef genlerin susturularak pluripotensi devamlılığının 

sağlanmasında rol alır. Gelişimin ileri evrelerinde ise farklılaşmayı takiben 

pluripotensinin sürdürülmesinde rol alan genlerin susturulmasından sorumludur. Bu, PcG 

bağlanma ve baskılayıcı H3K27me3 kaybı ile artmış aktif H3K4me3 modifikasyonuyla 

koreledir (Şekil 2.5). Ezh2 fiziksel ve fonksiyonel olarak HDAC 1 ve 2’ye bağlıdır ve 

genlerin PRC2-aracılı transkripsiyonel baskılanma histon deasetilasyonunu içerir. Histon 

asetilasyon programının değişimi farklılaşma süreci ile ilişkilidir ve bundan dolayı 

farklılaşmayı arttırmak için HDAC’ları hedefleyen ilaçlar kullanılmaktadır (Sauvageau 

ve Sauvageau 2010, Munoz ve ark. 2012). 

 

 
 

Şekil 2.5. Farklılaşma sürecinde ya tamamen bastırılmış (H3K4me3 kaybı)  ya da aktive 

edilmiş (H3K27me3 kaybı) durumu gösteren kromatin modifikasyonları 

(Schuettengruber ve Cavalli 2009’dan değiştirilerek alınmıştır) 
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Histon proteinlerinin asetillenmesi, kompakt DNA kalıbını gevşeterek, transkripsiyonel 

sürecin başlamasına olanak tanır. Bu süreç, histon asetil transferaz (HAT)’lar ya da 

histonların üzerindeki asetillenmeyi kaldıran, HDAC’ların engellenmesi ile yönetilir. 

HDAC’lar, histon proteinlerinin lizin rezidülerinden fonksiyonel asetil gruplarının 

ayrılmasını uyaran enzimlerdir. İnsanlarda, dizi benzerliğine göre 4 sınıfa ayrılan 18 adet 

HDAC enzimi bulunmaktadır. Sınıf I proteinler (HDAC1, HDAC2, HDAC3 ve HDAC8); 

Sınıf II proteinler (HDAC4, HDAC5, HDAC7, HDAC9 ve HDAC10); Sınıf III Sirtuin-

benzeri proteinler (SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRT5, SIRT6 ve SIRT7) ve Sınıf V 

protein (HDAC11). Sınıf I HDAC’lar nükleusta iş görürken, Sınıf II HDAC’lar hem 

sitoplazmada hem de nükleusta iş görür. Ancak son çalışmalar Sınıf I HDAC’ların 

sitoplazmada veya özelleşmiş hücresel organellerde lokalize olabildiğini göstermektedir 

(Seto ve Yoshida 2014). Kısa zincirli bir yağ asidi olan Valproik asit (VPA, valproate), 

son 10 yıldır, epilepsi ve diğer nöropsikiyatrik hastalıkların tedavisinde kullanılan bir 

histon deasetilaz inhibitörüdür. Valproik asidin, birden fazla sinyal yolağının (hücre 

siklusunun durması, apoptozis, anjiyogenez, metastaz, farklılaşma ve hücre yaşlanması) 

düzenlenmesi suretiyle in vivo ve in vitro sistemlerde güçlü antitümör etki gösterdiği 

çalışmalarda ifade edilmiştir. Bununla birlikte, bu inhibitör grubunun tek başına ya da 

kemoterapi veya radyoterapi gibi çeşitli sitotoksik ajanlarla kombine olarak 

uygulanabildiği araştırıcıların çalışmalarında belirtilmiş, özellikle yüksek riskli meme 

kanserli hastaların adjuvan tedavisinde antrasiklin içeren kemoterapi rejimlerinin 

uygulanmasının bu hastaların tedavisinde oldukça etkili olduğu kanıtlanmıştır. İlaveten, 

valproik asit; karsinom hücrelerinin farklılaşmasına, hematopoietik progenitör hücrelerin 

ve akut miyeloid lösemi hastalarından lösemik blast hücrelerinin dönüştürülmesine neden 

olur (Göttlicher ve ark. 2001; Shankar ve Srivastava 2008). 

 

2.3. Apoptozis 
 

Apoptozis ya da programlı hücre ölümü, çok hücreli canlıların gelişimi ve devamlılığında 

rol alan hücresel bir olaydır. Vücutta ihtiyaç duyulmayan, fonksiyonları bozulan, fazla 

üretilmiş, yaşlanmış, düzensiz gelişmiş veya DNA’sında hasar olan hücreler çevreye 

zarar vermeden programlı yani düzenli bir yol izleyerek ölürler. Hücrelerin içeriden ve 

dışarıdan gelen çeşitli uyaranlara yanıt olarak aktifleştirdiği fizyolojik bir mekanizma 

olup hücrenin kendisi tarafından kontrol edilen aktif bir süreçtir (Meier ve ark. 2000, 
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Öktem ve ark. 2001, Ulukaya 2001). Çevreden gelen uyaranlara yanıt olarak hücreler 

önce oluşan DNA hasarlarını onarmaya çalışır ve onarılamaması durumunda apoptozis 

sürecine girer. Böylece hasarlı hücrelerin çoğalması engellenerek tümör oluşumu gibi 

anormal gelişimlerin önüne geçilir (Altunkaynak ve Özbek 2008). 

 

2.3.1. Kaspazların aktivasyonu 
 

Kaspazlar, zimojen (inaktif prekürsör) olarak sitoplazmada bulunan ve aktif 

merkezlerinde sistein içeren, sistein proteazlar olarak adlandırılan enzimlerdir. 

Aktivasyonları ise zimojenlerin proteolitik kesimi sonucu gerçekleşir ve etkilerini, hedef 

proteinleri aspartik asit rezidülerinden keserek gösterirler. Bazıları başlatıcı kaspazlar (2, 

8, 9, 10) olarak bilinirken, bazıları da ilerletici (efektör) kaspazlar (3, 6, 7) olarak bilinir. 

Kaspazlar birbirlerini aktifleştirerek preteolitik bir kaskada (şelale tarzı reaksiyon dizisi) 

neden olurlar (Oliver ve Valette 2005, Elmore 2007).  

 

Başlatıcı kaspazlar, ölüm etkileyici alan (DED; death effector domain) ya da kaspaz 

takviye alanı (CARD; caspase recruitment domain) gibi protein-protein etkileşim 

motiflerini barındıran uzun bir “prodomain” içerir. Kaspazlar bu motifler sayesinde 

adaptör moleküllerle etkileşimlerini sağlarlar ve ardından ölüm sinyalini ilerletici 

kaspazlara iletirler. İlerletici kaspazlar, kısa bir “prodomain” içerirler ve apoptozisin 

ilerlemesini sağlamak için çeşitli hücresel substratları kırarlar (Lamkanfi 2011). Kaspaz 

3, DNA onarımında görevli olan PARP’ı kırarak inaktive eder ve DNA onarımını 

engeller. Bazıları ise bir dizi DNaz’ı aktive ederek DNA’nın parçalanmasına yol açar 

Apoptozis inhibitörleri (IAP’lar) sitozolde bulunur ve kaspazların inaktif veya aktif 

formlarına bağlanarak fonksiyonlarını baskılar. Smac/DIABLO ise mitokondrinin iç 

zarında bulunur ve IAP bağlanma motifi içerir. Apoptozis sürecinde sitokrom-c ile 

beraber salınarak IAP’ları baskılar ve böylece kaspaz aktivasyonunu sağlar 

(Zimmermann ve Green 2001). 

 

2.3.2. Mitokondrinin apoptozisdeki rolü 
 

Hücre ölümünün düzenlenmesinde mitokondrinin, apoptotik yolların kesiştiği önemli bir 

kavşak noktası olduğu görülmüştür. Bu yüzden mitokondrinin aktivasyonu (sitokrom 

c’nin mitokondriden sitoplazmaya salınması) apoptotik süreçte geri dönüşümsüz noktayı 

gösterir (Kumar ve ark. 2005). Mitokondri, Apoptozis İndükleyici Faktör (AIF), 
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Smac/DIABLO ve sitokrom c gibi birçok pro-apoptotik proteini içerir ve bu faktörlerin 

mitokondriden salınmaları mitokondriyal membranda por oluşumu yoluyla gerçekleşir. 

Bu porlar, Bcl-2 ailesi proteinlerinin pro-apoptotik üyelerinin (Bax, Bad gibi) aktivitesi 

yoluyla oluşmaktadır. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik üyeleri olan Bcl-2 ailesi 

mitokondri üzerindeki etkilerini ya sitokrom c’nin sitozole salınmasını sağlayıp 

apoptozisi uyararak ya da sitokrom c salınımına engel olup apoptozisi baskılayarak 

gösterir (Palmer ve ark. 2000). 

 

2.3.3. Bcl-2 ailesi 
 

Bcl-2 ailesinin üyeleri, anti-apoptotik (Bcl-2, Bcl-XL, Mcl-1) ve pro-apoptotik  (Bax, 

Bcl-Xs, Bad, Bim, Bak, Bok, Bid) olmak üzere iki alt gruptan oluşmaktadır ve apoptozis 

yanıtı bu proteinlerin arasındaki dengeye bağlıdır. Pro-apoptotik proteinler fazla eksprese 

edildiğinde hücreler apoptoza daha duyarlı, anti-apoptotik proteinler daha fazla eksprese 

edildiğinde hücreler apoptoza daha dirençli olmaktadır. Pro-apoptotik Bcl-2 proteinleri 

hücresel hasar ya da stresin algılayıcıları olarak görev yapar ve genellikle sitozolde 

bulunur. Hücresel stresi takiben, anti-apoptotik proteinlerin bulunduğu mitokondri 

yüzeyine doğru yer değiştirmektedirler. Pro-apoptotik ve anti-apoptotik proteinler 

arasındaki etkileşim, anti-apoptotik Bcl-2 proteinlerinin normal fonksiyonunu bozar ve 

mitokondride porların oluşumuna, sitokrom c ve diğer pro-apoptotik moleküllerin zarlar 

arası bölgeden salınımına neden olur. Bu da apoptozom oluşumu ve kaspaz kaskadı 

aktivasyonuna yol açmaktadır (Fan ve ark. 2005). 

 

2.3.4. Ekstrinsik (Dışsal) yolak 
 

Ölüm reseptörleri (DR) olarak bilinen ve Tümör Nekroz Faktörü Reseptörü (TNFR) geni 

ailesinin üyesi olan; TNFR-1, Fas/CD95/APO-1 ve Tnf-İlişkili Apoptozis İndükleyici 

Ligand (TRAIL) reseptörleri olan DR-3 (TRAMP), DR-4 (TRAIL-R1) ve DR-5 (TRAIL-

R2)‘in ilgili ligandlarla etkileşime girmesi sonucunda apoptozis indüklenir. TNFR süper 

ailesi üyeleri, tip I transmembran proteinleri olup hepsi sistein bakımından zengin 

ekstrasellüler subdomainler içermektedirler. Bu özellik TNFR süper ailesi üyelerinin 

kendilerine özgü ligandları tarafından tek tek tanınmasını sağlamaktadır. Ölüm 

reseptörleri ayrıca apoptotik sinyalin transdüksiyonu için gerekli olan 80 aminoasit 

uzunluğunda intraselüler Ölüm Domaini (DD; Death Domain) içerir. Ölüm reseptörlerine 
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bağlanan ligandlar (FasL, TNFα, VE TRAIL) yapısal olarak reseptörler ile ilişkili 

proteinler olup TNF süperailesine aittirler. Bu ölüm ligandları tip II transmembran 

proteinleri gibi eksprese edilirler. Bazı durumlarda, bu proteinler proteolitik kırılabilir ve 

serbest kalabilirler (Guicciardi ve ark. 2009). Ölüm reseptörlerinin ligandları yani 

aktivatörleri reseptörlerin oligomerizasyonuna yol açarak aktifleşmelerine neden 

olmaktadır. Reseptörlerin aktivasyonu, Ölüm İndükleyici Sinyal Kompleksi (DISC) 

denilen ve proteinlerden meydana gelen bir kompleks oluşumuna sebep olur. DISC, 

adaptör protein Fas ilişkili ölüm alanını (FADD) ve TNFR-1 ilişkili ölüm bölgesi 

proteinini (TRADD) içerir. Bu ölüm bölgeleri prokaspaz-8’i aktifleştirmektedir. DISC 

yapısında yer alan prokaspaz 8’in aktivasyonunu takiben kaspaz 8 sırasıyla kaspaz 3, 6 

ve 7’nin aktive olduğu bir kaspaz kaskatını harekete geçirir. Kaspaz 8’in aktif hale 

geçmesi ayrıca Bid’in aktive olmasına neden olur. Kırılmış Bid (tBid) sonrasında 

mitokondriye geçer ve sitokrom c, SMAC ve kalsiyum salınımını uyarır (Solakoğlu 2009, 

Dickens ve ark. 2012) (Şekil 2.6A). 

 

2.3.5. Mitokondriyal/ İntrinsik yolak 
 

İçsel/mitokondriyal yolak, pro-apoptotik ve anti-apoptotik üyeleri olan Bcl-2/Bax gen 

ailesi ile düzenlenmekte olup uyarıldığında mitokondriden sitokrom-c salınımına ve 

böylece ölüm sinyaline sebep olur. İki yol da (dışsal ve içsel), düzenleyici ve yapısal 

molekülleri kıran ve bunun sonucunda hücrenin ölümüne sebep olan kaspaz kaskadının 

aktivasyonunu içeren ortak bir yolda birleşir (Ghobrial ve ark. 2005). Anti-apoptotik 

üyeler olan Bcl-2 ve Bcl-XL, kaspazların öncü formlarını durdurarak ya da apoptogenik 

faktörlerin mitokondriden salınımını engelleyerek hücrenin yaşamasını teşvik ederken; 

Bax, Bad, Bim, Bid gibi pro-apoptotik üyeler hücreyi apoptozise teşvik ederler. Normal 

durumda Bax ve Bak proteinleri Bcl-2 tarafından inaktif halde tutulur. Apoptotik sinyal 

oluştuğunda Bcl-2 inaktif hale geçerken aktifleşen Bax ve Bak mitokondri dış 

membranında porların oluşmasına ve zar potansiyelinde değişime neden olurlar. 

Mitokondriyal yolun kilit olayı Mitokondri Dış Membran Permeabilizasyonudur 

(MOMP) ve sonucunda; sitokrom c, mitokondri türevli kaspaz aktivatörü/IAP bağlayıcı 

protein Smac/DIABLO, HtrA2/Omi, AIF ve endonükleaz D (EndoG) gibi mitokondri 

membran proteinleri sitozole salınır. Mitokondri iç membran yüzeyinden sitokrom c’nin 

sitozole salınması ile sitokrom c,  sitoplazmik protein olan Apoptotik Proteaz Aktive 
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Edici Faktör-1 (Apaf-1)’e bağlanır ve onu aktive eder, dATP/ATP’nin de ortamda 

bulunması ile Apaf-1/sitokrom c kompleksi heptamerik bir yapıya oligomerize olur. Bu 

yapının oluşması, prokaspaz 9’un Apaf-1 ile etkileşimini mümkün kılar ve apoptozom 

kompleksi oluşur. Apoptozomun görevi, başlatıcı kaspaz olan kaspaz 9’u aktive etmektir 

ve aktif kaspaz 9, kaspaz-3’ü veya diğer ilerletici kazpazları aktive ederek kaspaz 

kaskadına aracılık eder. Aktif kaspaz 3, kaspazla aktive edilmiş DNaz inhibitörü (ICAD; 

inhibitor of caspase-activated DNase) poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP, DNA tamir 

enzimi), Rho ilişkili sarmal oluşturan kinaz I (ROCKI; Rho-associated coiledcoil forming 

kinase I), aktin, fodrin ve lamin gibi hücresel substratları kırarak apoptotik morfolojinin 

oluşumunu sağlar. CAD normal hücrelerde ICAD’üne bağlı ve inaktif halde bulunur ve 

aktif hale geçtiğinde kromatin yoğunlaşmasına ve DNA’nın nükleozamal fragmentlere 

kesilmesine neden olur. Ayrıca kaspaz aktivitesini inhibe eden ve aktiviteleri Smac veya 

Omi/HtrA2 gibi fonksiyonel analoglar ile engellenmiş birçok IAP’lar (apoptozis 

inhibitörleri) vardır. Ölen hücrelerde Smac ve Omi/HtrA2 (mitokondriyel proteinler, pro-

apoptotik proteinler) mitokondriden salındığında IAP’lar inaktive olmakta ve böylece 

ilerletici kaspazların inhibisyonu engellenip hücrelerin apoptozise gitmeleri 

sağlanmaktadır (Riedl ve ark. 2007, Li ve Yuan 2008, Duprez ve ark. 2009) (Şekil 2.6B). 

 

 
 

Şekil 2.6. Apoptozis sürecinde; reseptör aracılı kaspaz aktivasyonu (A) ve 

mitokondri/sitokrom-C aracılı apoptozis (B) (Ichim ve Tait 2016’dan Türkçeleştirilerek 

alınmıştır) 
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2.3.6. Endoplazmik retikulum aracılı apoptozis 
 

Endoplazmik retikulum (ER) stresi; katlanmamış protein varlığı, oksidatif stres, redoks 

veya Ca2+ homeostaz bozukluğu, otofaji inhibisyonu gibi çeşitli uyaranlar tarafından 

indüklenebilmektedir (Chaudhari ve ark. 2014, Xu ve ark. 2015). ER stresi, üstesinden 

gelinemediği durumlarda ise apoptozisle sonuçlanmaktadır. Kaspaz 12, ER stresiyle 

indüklenen apoptozisin anahtar düzenleyicisi olup ER membranında lokalize halde 

bulunur ve Ca++ seviyelerinin yükselmesi ile kalpainin endoplazmik retikulumu 

etkilemesi sonucu prokaspaz 12 aktifleşir. Aktifleşen kaspaz 12 sitoplazmaya yönelerek 

kaspaz 9 ile etkileşir ve sitozolik kaspaz kaskadını aktive eder. Bununla birlikte ER’de 

yanlış katlanmış protein birikimine yanıt olarak PERK, IRE1α ve ATF6 sinyal yolakları 

aktifleşerek apoptozisi uyarmaktadır. ER stresini algılayan bu transmembran proteinler 

pro apoptotik sinyalleri tetikleyerek transkripsiyon faktörlerinin (CHOP), Bcl-2 ailesinin 

üyelerinin, kinazların (JNK) ve kaspazların dahil olduğu hücre ölüm yolaklarını 

aktifleştirmektedir (Seydel ve Aksoy 2012) (Şekil 2.7). 

 

 

 

Şekil 2.7. ER stresiyle indüklenen apoptotik mekanizmalar (Seydel ve Aksoy 2012) 
 

2.3.7. Otofaji 
 

Otofaji sürecinde rol oynayan proteinlerin çoğu “otofaji bağlantılı proteinler” ya da kısaca 

Atg proteinleri şeklinde tanımlanmakta olup günümüzde 30’dan fazla Atg geni 

tanımlanmıştır (Xie ve Klionsky 2007). Bu proteinler, otofaji sırasında otofajik kese 

(otofagozom) çekirdeklenmesi, kese zarı uzaması-kapanması, taşınması, lizozomla 
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kaynaşması, iç zar ve kargonun lizozomda yıkılması ve yapıtaşlarının sitoplazmaya 

taşınması gibi değişik aşamalarda rol oynamaktadır. Otofagozom oluşumunun en önemli 

düzenleyicileri Atg1/Ulk1-2 (Mayada Atg13 ve memelilerde Ulk1-2) ve Atg13 

proteinleridir. Otofajik aktivitenin kontrolünde Tor protein kompleksi önemli bir rol 

oynamaktadır. Tor, hücrede protein sentezi ve hücresel büyümeyi kontrol eden bir 

kinazdır. Memeli mTor protein kümesi bir hücrenin besin ve büyüme faktörü varlığını 

kontrol ederek otofajinin hücre için gerekli olup olmadığını kontrol eder. Memeli mTor 

protein kümesi mTor’a bağlanan raptor, mLST8, PRAS40 ve DEPTOR adlı ve mTOR 

etkinliğinin düzenlenmesinde rol oynayan proteinlerden oluşur. Hücrede açlık 

durumunda mTORC1 baskılanır ve Ulk1 kompleksinden ayrılır; böylece 

otofagozomların oluşumu tetiklenir Otofagozomların oluşumunda rol oynayan önemli bir 

diğer protein kompleksi III. sınıf phosphoinositol 3 fosfo (PI3P) kinaz Vps34’i içeren 

kümedir. Bu protein kümesinin aktivitesini düzenleyen en önemli protein memelilerde 

Beclin1/Atg6 proteinidir. PI3P, otofajik kese oluşumu için gerekli olan proteinlerin 

otofajik vezikül filizlenme bölgelerinde öbeklenmesinde rol oynar ve birçok protein için 

bir birleşme platformu oluşturur (Obara ve Ohsumi 2008). Otofajik keseler (otofagazom) 

çift zarlı membrandan oluşur. Otofajik kese uzaması ise übikitinlenme benzeri iki ayrı 

protein-protein kovalent eklenme tepkimesi ile gerçekleşmektedir. Bunlardan 

birincisinde, Atg12 proteininin Atg5 proteinine kovalent olarak bağlanması katalize 

edilir. Ardından Atg12’ye bağlanmış Atg5, Atg16 ile de birleşerek izolasyon 

membranının dış yüzeyine bağlanır. İkinci übikitin benzeri sistemde Atg8 (memelilerde 

MAP-LC3 ya da kısaca LC3) proteininin, bir fosfotidiletanolamin (FE) yağ molekülüne 

kovalent olarak bağlanmasıdır. Atg12-Atg5-Atg16 kompleksi, Atg8/LC3’ün FE’ye 

bağlanması için gereklidir. Atg8/LC3’ün FE’ye bağlanması, zar uzaması için gerekli bir 

olaydır. Ayrıca Atg4, kesecik oluşumu sonrasında görevi tamamlanan LC3 proteinlerini 

yağdan kopararak yeniden kullanılmalarına yol açmaktadır (Ohsumi 2001, Mehrpour ve 

ark. 2010). Atg9 ve döngü sistemi otofajik zardan otofagozom oluşumda rol 

oynamaktadır (Mehrpour ve ark. 2010). Oluşan otofagozom daha sonraki aşamada geç 

endozom veya lizozomla birleşerek taşıdığı kargonun parçalanmasına yol açar. 

Lizozomal enzimler tarafından kargonun yıkımı sonrasında, kargo (proteinler, organeller 

vb.) ortaya çıkan yapıtaşları (örn. aminoasitler, yağ asitleri, vb.) tekrar kullanılmak üzere 

hücreye kazandırılır (Ohsumi 2001, Mehrpour ve ark. 2010). 
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 
 

3.1. Materyal 
 

3.1.1. Kimyasal maddeler 
 

- Valproik Asit, Sigma Aldrich, USA 

- Desitabin, Sigma Aldrich, USA 

- Niklozamid, Sigma Aldrich, USA 

- DNaz/RNaz içermeyen su, Zymo Research, USA 

- Adenosine 5'-triphosphate (ATP) bioluminescent somatic cell assay kit, Sigma Aldrich,   

  Almanya 

- Muse® Count &Viability Assay Kit, Merck Millipore, USA 

- Muse® Bcl-2 Activation Dual Detection Kit, Merck Millipore, USA 

- Muse® Mitopotential Assay Kit, Merck Millipore, USA 

- Muse® H2A.X Activation Dual Detection Kit, Merck Millipore, USA 

- Fetal sığır serumu (FBS), PAA, USA 

- Penisilin-Streptomisin Solüsyonu (10 000U/ml penisilin, 10 mg/ml streptomisin),   

  Gibco, USA  

- L-glutamin, Life Technologies, USA 

- Fosfat tuz tamponu (PBS), Gibco, UK 

- Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI), Gibco, UK 

- Mammary Epithelial Basal Medium (MEBM), Lonza, USA 

- B27 Supplement w/o vitamin A, Gibco, USA 

- Epidermal büyüme faktörü (EGF), Gibco, USA 

- Heparin %0,2, Stem Cell Technologies, Kanada 

- Primocin, Invivo, Fransa 

- Tryple Select (1X), Gibco, Danimarka 

-%0,05 Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik Asit (Tripsin-EDTA), Gibco, UK 

- Dimetil sülfoksit (DMSO), Amresco, USA 

- Nonidet P-40 (NP-40), Sigma Aldrich, USA 

- Tripan mavisi (%0,5), Biological Industries, İsrail 

- Z-VAD-fmk, pan-kaspaz inhibitörü, Enzo Life Science, USA 

- Nekrostatin-1, Santa cruz, USA 
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- Hoechst dye 33342 ve and Propidium Iodide (PI), Sigma Aldrich, USA 

- Bicinchoninic Acid Kit, Thermo Scientific, USA 

- Bovine Serum Albumin (BSA), Amresco, USA 

- Triz bazı (Tris base), Scharlau, İspanya 

- Sodyum klorür (NaCl), Merck, Almanya  

- Tween20, Amresco, USA 

- ß-merkaptoetanol, Merck, Almanya 
 

3.1.2. Sarf malzemeler 
 

- 25 cm2 ve 75 cm2’lik flask, Sarstedt, Almanya 

- Ultra-low attachment 25 cm2 ve 75 cm2’lik flask, Corning, USA 

- Ultra-low attachment 6 kuyulu plate, Corning, USA 

- 96 kuyulu flat plate, Costar, USA 

- Ultra-low attachment 96 kuyulu flat plate, Corning, USA 

- 1, 2,5, 5 ve 10 ml hacimlerinde enjektörler, Genject, Türkiye 

- 10 ve 25 ml hacimlerinde serolojik pipet, Sarstedt, Almanya 

- 10 µl’lik pipet uçları, Vertex, USA 

- 100 µl’lik pipet uçları, Corning, USA             

- 1000 µl’lik pipet uçları, Vertex, USA 

- Steril tek kullanımlık filtreler (0,2 mikron çapında), Millex, Millipore, Almanya  

- Falcon® 40 µm Cell Strainer, Corning, USA 

- Steril santrifüj tüpleri (Falkon, 15 ml), İsolab, Almanya 

- Steril santrifüj tüpleri (Falkon, 50 ml), İsolab, Almanya 

- Neubauer hemositometre, Marienfeld, Almanya 

- Kriyovial, Corning, USA 

- 2 ml‘lik cam pastör pipetler, Marienfeld, Almanya 

- Otoklavlanabilir cam şişe, Isolab, Almanya 
 

3.1.3. Cihazlar 
 

- Steril kabin, ESCO, Singapur 

- CO2 inkübatörü, Sanyo, Japonya 

- Inverted mikroskop, Olympus CKX41,  Japonya 

- Santrifüj, Rotina 35R, Almanya 
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- Hassas terazi, SHIMADZU AUW220D, Japonya 

- Aspiratör, Rocker 300, Tayvan 

- Spektrofotometre (FLASHScan S12), Analytik Jena, Almanya           

- Luminometre (FL×800 Mikroplate Floresans Okuyucu), Biotek, USA 

- Muse Cell Analyzer Cihazı, Merck, USA 

- Western blot görüntüleme sistemi (Fusion FX-7), Vilber Lourmat, Fransa 

- Eş zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-time PCR) sistemi (StepOne Plus),   

  Applied Biosystems, Singapur 

- Mikroplate inkübatör ve çalkalayıcı, Heidolph, Almanya 

- Buharlı sterilizatör (Otoklav), Nüve OT4060, Türkiye 

- Multipipet cihazı, Multipette eppendorf, Hamburg, Almanya 

- 10, 100 ve 1000 µl’lik pipet seti, Axygen, Polonya 

- 0,5-5 ml pipet, Axygen, Polonya 

- 10 ml pipet, Eppendorf, Almanya 

- 5-5 µl Transferpipet, Axygen, Polonya 

- 20-200 µl Transferpipet, Axygen, Polonya 

- Pipet boy, Axygen, Polonya 
 

3.2. Yöntemler 
 

3.2.1. Valproik asit ve Desitabin’in hazırlanması 
 

Valproik asit (MA: 166,19 g/mol) ve Desitabin (5-Aza-2’-deoksisitidin, DAC; MA:228,2 

g/mol) için ana stoklar, sırasıyla, 200 mM ve 1 mM olacak şekilde DNaz/RNaz içermeyen 

su içerisinde hazırlandı.  

 

3.2.2. İnhibitörlerin hazırlanması 
 

Wnt sinyal yolağı inhibitörü olarak kullanılan Niklozamid (MA: 327,12 g/mol), ana stok 

20 mM olacak şekilde DMSO içerisinde hazırlandı. Apoptozis süreci ile ilişkili olarak, 

pan-kaspaz inhibitörü Z-Val-Ala-dl-Asp(OMe)-fluorometilketon (Z-VAD-fmk) ve 

nekroptozis için seçici inhibitör olan Nekrostatin-1’in (Nec-1) ana stokları, sırasıyla,  10 

mM ve 50 mM olacak şekilde DMSO içerisinde hazırlandı.  

 

Hazırlanan stoklar her çalışma için kullanılacak miktara göre porsiyonlanarak -20oC’de 

saklandı ve çalışmalar için gerekli seyreltmeler ilgili besiyerleri ile yapıldı. 
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3.2.3. Hücre kültürü 
 

MCF-7 insan meme kanseri hücre soyu Selçuk Üniversitesi, Tıp Fakültesi, Tıbbi 

Biyokimya Anabilim Dalı’nda görev yapan Doç. Dr. Bahadır Öztürk’ten temin edilerek 

-80oC’de kriyovial olarak isimlendirilen kaplar içerisinde saklandı. MCF-7, farklılaşmış 

meme epiteline özgü olan özellikleri korumuş olan bir meme kanseri hücre soyudur. 

Epitelyal fenotipe sahip olan MCF-7 hücre soyunun ana özellikleri; östrojen reseptörü 

(+), sitokeratin (+), E-kaderin (+) ve vimentin (-)  şeklinde tanımlanmaktadır. Ayrıca bu 

hücreler kaspaz 3 ifadesinden yoksundur. 

 

3.2.3.1. Kullanılan besiyerinin hazırlanması 
 

MCF-7 hücre soyu (parental), içerisinde %1 L-glutamin, %5 FBS ve %1 penisilin-

streptomisin bulunan RPMI 1640 besiyeri ortamı kullanılarak kültüre edildi. 

 

3.2.3.2. Hücre soyunun stoktan çıkartılması 
 

Hücreleri çoğaltmak amacıyla, -80oC den çıkarılan kriyovialler sıcak su banyosunda hızlı 

bir şekilde çözüldü. Hücre süspansiyonu; içerisinde 5-7 ml RPMI 1640 besiyeri ortamı 

bulunan falkon tüpe alındı. 800 rpm’de 5 dakika santrifüj edildikten sonra falkon tüpün 

üzerindeki süpernatant kısmı uzaklaştırıldı ve hücre peleti 1 ml besiyeri ile süspanse hale 

getirilerek içerisinde 4 ml besiyeri bulunan 25 cm2’lik flasklara alındı. Hücreler, 37oC’de, 

%5 CO2 içeren ortamda inkübasyona bırakıldı. 

 

3.2.3.3. Hücre soyunun pasajlanması 
 

Parental MCF-7 hücreleri, flask yüzeyini %60-70 kapladığında (konfluent olduklarında)  

pasaj işlemi gerçekleştirildi. Öncelikle, flask içerisindeki besiyeri uzaklaştırıldı ve 1X 

PBS (2 ml) ile hücre yüzeyinin yıkanması sağlandı. Flask yüzeyine yapışan hücrelerin 

yüzeyden ayrılmaları, enzimatik olarak 0,5 ml %0,05 Tripsin-EDTA ile muamele sonrası 

(37oC’de, %5 CO2’li ortamda 5 dakika) sağlandı. Hücrelerin yüzeyden ayrılmasını 

takiben hücre süspansiyonu, enzim inhibisyonu için, kullanılan hacmin on katı kadar 

besiyeri (serum içeren) ile sulandırıldı ve 800 rpm’de 5 dakika santrifüj edildi. Santrifüj 

sonunda, süpernatant kısmı uzaklaştırıldı ve hücre peleti 1 ml besiyeri ile süspanse hale 

getirilerek 75 cm2’lik flasklarda, 37oC’de, %5 CO2 içeren ortamda inkübe edildi. 
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3.2.3.4. Hücre soyunun stoklanması 
 

Parental MCF-7 hücreleri konfluent olduklarında, flask içerisindeki besiyeri 

uzaklaştırılarak hücrelerin 1X PBS (4 ml) ile yıkanmaları sağlandı ve yukarıda belirtilen 

pasaj işlemi uygulandı. Santrifüj aşamasından sonra ise hücre peleti üzerine her bir 

kriyovial için yaklaşık olarak 1,5-2×106 hücreye karşılık gelecek şekilde ışığa hassas olan 

dondurucu medium (%10 FBS ve % 10 DMSO içeren DMEM besiyeri) ilave edildi ve 

kriyovialler   -80oC’ye kaldırıldı. 

 

3.2.3.5. Mamosfer kültürü 
 

Mamosferler (kürecik yapıları); parental MCF-7 hücrelerinden zenginleştirilen ve 

KKH’lere özgü olarak serum içermeyen besiyeri ortamında, yüzey bağımsız büyüyebilme 

kabiliyeti olan (kendini-yenileme) özel bir hücre alt grubu olarak tanımlanmaktadır.  

 

3.2.3.6. Kullanılan besiyerinin hazırlanması 
 

Mamosferler (MCF-7s),  içerisinde 1X konsantrasyonda B27 Supplement (vitamin A 

içermeyen), 2 µg/ml heparin, 20 ng/ml EGF ve %0,5 primocin bulunan MEBM büyüme 

ortamı kullanılarak kültüre edildi. 

 

3.2.3.7. MCF-7s hücrelerinin elde edilmesi ve çoğaltılması  
 

Öncelikle parental MCF-7 hücreleri, KKH bakımından zengin populasyonun (MCF-7s) 

elde edilmesi amacıyla, hücre kültüründe çoğaltıldı ve uygun sayıya ulaşınca tripsin 

işlemi ile yüzeyden ayrılması sağlandı. Hücreler, MEBM büyüme ortamında süspanse 

hale getirildikten sonra kümeleşmelerini önlemek amacıyla 1 ml insülin enjektöründen 

geçirilerek süspansiyon içerisinde tek hücre olacak şekilde dağılmaları sağlandı. Daha 

sonra, hücre sayısı 5×105 olacak şekilde içerisinde 10 ml MEBM bulunan 75 cm2’lik 

“ultra-low attachment” flasklara alınarak 37oC’de, %5 CO2 içeren ortamda 7-10 gün 

süreyle mamosferlerin oluşumu sağlandı. 

 

3.2.3.8. MCF-7s hücrelerinin pasajlanması 
 

Mamosfer oluşumu yeterli sayıya ulaştığında, flask içerisindeki besiyeri falkon tüpe 

toplandı. Flask yüzeyi 1X PBS ile (4 ml) yıkanarak içerik ilgili tüpe aktarıldı ve 1000 

rpm’de 10 dakika santrifüj işlemi gerçekleştirildi. Santrifüj sonunda, süpernatant nazikçe 
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uzaklaştırılarak pelet 1 ml Tryple Select ile 8-10 dakika boyunca muamele edildi. Bu 

aşamada süspansiyon içerisinde tek hücre olacak şekilde ayrılıp ayrılmadıkları 

hemositometre ile kontrol edildi. Hücrelerin ayrıldığından emin olunduktan sonra, falkon 

tüpe 5-7 ml 1X PBS eklendi ve 1000 rpm’de 10 dakika santrifüj işlemi gerçekleştirildi. 

Santrifüj sonunda, süpernatant nazikçe uzaklaştırılarak pelet ilgili çalışma için gerekli 

hacimlerde MEBM ile sulandırılarak deneylerde kullanıldı.  

 

3.2.3.9. Hemositometre ile hücrelerin sayımı 
 

Hücre sayımı için; tripsinizasyon işlemi sonucunda elde edilen hücre süspansiyonundan 

10 µl alınarak üzerine eşit miktarda %0,5 tripan mavisi eklendi ve homojen şekilde 

karışmaları sağlandı. Bu karışımdan 10 µl alınarak thoma lamı üzerinde beş farklı alanda 

hücre sayımı yapıldı. Bulunan sayı, sulandırma katsayısı ile çarpılarak 1 ml besiyerinde 

bulunan hücre sayısı belirlendi. 

 

3.2.4. ATP (Adenozin Trifosfat) canlılık metodu 
 

ATP yöntemi, hücrelerdeki intraselüler ATP içeriğinin ölçülerek yaşayan hücrelerin 

sayısının belirlenmesi amacıyla kullanılmaktadır (Andreotti ve ark. 1995). Yöntemin 

prensibi; Mg+2 ve ATP varlığında lüsiferinin, lüsiferaz enzimi ile oksilüsiferine katalize 

olarak lüminesans sinyal oluşturması esasına dayanmaktadır. ATP seviyesi ölçümü, 

lüminesans temelli yönteme bağlı olarak hem diğer canlılık yöntemlerinden çok daha 

hassastır hem de düşük hücre sayılarında bile (20 hücreye kadar) canlı hücre sayısı ile 

yöntemde okunan RLU (relative light unit) değerleri arasında mükemmel bir korelasyon 

bulunmaktadır (Ulukaya ve ark. 2008). Bu nedenle, MCF-7 hücrelerine kıyasla daha 

düşük sayıda elde ettiğimiz MCF-7s hücrelerinde olası sitotoksik etkileri değerlendirme 

sürecinde deney sonucunun güvenirliliği açısından ideal bir yöntemdir. 

 

Bu amaçla, MCF-7s hücreleri 100 µl içerisinde 2,5×103 hücre/kuyu olacak şekilde 96 

kuyucuklu “ultra-low attachment”  hücre kültür kaplarına ekilerek 4-5 gün süreyle 

mamosfer oluşturmaları sağlandı. Mamosfer oluşumu sağlandıktan sonra; VPA (0,63-10 

mM) ve Nik’in (0,1-10 µM) farklı konsantrasyonları 24, 48 ve 72 saat süreyle; DAC’ın 

(6,25-100 µM) farklı konsantrasyonları ise 24 ve 48 saat süreyle uygulandı.  
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Parental MCF-7 hücreleri ise 100 µl içerisinde 5×103 hücre/kuyu olacak şekilde 96 

kuyucuklu hücre kültür kaplarına ekildi. Hücre ekiminden bir gün sonra VPA’nın 

belirtilen konsantrasyonları 24, 48 ve 72 saat süreyle, DAC’ın belirtilen konsantrasyonları 

ise 24 ve 48 saat süreyle uygulandı.  

 

MCF-7s hücrelerinde kombinasyon çalışmaları: Nik için belirlenen konsantrasyon, 1 µM,   

50 µl içerisinde olacak şekilde hazırlanarak kuyulara eklendi ve hücreler 24 saat süreyle 

inkübasyona bırakıldı (ön-tedavi). 24 saatlik sürenin sonunda; VPA (0,63-5 mM) ve DAC 

(2,5-20 µM)’ın farklı konsantrasyonları 50 µl içerisinde olacak şekilde kuyulara 

eklenerek hücreler 48 ve 72 saat süreyle inkübasyona bırakıldı. 

 

Negatif kontrol (maksimum canlılık, tedavi edilmemiş hücre kontrolü) için 100 µl 

besiyeri içerisine ilgili hücreler için belirtilen sayılarda ekim yapıldı. Pozitif kontrol 

(minumum canlılık, % 100 öldüren doz) olarak 100 µl hücre süspansiyonu içerisine 100 

µl hücre ölümünü % 100 indüklediği bilinen % 1‘lik Triton X-100 ilave edildi. ATP 

canlılık testi 96-kuyucuklu hücre kültür kaplarında her bir doz için 3 farklı kuyucuk 

kullanılarak ve en az 2 bağımsız deney olacak şekilde gerçekleştirildi.  

 

Belirtilen süreler sonrasında, hücrelerin intraselüler ATP içeriğini belirlemek amacıyla 

kuyulara 50 µl 5X TCER (Tumor Cell Extraction Reagent, DCS Innovative Diagnostik 

Systeme) eklendi ve 30 dakika süreyle lizis işlemi gerçekleştirilerek hücre içerisindeki 

ATP’nin dışarı çıkması sağlandı. Süre sonunda, hücre kültür süspansiyonundan 50 µl 

alınarak beyaz renkli 96 kuyulu hücre kültür kaplarına aktarıldı ve ardından her kuyuya 

50 µl lusiferin-lusiferaz enzimi içeren solüsyon ilave edildi. Tedavi uygulanmış 

hücrelerdeki ve kontrol hücrelerindeki ATP içeriği lusiferin-lusiferaz bioluminesans 

reaksiyonu yardımıyla ölçme zamanı 1 saniye olacak şekilde luminometre (Bio-Tek, 

USA) kullanılarak ölçüldü. Sonuçlar rölatif ışık ünitesi (Relative Light Unit, RLU) olarak 

elde edildi ve tedavi uygulanmış ve kontrol hücrelerinden elde edilen RLU değerlerine 

göre örneklerin % canlılığı hesaplandı: Canlılık (%) = [100 x (Örnek RLU)/(Kontrol 

RLU)]. 
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3.2.5. Kaspazla kırılmış sitokeratin 18 (M30) düzeylerinin belirlenmesi 
 

Epitelyal hücrelerde sitoiskeletin önemli bir proteini olan sitokeratin 18 (CK18), 

apoptozis sürecine özgü olarak aktifleşen bir enzim grubu olan kaspazlar tarafından 

kırılarak, kırılmış CK18’i (CK18-Asp396, M30) oluşturmaktadır (Leers ve ark. 1999). 

Bu yöntemin prensibi ise özellikle CK18’in Asp396’da kırılan fragmanını tanıyan M30 

monoklonal antikorunun, hücrelerin bulunduğu ortam ile temas ettirilerek sitokeratinler 

üzerinden kaspaz bağımlı apoptozisin varlığının gösterilmesi esasına dayanmaktadır.  

 

ELISA metoduyla M30 Antijen fragmentini belirlemek için; MCF-7s hücreleri 5×103 

hücre/kuyu olacak şekilde 96 kuyucuklu “ultralow attachment” hücre kültür kaplarına 

ekildi ve 4-5 gün süreyle mamosfer oluşturmaları sağlandı. Mamosfer oluşumu 

sağlandıktan sonra, hücreler Nik (1 µM, 24 saat ön-tedavi) ve VPA’nın kombinasyon 

çalışmalarından elde edilen sonuçlar dikkate alınarak seçilen 0,63 ve 1,25 mM VPA 

konsantrasyonları ile 48 ve 72 saat süreyle muamele edildi. Süre sonunda, hücrelerin lizis 

işlemi 10 μl %10’luk NP-40 ile 15-20 dakika süreyle oda sıcaklığında 600 rpm çalkalayıcı 

kullanılarak gerçekleştirildi. Tüm kuyulardaki lizat toplanarak 2000 rpm’de 30 saniye 

süreyle santrifüj edildi. Santrifüj sonrasında, M30 Cytodeath ELISA kiti (Peviva, İsviçre) 

içeriğine uygun olarak ve 2 bağımsız deney şeklinde gerçekleştirildi. Yüzeyi CK18’i 

tanıyan fare monoklonal M30 antikoru kaplı kuyucuklara 25 μl süpernatantlar ile 75 μl 

horseradish peroksidaz konjugatı eklenerek 600 rpm çalkalayıcıda, oda sıcaklığında 4 

saat inkübasyona bırakıldı. Süre sonunda, kuyulara 250 μl yıkama solüsyonu ilave 

edilerek 5 kez yıkama yapıldı ve hemen ardından 200 μl TMB substratı eklenerek oda 

sıcaklığında, karanlıkta, 20 dakika boyunca bekletildi. Reaksiyon, 1N H2SO4 içeren 50 

µl stop çözeltisi kullanılarak durduruldu ve oluşan renk şiddeti, spektrofotometre ile 450 

nm’de (FLASHScan S12, Jena, Almanya) ölçüldü. 

 

3.2.6. Hoechst 33342 ve Propidyum iyodür floresan boyama yöntemi  
 

Hoechst 33342, hücre membranından nüfuz ederek DNA'ya bağlanabilen bir boyadır ve 

bütün hücrelerin, canlı ve ölü (apoptotik/ nekrotik), nükleusunu boyamak için 

kullanılmaktadır. Hoechst 33342 boyama yönteminin prensibi, nükleus morfolojisine 

bakılarak hücrelerde ölüm modunun değerlendirilmesi esasına dayanır.  
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Propidyum iyodür (PI), canlı hücreler tarafından dışarı atılan ve sadece membranı 

hasarlanmış hücrelere girebilen, dolayısıyla tüm ölü hücreleri, primer nekrotik veya geç 

apoptotik/sekonder nekrotik, boyamak için kullanılan floresan nükleik asit boyasıdır. 

Hücre kültürü ortamında, erken dönem apoptotik hücrelerin membranları intakt olmasına 

rağmen daha ileri dönemlerde geç apoptozis/sekonder nekrozun gelişmesi ile hücrelerin 

membran bütünlükleri bozularak PI boyası ile pozitif boyanmaktadırlar (Ulukaya ve ark. 

2011). Apoptotik hücreler için normal hücrelere kıyasla daha küçük (piknotik), ve/veya 

fragmente nükleus varlığı gibi özellikler aranırken, nekrotik hücreler için nükleusun 

normal hücrelerden biraz daha büyük olması ve daha az boya alması özelliği 

aranmaktadır. Dolayısıyla, Hoechst 33342 + (piknotik ve/veya fragmente nükleus 

yokluğunda)/ PI – gözlenen hücreler canlı; Hoechst 33342 + (piknotik ve/veya fragmente 

nükleus varlığında)/ PI – gözlenen hücreler erken apoptotik;  Hoechst 33342 + (piknotik 

ve/veya fragmente nükleus varlığında)/ PI + gözlenen hücreler geç apoptotik veya 

sekonder nekrotik;  Hoechst 33342 + (piknotik ve/veya fragmente nükleus yokluğunda)/ 

PI + gözlenen hücreler ise nekrotik kabul edilerek değerlendirme yapılmaktadır. 

 

Bu amaçla, MCF-7s hücreleri 5×103 hücre/kuyu olacak şekilde 96 kuyucuklu “ultralow 

attachment” hücre kültür kaplarına ekildikten sonra 4-5 gün süreyle mamosfer 

oluşturmaları sağlandı. Hücreler, Nik (1 µM) ile 24 saat ön-tedavi uygulamasını takiben 

VPA’nın 0,63 ve 1,25 mM dozlarıyla 48 ile 72 saat süreyle muamele edildi. Süre sonunda 

hücreler; 1X PBS içerisinde, Hoechst 33342 (200 µg/ml) boyası için son konsantrasyon 

5µg/ml, PI (100 µg/ml) boyası için ise 1µg/ml olacak şekilde hazırlanan boyama 

solüsyonu ile 30 dakika boyunca inkübe edilerek floresan mikroskop altında 

değerlendirildi. 

 

3.2.7. Akım sitometri analizleri  
        

3.2.7.1. Hücre canlılığının belirlenmesi 
 

ATP canlılık yöntemi kullanılarak elde edilen sonuçların doğrulanması amacıyla, hücre 

sayısı ve canlılığının kantitatif olarak belirlenmesine olanak veren floresan temelli bir 

yöntem kullanıldı. Bu yöntemin prensibi; canlı ve ölü hücrelerin, DNA’ya bağlanabilen 

boyalara karşı geçirgenliğine dayalı olarak farklı boyanmaları esasına dayanır.  
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Muse™ Count & Viability kiti içerisindeki mevcut DNA'ya bağlanabilen boyalardan biri 

hücre membranından nüfuz ederek canlı ve ölü bütün hücrelerin nükleusunu boyarken, 

diğeri yalnızca membran bütünlüğünü kaybetmiş, dolayısıyla ölü ya da ölmek üzere olan 

hücrelerin nükleusunu boyamaktadır.  

 

Çalışma için; MCF-7s hücreleri 2×105 hücre/kuyu olacak şekilde 6 kuyucuklu “ultralow 

attachment” hücre kültür kaplarına ekildi ve 4-5 gün süreyle mamosfer oluşturmaları 

sağlandı. Hücreler,  Nik (1 µM) ile 24 saat ön-tedavi uygulamasını takiben VPA’nın 0,63 

ve 1,25 mM dozlarıyla 48 ile 72 saat süreyle muamele edildi. Süre sonunda, hücreler 

toplanarak santrifüj işlemi gerçekleştirildi ve ardından Tryple Select ile muamele edilerek 

süspansiyon içerisinde tek hücre olacak şekilde ayrılmaları sağlandı. 800 rpm’de 5 dakika 

santrifüj sonrası süpernatantlar uzaklaştırılarak pelet üzerine 100 μl %1 FBS içeren 

besiyeri eklendi. Bu hücre süspansiyonundan, ilgili ependorflara 50 μl alındı ve üzerlerine 

150 μl Muse™ Count & Viability solüsyonu eklendi.  Oda ısısında 5 dakika inkübasyon 

sonrasında Muse™ Cell Analyzer cihazı ile ölçüm yapıldı.  

 

3.2.7.2. Mitokondri membran potansiyelinin belirlenmesi 
 

Mitokondride meydana gelen değişiklikler, hücre sağlığı ve stresi ile ilişkili oldukça 

duyarlı belirteçlerden biri olup mitokondri iç membranında transmembran potansiyel 

kaybı sıklıkla erken dönem apoptozis süreci ile ilişkilendirilmektedir (Hearps ve ark. 

2002). Bu yöntemin prensibi, katyonik, lipofilik bir boyanın sağlıklı mitokondrilerde iç 

membranda birikerek yüksek floresan sinyal üretmesi, depolarize olmuş mitokondri 

varlığında ise bu sinyalin azalması esasına dayanmaktadır.  

 

Çalışma için; MCF-7s hücreleri 1×105 hücre/kuyu olacak şekilde 6 kuyucuklu “ultralow 

attachment” hücre kültür kaplarına ekildi ve 4-5 gün süreyle mamosfer oluşturmaları 

sağlandı. Hücreler,  Nik (1 µM) ile 24 saat ön-tedavi uygulamasını takiben VPA’nın 0,63 

ve 1,25 mM dozlarına 48 ve 72 saat süreyle maruz bırakıldı. Süre sonunda, hücreler 

toplanarak santrifüj işlemi gerçekleştirildi ve ardından Tryple Select ile muamele edilerek 

süspansiyon içerisinde tek hücre olacak şekilde ayrılmaları sağlandı. 800 rpm’de 5 dakika 

santrifüj sonrası süpernatantlar uzaklaştırılarak pelet, 100 μl %1 FBS içeren besiyeri ile 

sulandırıldı. Ardından, üzerine 95 μl, 1X çalışma tampon çözeltisi ile sulandırılarak 

hazırlanan (1:1000),  MitoPotential boyama solüsyonu eklendi. Kısa bir pipetaj işlemi 
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yapıldıktan sonra hücreler 20 dakika boyunca 37oC’de, %5 CO2’li inkübatörde 

inkübasyona bırakıldı. Süre sonunda, üzerlerine 5 μL 7-AAD boyası eklenen örnekler 5 

dakika oda sıcaklığında tutuldu ve Muse™ Cell Analyzer cihazı ile ölçüm yapıldı. 

 

3.2.7.3. Bcl-2 aktivasyonunun belirlenmesi 
 

Bcl-2 ailesinin üyeleri anti-apoptotik ve pro-apoptotik proteinler olmak üzere iki alt 

gruptan oluşmaktadır. Anti-apoptotik Bcl-2 proteini, mitokondriyal membran 

geçirgenliğini kontrol eden proteinleri düzenleyerek sitokrom c salınımının 

önlenmesinden sorumludur. Bcl-2’nin anti-apoptotik fonksiyonu fosforilasyon düzeyinde 

düzenlenmekte olup özellikle Ser70 fosforilasyonunun apoptozis ve otofaji süreçlerinde 

önemli role sahip olduğu bilinmektedir (Murphy ve ark. 2000, Wei ve ark. 2008). Bu 

yöntemin prensibi, Bcl-2’nin total (anti-Bcl-2-PECy5) ve fosforlanmış (anti-phospho-

Bcl-2 (Ser70)-Alexa Fluor®555) düzeylerini belirleyen iki farklı antikor kullanımı ile 

total Bcl-2 ifadesine göre Bcl-2 fosforilasyonunun ölçülmesi esasına dayanmaktadır. 

 

Çalışma için; MCF-7s hücreleri 1×105 hücre/kuyu olacak şekilde 6 kuyucuklu “ultralow 

attachment” hücre kültür kaplarına ekildi ve 4-5 gün süreyle mamosfer oluşturmaları 

sağlandı. Hücreler,  Nik (1 µM) ile 24 saat ön-tedavi uygulamasını takiben VPA’nın 0,63 

ve 1,25 mM dozlarına 48 ve 72 saat süreyle maruz bırakıldı. Süre sonunda, hücreler 

toplanarak santrifüj işlemi gerçekleştirildi ve ardından Tryple Select ile muamele edilerek 

süspansiyon içerisinde tek hücre olacak şekilde ayrılmaları sağlandı. 300 g’de 5 dakika 

santrifüj sonunda örnekler 1X PBS ile yıkandı. Fiksasyon işlemi için hücre peleti tampon 

çözeltisi ve fiksatif (1:1) ile sulandırılarak 5 dakika buz üzerinde tutuldu. Süre sonunda, 

300 g’de 5 dakika santrifüj işlemi gerçekleştirildi ve pelet 100 µl permeabilizasyon 

solüsyonu ile 5 dakika buz üzerinde inkübe edildi. Süre sonunda, 300 g’de 5 dakika 

santrifüj işlemi gerçekleştirildi. Pelet, kit içerisindeki antikorlar ile hazırlanan çalışma 

solüsyonu (1:20) ile 30 dakika boyunca oda sıcaklığında, karanlıkta inkübasyona 

bırakıldı. İnkübasyon sonunda hücreler 300 g’de 5 dakika santrifüj edildi ve tampon 

çözeltisi ile sulandırılarak Muse™ Cell Analyzer cihazı ile analizi yapıldı. 
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3.2.7.4. γH2A.X aktivasyonu ile DNA hasarının belirlenmesi 
 

H2A.X histon H2A ailesinin bir üyesi olup DNA hasarına yanıttan sorumlu sinyal 

yolağında görev almaktadır. Histon H2A.X’in Ser 139 fosforilasyonu (γH2A.X), DNA 

hasarında önemli bir belirteçtir (Tanaka ve ark. 2007). DNA hasar düzeyi arttıkça, 

γH2A.X düzeyleri de artarak hasarlı bölgede birikmektedir. γH2A.X birikimi ise 

hücrelerdeki DNA hasar düzeyini belirlemede kullanılmaktadır. Bu yöntemin prensibi, 

Histon H2A.X’in total (anti-Histone H2A.X-PECy5) ve fosforlanmış (anti-phospho-

Histone H2A.X (Ser139)-Alexa Fluor®555) düzeylerini belirlemeye olanak veren iki 

farklı antikorun kullanımıyla total H2A.X ifadesine göre γH2A.X’in ölçülmesi esasına 

dayanmaktadır. 

 

Çalışma için; MCF-7s hücreleri 1×105 hücre/kuyu olacak şekilde 6 kuyucuklu “ultralow 

attachment” hücre kültür kaplarına ekildi ve 4-5 gün süreyle mamosfer oluşturmaları 

sağlandı. Hücreler,  Nik (1 µM) ile 24 saat ön-tedavi uygulamasını takiben VPA’nın 0,63 

ve 1,25 mM dozlarına 48 ve 72 saat süreyle maruz bırakıldı. Süre sonunda, hücreler 

toplanarak santrifüj işlemi gerçekleştirildi ve ardından Tryple Select ile muamele edilerek 

süspansiyon içerisinde tek hücre olacak şekilde ayrılmaları sağlandı. 300 g’de 5 dakika 

santrifüj sonunda örnekler 1X PBS ile yıkandı. Fiksasyon işlemi, hücre peletinin tampon 

çözeltisi ve fiksatif (1:1) ile 5 dakika buz üzerinde tutularak gerçekleştirildi. 300 g’de 5 

dakika santrifüj işlemi sonrasında, pelet 100 µl permeabilizasyon solüsyonu ile 5 dakika 

boyunca buz üzerinde bekletildi. Süre sonunda, 300 g’de 5 dakika santrifüj işlemi 

gerçekleştirildi ve pelet, kit içerisindeki antikorlar ile hazırlanan çalışma solüsyonu (1:20) 

ile 30 dakika boyunca oda sıcaklığında, karanlıkta inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon 

sonunda hücreler 300 g’de 5 dakika santrifüj edildi ve tampon çözeltisi ile sulandırılarak 

Muse™ Cell Analyzer cihazı ile analizi yapıldı. 

 

3.2.8.Asetillenmiş histon H3 düzeylerinin belirlenmesi 
 

Histon deasetilaz inhibitörü olan VPA’nın MCF-7s hücrelerinde asetillenmiş histon H3 

düzeyleri üzerine etkisi PathScan Acetylated Histone H3 Sandwich ELISA kit (Cell 

Signaling Technology) kullanılarak belirlendi. Bu yöntemin prensibi histon H3 

üzerindeki asetillenmiş lizinlerin endojen düzeylerini göstermesi esasına dayanır.  
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Bu amaçla, MCF-7s hücreleri 7,5×104 hücre/kuyu olacak şekilde 6 kuyucuklu “ultralow 

attachment” hücre kültür kaplarına ekildi ve 4-5 gün süreyle mamosfer oluşturmaları 

sağlandı. Hücreler,  Nik (1 µM) ile 24 saat ön-tedavi uygulamasını takiben VPA’nın 0,63 

ve 1,25 mM dozlarına 48 ve 72 saat süreyle maruz bırakıldı. Süre sonunda, hücrelere lizis 

işlemi uygulanarak içlerindeki proteinlerin açığa çıkması sağlandı. Total protein 

konsantrasyonu BCA yöntemi kullanılarak belirlendi. Asetillenmiş histon H3 düzeyleri, 

her bir doz için 2 bağımsız deney olacak şekilde belirlendi. Her lizat için, protein 

konsantrasyonu 1,5 mg/ml olacak şekilde kit içerisinde bulunan Sample Diluent ile 

dilüsyon yapıldı. Lizatların protein konsantrasyonları eşitlendikten sonra, yüzeyleri 

histon H3 ile kaplı kuyucuklara 100 µl eklenerek 37oC’de 2 saat inkübasyona bırakıldı. 

Süre sonunda, kuyulara 200 µl yıkama solüsyonu ilave edilerek 4 kez yıkama yapıldı ve 

hemen ardından 100 µl Detection antikor (1:11 oranında hazırlandı) ilave edilerek 

37oC’de 1 saat inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon süresi sonunda yıkama işlemi tekrar 

edildi ve kuyulara 100 µl horseradish peroksidaz (HRP)-bağlı ikincil antikor (1:11 

oranında hazırlandı) eklenerek 37oC’de 30 dakika inkübasyona bırakıldı. Süre sonunda 

yıkama işlemi tekrarlanarak kuyulara 100 µl TMB substratı ilave edildi. 37oC’de 10 

dakika inkübe edildikten sonra 100 µl stop çözeltisi ilave edilerek oluşan renk şiddeti, 

spektrofotometre ile 450 nm’de (FLASHScan S12, Jena, Almanya) ölçüldü. 

 

3.2.9. Western blot analizi 
 

Hücrelerden elde edilen bir protein karışımında, aranan (hedef) proteinin varlığını 

göstermek ve molekül ağırlığını belirlemek amacıyla kullanılan özel bir protein-protein 

hibridizasyon tekniği olan western blot analizi (immunoblotlama) dört ana kısımdan 

oluşmaktadır: 

 

1. Örneklerin Hazırlanması: İşaretlenmek istenen proteine uygun lizis tamponu seçilerek 

ilgili proteinlerin hücrelerden salınımı sağlanarak protein lizatı elde edilir. Elde edilen 

lizatın protein konsantrasyonu belirlendikten sonra lizatlar -200C’de saklanır. 

2. Elektroforez ve Transfer: Proteinler denatüre edilip, indirgenerek Sodyum Dodesil 

Sülfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) yöntemiyle jel üzerinde 

birbirlerinden ayrılmaları sağlanır. Jelde büyüklüklerine göre ayrılarak bantlar oluşturan 

protein molekülleri, elektrotransfer tekniği ile bir membrana aktarılırlar. 
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3. İlgili proteinlerin işaretlenmesi: Membrana sırasıyla; bloklama, hedef proteine özgü 

antikor, bu antikoru tanıyan ve yapısına enzim ilave edilmiş ikincil bir antikor ile 

muamele uygulanır. 

4. Görüntüleme ve Analiz: Bu aşamada, söz konusu enzimin substratı ile muamelesi 

sonucunda meydana gelen kimyasal ışıma (kemiluminesan)  aracılığı ile hedef proteinin 

membran üzerinde görüntülenmesi sağlanır (Şekil 3.1). 

 

SDS-PAGE yöntemiyle proteinlerin moleküler ağırlıklarına göre ayırımı toplayıcı ve 

ayırıcı jel olmak üzere iki farklı agaroz jel kullanımıyla sağlanmaktadır. Toplayıcı jel 

(pH: 6,8) düşük akrilamid konsantrasyona sahip olup gözenekli jeli oluştururken, ayırıcı 

jel (pH:8,8) yüksek poliakrilamid konsantrasyonu ile daha dar gözenekli jel oluşumunu 

sağlamaktadır. Bu sayede, küçük proteinler büyük proteinlere kıyasla daha kolay ve hızlı 

ilerleyebilmektedir. Proteinlerin sadece büyüklüklerine göre ayrımını sağlamak 

amacıyla; önce ısı ile denatüre edilmeleri ve sonra Sodyum Dodesil Sülfat (SDS) negatif 

yüklü hale getirerek lineer bir forma dönüşmeleri sağlanmaktadır. Negatif yük ile 

yüklenen proteinler elektroforez sırasında anoda göç ederken farklı protein bantları 

halinde odaklanmakta ve kemiluminesans prensibinden yararlanılarak 

görüntülenmektedir (Mahmood ve Yang 2012). 

 

Toplam protein izolasyonu için, MCF-7s hücreleri 2,5×105 hücre olacak şekilde 25 cm2 

“ultralow attachment” flasklara ekilerek 4-5 gün süreyle mamosfer oluşturmaları 

sağlandı.  Hücreler,  Nik (1 µM) ile 24 saat ön-tedavi uygulamasını takiben VPA’nın 1,25 

mM dozu ile muamele edilerek 48 ve 72 saat süreyle 370C, %5 CO2’li ortamda 

inkübasyona bırakıldı. 
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Şekil 3.1. Western blot aşamalarının şematik gösterimi (Abcam 2010) 
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3.2.9.1. Protein izolasyonu 
 

Lizis tamponu: 1 ml lizis tamponu (RIPA lysis buffer, Santa Cruz Biotechnology Inc., 

CA, USA) için 10 µl 200 mM PMSF (Santa Cruz, CA, USA), 10 µl 100 mM sodyum 

ortovanadat (Santa Cruz, CA, USA), 15 µl proteaz inhibitör kokteyl (Santa Cruz, CA, 

USA) eklendi. Solüsyon karanlıkta hazırlandı. 

 

Lizis işlemi için, kontrol ve tedavi uygulanmış grupların süpernatantları, ilgili falkonlara 

(buz üzerinde) toplandı ve süspansiyon +4°C, 1000 g’de 5 dakika santrifüj edildi. 

Santrifüj sonrası süpernatantlar nazikçe uzaklaştırılarak pelet üzerine 0,05 ml lizis 

tamponu eklendi. Örnekler, 45 dakika boyunca karanlıkta, buz üzerinde bekletildi ve bu 

esnada 2 kez (15 ve 30. dakikalarda) onar saniye olmak üzere sonikasyona maruz 

bırakıldı. Süre sonunda, +4°C, 10 000 g’de 30 dakika santrifüj (Eppendorf AG, Hamburg, 

Germany) edildi. Örnek süpernatantları 0,5 ml’lik tüplere toplanarak protein miktarları 

ölçüldü. 

 

3.2.9.2. Protein konsantrasyonunun ölçülmesi 
 

3.2.9.2.1.BSA standartlarının hazırlanması 
 

İlgili örnekteki protein miktarlarını ölçebilmek amacıyla sığır serum albumin (BSA) 

proteini 2, 1,6, 1,2, 0,8, 0,4 mg/ml olacak şekilde RIPA lizis tamponu ile hazırlanarak bir 

standart eğri grafiği çizildi.  

 

3.2.9.2.2. Biçinkoninik asit (BCA) ölçümünün yapılması 
 

BCA protein tayin yönteminde bakır sülfat, BCA solüsyonuna eklendiğinde oluşan 

kompleks elma yeşili bir renk almakta ve bu solüsyon, proteinlerin peptit bağları ile 

etkileştiğinde Cu++ iyonlarını Cu+ iyonlarına indirgeyerek kompleksin rengini mora 

çevirmektedir. BCA ölçümü için; 96 kuyucuklu plate kullanılarak her bir kuyuya 10 μl 

hazırlanan standartlar ile konsantrasyonu bilinmeyen örnekler eklendi. Kuyuların üzerine 

190 μl çalışma çözeltisi (kit içeriğinde yer alan Reagent A ve Reagent B, 1:50 olacak 

şekilde hazırlandı) pipetlendi ve plate 30 dakika 37oC’de inkübasyona bırakıldı. Süre 

sonunda oluşan renk şiddeti, spektrofotometde 570 nm’de okundu. 
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3.2.9.2. Elektroforez ve transfer 
 

3.2.9.2.1. Çözeltiler  
 

MES SDS Running Buffer (Nu-PAGE, 20X, İnvitrogen, USA): 30ml Running buffer, 

570 ml ultra saf H2O ile tamamlandı. 

Nu-PAGE LDS Sample Buffer (4X, İnvitrogen, USA) 

Nu-PAGE Sample Reducing Agent (10X, İnvitrogen, USA) 

Nu-PAGE Antioksidant (İnvitrogen, USA) 

%4-12 gradient, NuPAGE Bis-Tris Mini Gels, 1 mm, 12 kuyucuk (İnvitrogen, USA) 

10X TBS-T (Tris-Buffer Saline-%0,1 Tween 20; pH:7,6): Tris base; 24,23 g, NaCl; 80,06 

g ve Tween20; 10 ml kullanılarak 1L ultrasaf H2O ile çözüldü. 

Biotinylated Protein Ladder Detection Pack (Cell signalling, USA) 

Phototope®-HRP Western Blot Detection System (Cell signalling, USA) 

 

3.2.9.2.2. Proteinlerin yüklenmesi ve jelde yürütülmesi  
 

Örnekler istenen hacimlerde (%65 lizat çözeltisi) toplam protein miktarı 20 μg ve sample 

buffer (%25)  ve reducing agent (%10) 1X olacak şekilde 0,5 ml’lik tüplere pipetlendi. 

Ardından, protein denatürasyonu için çözeltiler ısı banyosunda 95°C’de 7 dakika 

bekletildi. Bu esnada jel, elektroforez tankına yerleştirildikten sonra SDS running buffer, 

doluluk sınırına kadar eklendi ve hazır jelde bulunan koruma sıvısı pipet yardımıyla al-

ver yapılarak uzaklaştırıldı. Ortama 500 μl antioksidan eklendi. Marker, yüklenmeden 

önce 95oC’de 2 dakika bekletildi. Daha sonra marker (5 μl) ve örnekler kuyulara pipet 

yardımıyla belirlenen miktarlarda yüklenerek 45 dakika 150V elektroforez işlemi 

gerçekleştirildi.  

 

3.2.9.2.3. Proteinlerin transferi  
 

Transfer işlemi için I-Blot jel transfer cihazına (İnvitrogen, USA) sırasıyla anot bakır (+), 

jel, ultra saf H2O ile ıslatılmış filtre kağıdı, katot bakır (-) ve sünger yerleştirilerek 8 

dakika boyunca transfer işlemi gerçekleştirildi.  
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3.2.9.2.3. İlgili proteinlerin belirlenmesi 
 

3.2.9.2.3.1. Bloklama 
 

Membranlar, 1X TBS-T içerisinde hazırlanan  %5’lik süt (Santa Cruz, CA, USA)  

çözeltisi ile 60 dakika boyunca çalkalayıcı üzerinde, oda sıcaklığında inkübe edildi. Süre 

sonunda, membranlar 1X TBS-T ile 3 defa 5 dakika süreyle yıkanarak bir sonraki 

aşamaya geçildi. 

 

3.2.9.2.3.2. Birincil antikor 
 

İlgili birincil antikorlar (Cell Signalling, USA; Çizelge 3.1), %5’lik BSA veya %5’lik süt 

çözeltisi içerisinde 1:1000 olacak şekilde hazırlandı ve membranlar ile 18 saat boyunca 

+40C’de çalkalayıcı üzerinde inkübasyona bırakıldı. Süre sonunda, 1X TBS-T ile 3 defa 

5 dakika yıkama işlemi gerçekleştirildi.  

 

3.2.9.2.3.3. İkincil antikor 
 

İlgili birincil antikora uygun Anti-Rabbit veya Anti-Mouse ikincil antikoru %5’lik süt 

çözeltisi içerisinde 1:2000 olacak şekilde,  Anti-biotin ise 1:1000 olacak şekilde 

hazırlandı ve membranlar üzerinde 60 dakika inkübe edildi. Süre sonunda, 3 defa 5 dakika 

1X TBS-T ile yıkama yapıldı.  

 

3.2.9.2.3.4. Görüntüleme 
 

Görüntüleme solüsyonu için, Lumiglo reagent A (20X, Cell Signaling, MA, USA) ve 

Peroksidaz reagent B (20X, Cell Signaling, MA, USA) ultrasaf H2O ile 1X olacak şekilde 

hazırlandı. Membranlar hazırlanan solüsyon ile 1 dakika inkübe edildikten sonra açığa 

çıkan kemiluminesans sinyal, Fusion FX-7 cihazı kullanılarak görüntülendi. 

  

3.2.9.2.3.5. Birincil ve ikincil antikorların membrandan uzaklaştırılması 
 

Birincil ve ikincil antikorları membrandan uzaklaştırmak (Stripping) için; 100 ml ultrasaf 

su içerisine 0,76 g Tris-base, 2 g SDS ve 700 μl ß-merkaptoetanol eklenerek stripping 

solüsyonu hazırlandı (1X, pH: 6,8). Membranlar, 500C’de, çalkalayıcada (900 rpm) 30 

dakika inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon süresi sonunda 4 defa 5 dakika 1X TBS-T ile 

yıkama yapılarak bloklama aşamasına geçildi. 
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Çizelge 3.1. Çalışma kapsamında kullanılan antikorların listesi 
 

Çalışma Kapsamında Kullanılan Antikorlar 

Anti-LRP6 Anti-HDAC1 Anti-Fas Anti-IRE1α 

Anti-p-LRP6 Anti-HDAC2 Anti-DR4 Anti-CHOP 

Anti-Dvl3 Anti-Ezh2 Anti-DR5 Anti-BIP 

Anti-Naked2 

Anti-Bmi1 

Anti-Sox2 

Anti-Tri-Methyl-

Histone H3 (Lys27) 

Anti-Kaspaz 8 

Anti-PARP 

Anti-Bax 

Anti-p53 

Anti-p21 

 

Anti-Non-phospho 

(Active) β-katenin 

(Ser33/37/Thr41) 

Anti-Tri-Methyl-

Histone H3 (Lys4) 

Anti-acetyl Histone 

H3 (Lys27) 

Anti- p62/SQSTM 

Anti-LC3B 

Anti-β katenin 

Anti-E kaderin 

Anti-acetyl Histone 

H3 (Lys9) 

Anti-ZEB1 Anti-Sitokeratin 18 

Anti-Fibronektin Anti-N kaderin Anti- β Aktin Anti-GAPDH 

 

3.2.10. Gen analizi 
 

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), genomik DNA’ daki özgül bölgelerin uygun in vitro 

koşullar altında çoğaltılması (amplifikasyonunu) esasına dayanmaktadır. PCR’ın 

prensibi; belirli sayıda tekrarlanan 3 temel basamağı kapsamaktadır: 

 

1. Amplifiye edilecek DNA’nın iki zincirinin yüksek sıcaklıkla birbirinden ayrılması  

(Denatürasyon, 940C). 

2. Primerlerin DNA’ daki hedef bölgelere bağlanmasına (hibridizasyon) olanak verecek 

sıcaklıkta zincirin uzaması (Annealing). Primerlerin ayrılmış DNA zincirleri üzerinde 

komplementer oldukları bölgeler ile eşleşerek, kalıp DNA zinciri ile primer arasında 

hidrojen bağlarının oluştuğu sıcaklık derecesi Tm ( erime noktası ) olarak 

adlandırılmaktadır ve bu sıcaklık derecesi primer dizisinin baz içeriğine göre 

değişmektedir. Primerdeki G ve C sayısı artıkça Tm derecesi artmaktadır. Optimal 

bağlanma sıcaklığı Tm = 4(G+C)+2(A+T) şeklinde hesaplanmaktadır ve genellikle Tm 

değerinin 50C aşağısı (güven payı) alınarak belirlenmektedir. 

3. Taq DNA polimeraz enziminin en yüksek aktivite gösterdiği sıcaklıkta (720C), 

primerlerin 3’ uçlarından başlamak üzere ortamdaki nükleotidleri kullanarak 5’ → 3’ 

yönünde primerlerin uzaması, tamamlayıcı zincir sentezi (Extension) (Yılmaz ve Devran 

2003) (Şekil 3.2). 
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PCR’in üç basamaktan oluşan ve yaklaşık olarak 10-15 dakika kadar devam eden birinci 

amplifikasyon aşaması, sıcaklığın tekrar 95˚C’ye yükseltilmesi ve aynı aşamaların 25-30 

kez tekrarlanmasıyla sonlandırılmaktadır. Böylece tek bir hedef DNA segmenti, 2n 

formülüne göre yaklaşık 33,6 milyon çoğaltılmış olmaktadır. 

 

 
 

Şekil 3.2. PCR döngüsünün basamakları (Anonim 2014) 
 

3.2.10.1. Eş zamanlı (Real-Time) PCR 
 

Real-time PCR, nükleik asit çoğalmasıyla eş zamanlı olarak artış gösteren floresan boya 

ve probların verdiği sinyalin izlenmesine dayalı olarak kısa sürede kantitatif sonuç 

verebilen bir PCR yöntemidir. Spesifik olmayan çift zincirli DNA’nın çoğaltımında 

yalnızca çift zincirli DNA’ya bağlandıklarında floresans veren boyalar (Syber green 1) 

kullanılarak çoğalmaya bağlı DNA miktarındaki artış, eş zamanlı olarak ortaya çıkan 

floresanın miktarıyla ölçülmektedir. Primerin bağlanmasını takiben gerçekleştirilen 

uzama aşamasında, hedef DNA’nın çift sarmal hale gelmesiyle DNA’nın küçük oluğuna 

bağlanan Syber green 1 miktarı ile buna bağlı yayılan floresans miktarında artış 

gözlenmektedir (Kubista ve ark. 2006). Bununla birlikte, floresans artışı her zaman 

spesifik amplifikasyonla ilişkili olmayabilmektedir. Çünkü ortamda hedef DNA dizisi 

olmadığında, çift sarmal DNA’ya bağlanan Syber green 1 primerlerin birbiri ile 

bağlanmaları (primer dimer) sonucunda da yapıya katılarak floresans oluşumuna sebep 

olabilmektedir. Bu olumsuz faktörü gidermek ve DNA’nın istenilen hedef bölge olup 

olmadığını anlayabilmek için DNA’ların erime eğrisi analizleri (melting curve) 
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yapılmaktadır. Erime eğrisi analizinde,  sıcaklık yavaş yavaş yükseltilir ve çift zincirli 

DNA birbirinden ayrılmaya başladığında (melting temperature= Tm) Syber green 1 boya 

serbest kalmakta ve okunan floresan miktarı da düşmektedir. Denatürasyon 

gerçekleştiğinde ise floresans sinyal aniden düşmektedir. Erime eğrisinden yararlanılarak 

aradığımız DNA parçasının Tm derecesi saptanabilmektedir. Çünkü her ürünün kendine 

özgü uzunluğu ve gen dizisi mevcuttur ve Tm sıcaklığı her ürün için özeldir. İncelenen 

örneğe ait Tm derecesi, aynı koşullarda işleme alınan pozitif kontrolün Tm derecesiyle 

karşılaştırılarak, PCR sonucunun doğru veya hatalı olduğuna karar verilmektedir (Günel 

2007). 

 

3.2.10.1.1. Hücrelerden total RNA izolasyonu 
 

Total RNA izolasyonu, Total RNA Purification Kit (Jena Bioscience, Almanya) 

kullanılarak yapıldı. Bu aşama için öncelikle, MCF-7s hücreleri 2,5×105 hücre olacak 

şekilde 25 cm2 “ultralow attachment” flasklara ekildi ve 4-5 gün süreyle mamosfer 

oluşturmaları sağlandı.  Hücreler,  Nik (1 µM) ile 24 saat ön-tedavi uygulamasını takiben 

VPA’nın 1,25 mM dozu ile muamele edilerek 12 ve 24 saat süreyle 370C, %5 CO2’li 

ortamda inkübasyona bırakıldı.  

 

Bu aşamada, kontrol ve tedavi uygulanmış grupların süpernatantları, buz üzerinde tutulan 

15 ml’lik falkonlara toplandı ve süspansiyon +4°C, 1000 rpm’de 10 dakika santrifüj 

edildi. Santrifüj sonrası süpernatantlar nazikçe uzaklaştırıldı ve pelet üzerine 0,05 ml lizis 

tamponu eklenerek pipet ile birkaç kez al-ver yapıldı. Ardından, lizis tamponunun 0,6 

katı olacak şekilde 2-propanol (300 µl) eklendi ve karışmaları için 5 saniye kadar vortex 

yapıldı. Kitin içeriğinde yer alan filtreli tüpler, toplama tüplerine yerleştirildi ve filtre tüpe 

100 µl aktivasyon tamponu eklenerek 10 000 g’de 30 saniye santrifüj edildi. Santrifüj 

sonrası toplama tüpündeki sıvı dökülerek filtre tüple tekrar birleştirildi ve ilgili örnekler 

için tüm hacim filtreli tüplere aktarıldı. 10 000 g’de 30 saniye santrifüj işlemi ardından 

filtre tüplere 500 µl primer yıkama tamponu eklendi ve 10 000 g’de 30 saniye santrifüj 

gerçekleştirildi. Santrifüj sonrası, filtre tüplere 500 µl primer yıkama tamponu eklendi ve 

10 000 g’de 30 saniye santrifüj edildi. Santrifüj sonrası, etanol kalıntılarından kurtulmak 

için tüpler 10 000 g’de 2 dakika santrifüj edildi ve filtre tüpler, temiz 1.5 ml’lik 

ependorflara yerleştirildi. Üzerlerine 40 ul elusyon tamponu eklendi ve oda ısısında bir 

dakika bekletildikten sonra 10 000 g’de 1 dakika santifüj işlemi yapıldı. Santrifüj 
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sonrasında tüpte bulunan RNA’ların kalitesi ve miktarları NanoDrop 2000 (Thermo 

Scientific, USA) cihazı ile ölçüldü. RNA miktarları 30 ng/µl ile 80 ng/µl arasında 

bulundu. Örnekler kullanılıncaya kadar -80oC’de saklandı. 

 

3.2.10.1.2. cDNA sentezinin yapılması 
 

Elde edilen total RNA örnekleri, SCRITPT cDNA Sentez Kiti (Jena Bioscience, 

Almanya) kullanılarak cDNA’ya çevrildi. Bu amaçla, kullanılacak örnek sayısından bir 

örnek fazla olacak şekilde “1 çevrim” sütunundaki hacimler (RNA hariç) ilgili sayı ile 

çarpılarak bir karışım (cDNA Sentez Karışımı) hazırlandı (Çizelge 3.2). Etiketli PCR 

tüplerine bu karışım eşit şekilde dağıtıldı ve örnekler RNA konsantrasyonları eşit olacak 

şekilde (200 ng) pipetlendi ve tüpler StepOne Plus cihazına yerleştirildi. Termal çevrim 

koşulu 42oC’de 10 dakika; 50oC’de 60 dakika olacak şekilde ayarlandı. Süre sonunda, 

örnekler Real-time PCR analizi için kullanılmak üzere -20oC’de saklandı. 

 

Çizelge 3.2. cDNA sentez karışımının hazırlanışı 
 

Bileşen Stok 

Konsantrasyonu 

Final 

Konsantrasyon 

1 çevrim (20 µL) 

RNaz-free su - - 20 µl’ye tamamla 

RNA - Total RNA: 

10 pg- 5 µg 

 

Ya da mRNA: 

10 pg-500 ng 

 

 

x µl 

Primer 100 µM Oligo-dT: 

500 pmol (300 ng) 

 

Hexamer: 

50 pmol (300 ng) 

0,1-0,2 µl 

0,5 µl 

0,5 µl 

SCRIPT RT 

Tampon 

5x 1x 4 µl 

dNTP Karışımı 10 mM (her biri) 500 µM (her biri) 1 µl 

DTT Stok Çözeltisi 100 mM 5 mM 1 µl 

RNaz inhibitör 40 ünite/µl 40 ünite 1 µl 

SCRIPT Reverse 

Transktriptaz 

200 ünite/µl 100 ünite 0,5 µl 
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3.2.10.1.3. Real-time PCR 
 

Elde edilen cDNA örneklerinden, KKH karakteri (OCT4) ve hücre ölümü (ATG5, 

BECN1, DR4, DR5 ve FAS) ile ilişkili genlerin ekspresyon seviyeleri, Real Time PCR 

kullanılarak araştırıldı. PCR karışımı; her gen için total reaksiyon hacmi 20 µl olacak 

şekilde, ilgili genlerin primerleri ile Power SYBR Green PCR master mix (Applied 

Biosystems, UK) kullanılarak hazırlandı (Çizelge 3.3). Hazırlanan bu karışımdan 18,5 µl 

alınarak PCR platelerinin örnek kuyucuklarına dağıtıldı ve üzerlerine ilişkili 

cDNA’lardan 1,5 µl pipetlendi. Plate, StepOne Plus cihazına yerleştirildi ve termal 

çevrim koşulu üretici firmanın yönergeleri doğrultusunda ayarlanarak PCR tamamlandı 

(Çizelge 3.4). Elde edilen sonuçlar 2-ΔΔCT metodu kullanılarak StepOne Plus v2.3 

(Applied Biosystems)  yazılımı ile değerlendirildi. 

 

Çizelge 3.3. PCR karışımının hazırlanması 
 

Bileşen 20 µl karışım için 

180 µl karışım için 

(1 gen için 8 kuyu 

+1 fazla kuyu; 9 

kuyu) 

Final 

konsantrasyon 

Power SYBR 

Green Master Mix 
10 µl 90 µl 1x 

Primer (Forward) 0,4 µl 3,6 µl 200 nM 

Primer (Reverse) 0,4 µl 3,6 µl 200 nM 

PCR-Grade Su 7,7 µl 69,3 µl - 

Toplam Karışım 18,5 µl 166,5 µl - 

 

Çizelge 3.4. PCR için termal çevrim koşulu 

 

Aşama AmpliTag Gold Enzim 

Aktivasyonu 

PCR 

Tutma Döngü (40 Döngü) 

Denatürasyon Bağlanma/Uzama 

Zaman 10 dakika 15 saniye 60 saniye 

Sıcaklık (oC) 95 95 60 
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3.2.11. İstatistiksel analiz 
 

Tüm istatistiksel analizler GraphPad Prism 6.0 (Demo Versiyonu) programı kullanılarak 

yapıldı. Gruplar arasındaki istatistiksel anlamlılık tek yönlü varyans analizi (one-way 

ANOVA) ile Tukey çoklu karşılaştırma (post-hoc) testi kullanılarak hesaplandı. 

İstatistiksel olarak anlamlı veriler p<0,05 değerine göre belirlendi.  3 tekrarlı yapılan tüm 

analizlerin sonuçları ortalama ve standart sapma ile verildi. Kombinasyon indeksi (CI; 

combination index) değerleri, CalcuSyn Version 2.1 (Biosoft, UK) yazılımı kullanılarak 

Chou-Talalay metoduna göre hesaplandı. 
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4. BULGULAR 
 

4.1. Kanser Kök Hücrelerinin (MCF-7s) Elde Edilmesi ve Karakterizasyonu 
 

Öncelikle, parental MCF-7 hücrelerinden KKH’lerine özgü olarak serum içermeyen 

koşullar altında yüzey bağımsız büyüyebilen ve mamosfer oluşturabilen hücre 

populasyonunun (MCF-7s) zenginleştirilmesi sağlandı. Bu koşullar altında kültüre edilen 

parental MCF-7 hücrelerinin 5-7 gün sonra etkin bir şekilde düzgün küresel morfolojiye 

sahip yüzen koloniler (mamosfer) oluşturduğu gözlendi (Şekil 4.1A). Ardından hem 

parental MCF-7 hem de MCF-7s hücrelerinde, mamosfer oluşumu ve kök hücre-benzeri 

fenotipin sürdürülmesiyle ilişkili olarak Oct-4 ve Sox2 protein düzeylerindeki değişimler 

değerlendirildi. Parental MCF-7 hücreleri ile kıyaslandığında MCF-7s hücrelerinde hem 

Oct-4 hem de Sox2 protein düzeylerinde artış olduğu bulundu (Şekil 4.1B). Başka bir 

çalışmamızda, MCF-7s hücrelerinde, meme kanseri kök hücrelerine özgü yüzey 

belirteçleri olan CD44+/24-  hücre yüzdesinin MCF-7 hücrelerine oranla yaklaşık beş kat 

arttığı gösterilmiştir (Şekil 4.1C, Karakas ve ark. 2015).  

 

 
 

Şekil 4.1. MCF-7 meme kanser hücre soylarından elde edilen mamosferlerin (MCF-7s) 

mikroskobik görüntüsü (×10) (A). KKH’lerine özgü belirteçlerin western blot (B) ve 

akım sitometri sonuçları (C). Yükleme kontrolü olarak β-aktin kullanıldı 

 

Kök hücrelerde, hücre akıbetinin belirlenmesi, hücre proliferasyonu ve kök hücre 

devamlılığı gibi pek çok biyolojik süreci kontrol eden Wnt/β-katenin sinyal yolağının 

KKH’lerinde yeniden aktifleştiği bilinmektedir.  Bu nedenle hem parental MCF-7 hem 

de MCF-7s hücrelerinde Wnt/β-katenin sinyal yolağı ile ilişkili protein düzeyleri 
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değerlendirildi. Her iki hücre grubu için yolağın aktivasyonu ile ilişkili olarak; MCF-7 

hücrelerinde yalnızca fosforlanmış LRP6 (p-LRP6) protein düzeyinde artış gözlenirken, 

MCF-7s hücrelerinde fosforlanmış Dvl3 (p-Dvl3), Naked2 ve aktif β-katenin 

düzeylerinde belirgin artışlar olduğu belirlendi (Şekil 4.2). 

 

 
 

Şekil 4.2. MCF-7s hücrelerinde Wnt/β-katenin sinyal yolağı aktivasyonunun western blot 

ile belirlenmesi. Yükleme kontrolü olarak β-aktin ve GAPDH kullanıldı 
 

4.2. ATP Canlılık Testi Bulguları 
 

4.2.1. Valproik asit’in hücre canlılığı üzerine etkisinin incelenmesi 
 

Histon deasetilaz inhibitörü olan VPA’nın farklı konsantrasyonlarının (0,63-10 mM) 

MCF-7 ve MCF-7s hücrelerinin canlılığı üzerine olan etkisini belirleyebilmek için ATP 

testi kullanıldı. 24, 48 ve 72 saat süre ile VPA uygulamasını takiben her iki hücre 

grubunda da hücre canlılığının doza ve zamana bağlı olarak anlamlı şekilde azaldığı 

gösterildi (p<0,01; p<0,001) (Şekil 4.3). Kontrol hücrelerine kıyasla VPA ile muamele 

sonrası hücrelerin %50 (IC50) ve %90’ını (IC90) öldüren konsantrasyonlar 

hesaplandığında, beklenildiği şekilde, MCF-7s hücrelerinin MCF-7 hücrelerine kıyasla 

tedaviye daha dirençli olduğu belirlendi (Çizelge 4.1). 
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Şekil 4.3. MCF-7 ve MCF-7s hücrelerinde VPA uygulaması sonrası hücre canlılığının 

doza ve zamana bağlı olarak değişimi. Her bir veri noktası 2 bağımsız çalışmanın 

ortalamasını temsil etmektedir. *Aynı zaman periyodu içinde kontrole göre farklı dozlar 

karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlılığı (*: p<0,01 **: p<0,001) ifade 

etmektedir 
 

Çizelge 4.1. MCF-7 ve MCF-7s hücrelerinde VPA uygulaması sonrası IC50 ve IC90 

değerleri 
 

Doz (mM) IC50 IC90 
Süre 24 Saat 48 Saat 72 Saat 24 Saat 48 Saat 72 Saat 

H
ü

cr
e
 MCF-7 >10 3,43±0,22 1,70±0,11 >10 >10 10,89±1,64 

MCF-7s >10 6,38±0,58 3,88±0,28 >10 >10 >10 
 

4.2.2. Desitabin’in hücre canlılığı üzerine etkisinin incelenmesi 
 

DNA metiltransferaz inhibitörü olan Desitabin (DAC)’in farklı konsantrasyonlarının 

(6,25-100 µM) MCF-7 ve MCF-7s hücrelerinin canlılığı üzerine olan etkisini 

belirleyebilmek için ATP testi kullanıldı. 24 ve 48 saat süre ile DAC uygulamasını 

takiben MCF-7 hücre canlılığında doza ve zamana bağlı olarak bir miktar azalma 

görülürken (p<0,01; p<0,001), MCF-7s hücrelerinde anlamlı bir değişiklik gözlenmedi 

(Şekil 4.4). DAC uygulanan hücrelerin IC50 ve IC90 değerleri Çizelge 4.2’de verilmiştir. 
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Şekil 4.4. MCF-7 ve MCF-7s hücrelerinde DAC uygulaması sonrası hücre canlılığının 

doza ve zamana bağlı olarak değişimi. Her bir veri noktası 2 bağımsız çalışmanın 

ortalamasını temsil etmektedir. *Aynı zaman periyodu içinde kontrole göre farklı dozlar 

karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlılığı (*: p<0,01 **: p<0,001) ifade 

etmektedir 
 

Çizelge 4.2. MCF-7 ve MCF-7s hücrelerinde DAC uygulaması sonrası IC50 ve IC90 

değerleri 
 

Doz (µM) IC50 IC90 
Süre 24 Saat 48 Saat 24 Saat 48 Saat 

H
ü

cr
e
 

MCF-7 >100 90,61±13,25 >100 >100 
MCF-7s >100 >100 >100 >100 

 

4.2.3. Niklozamid’in hücre canlılığı üzerine etkisinin incelenmesi 
 

Wnt sinyal yolağı inhibitörü olan Niklozamid (Nik)’in farklı konsantrasyonlarının (0,1-

10 µM)  MCF-7s hücrelerinin canlılığı üzerine olan etkisini belirleyebilmek için ATP 

testi kullanıldı. 24, 48 ve 72 saat süre ile Nik uygulamasını takiben MCF-7s hücrelerinde 

canlılığının doza ve zamana bağlı olarak anlamlı şekilde azaldığı belirlendi (p<0,01; 

p<0,001) (Şekil 4.5). Nik uygulanan hücrelerin IC50 ve IC90 değerleri Çizelge 4.3’te 

verilmiştir. Nik ile kombinasyon çalışmaları için, literatür verileri ve elde edilen sonuçlar 

dikkate alınarak, yaklaşık olarak hücre canlılığının %50 olduğu konsantrasyona yakın bir 

doz olan 1 µM dozu ile 24 saat ön tedavi uygulanmasına karar verildi. 
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Şekil 4.5. MCF-7s hücrelerinde Nik uygulaması sonrası hücre canlılığının doza ve 

zamana bağlı olarak değişimi. Her bir veri noktası 2 bağımsız çalışmanın ortalamasını 

temsil etmektedir. *Aynı zaman periyodu içinde kontrole göre farklı dozlar 

karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlılığı (*: p<0,01 **: p<0,001) ifade 

etmektedir 

 

Çizelge 4.3. MCF-7s hücrelerinde Nik uygulaması sonrası IC50 ve IC90 değerleri 
 

Doz (µM) IC50 IC90 

Süre 24 Saat 48 Saat 72 Saat 24 Saat 48 Saat 72 Saat 

H
ü

cr
e
 

MCF-7s 2,17±0,14 2,14±0,10 1,84±0,17 >10 11,39±1,24 4,86±0,08 

 

4.2.4. Niklozamid ile Valproik asit kombinasyonunun hücre canlılığı üzerine 

etkisinin incelenmesi 

 

MCF-7s hücrelerinde, Nik ile 24 saat ön tedavi uygulaması sonrası VPA’nın farklı 

konsantrasyonlarının (0,63-5 mM) hücre canlılığı üzerine olan etkisi ATP testi ile 

belirlendi. 48 ve 72 saat süren kombinasyon uygulaması sonrası, hücre canlılığının, Nik 

ve VPA’nın tek başına etkilerine kıyasla, anlamlı şekilde azaldığı gösterildi (p<0,05; 

p<0,01; p<0,001) (Şekil 4.6). 
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Şekil 4.6. MCF-7s hücrelerinde, Nik (1 µM; 24 saat ön tedavi), VPA (0,63-5 mM) ve 

kombinasyon tedavileri sonrası hücre canlılığının doza ve zamana bağlı olarak değişimi. 

Her bir veri noktası 3 bağımsız çalışmanın ortalamasını temsil etmektedir. *Aynı zaman 

periyodu içinde kontrole göre (*: p<0,01 **: p<0,001); + Nik’e göre (+: p<0,01 ++: 

p<0,001); # VPA’ya göre (#:p<0,05 ##: p<0,01 ###: p<0,001) karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlılığı ifade etmektedir 

 

Kombinasyon çalışmalarında, VPA için, literatür verileri (klinik öncesi faz 

çalışmalarında etkinliği gösterilmiş olan) ve elde edilen sonuçlar değerlendirildiğinde 

toksik olmayan dozları (0,63 ve 1,2 mM) ile çalışılmasına karar verildi. Kombinasyon 

uygulaması için (72 saat), doz-etki eğrileri CalcuSyn yazılımı kullanılarak gösterildi ve 

kombinasyon indeks (CI) değerleri hesaplandı (Şekil 4.8). CI değerleri ilaç 

kombinasyonlarının etkinliğini göstermek için kullanılmaktadır. CI değeri 1’den az 

hesaplanırsa (CI<1) sinerjistik, 1’den fazla hesaplanırsa (CI>1) antagonistik ve 1’e eşit 

hesaplanırsa (CI=1) additif etkiyi göstermektedir (Chou 2006). MCF-7s hücrelerinde, Nik 

ile VPA kombinasyonunun her iki doz (0,63 ve 1,25 mM) için de sinerjistik etki 

(0,3<CI<0,7) gösterdiği belirlendi (Çizelge 4.4). 
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Şekil 4.7. MCF-7s hücrelerinde, Nik (1 µM; 24 saat ön tedavi), VPA (0,63-5 mM) ve 

kombinasyon tedavileri sonrası hücrelerin morfolojik görüntüleri (×10) 
 
 

 
 

Şekil 4.8. MCF-7s hücrelerinde, Nik (1 µM) ile 24 saat ön tedavi uygulamasını takiben 

VPA’nın 0,63 (A) ve 1,25 mM (B) konsantrasyonları ile 72 saat kombinasyon tedavisi 

sonrası doz-etki eğrileri 
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Çizelge 4.4. Kombinasyon İndeks Değerleri 

 

Kombinasyon CI değeri Tanımlanan etki 

0,5 μM Nik + 0,32 mM VPA  1,114 ± 0,276 Hafif antagonistik (1,10-1,20) 

0,5 μM Nik + 0,63 mM VPA  1,387 ± 0,232 Orta derece antagonistik (1,2-1,4) 

1 μM Nik + 0,63 mM VPA  0,608 ± 0,102 Sinerjistik (0,3-0,7) 

1 μM Nik + 1,25 mM VPA  0,622 ± 0,090 Sinerjistik (0,3-0,7) 

2 μM Nik + 1,25 mM VPA  0,289 ± 0,015 Güçlü Sinerjistik (0,1-0,3) 

2 μM Nik + 2,5 mM VPA  0,558 ± 0,021 Sinerjistik (0,3-0,7) 

 

4.2.4.1. Akım sitometri bulguları 
 

MCF-7s hücrelerinde, Nik ile 24 saat ön tedavi uygulaması sonrası VPA’nın 0,63 ve 1,25 

mM konsantrasyonları ile kombinasyon tedavisinin hücre canlılığı üzerine etkileri akım 

sitometri yöntemiyle doğrulandı. 48 ve 72 saat süren kombinasyon tedavisi sonucu, ATP 

testiyle elde edilen verilerle uyumlu olarak hücre canlılığının, Nik ve VPA’nın tek başına 

etkilerine kıyasla, belirgin şekilde azaldığı gösterildi (Şekil 4.9). 

 

 
 

Şekil 4.9. MCF-7s hücrelerinde, Nik (1 µM) ile 24 saat ön tedavi uygulamasını takiben 

VPA’nın 0,63 ve 1,25 mM konsantrasyonları ile 48 ve 72 saatlik kombinasyon tedavisi 

sonrası canlılık yüzdelerinin akım sitometri sonuçları 
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4.2.5. Niklozamid ile Desitabin kombinasyonunun hücre canlılığı üzerine etkisinin 

incelenmesi 

 

MCF-7s hücrelerinde, Nik ile 24 saat ön tedavi uygulaması sonrası DAC’ın farklı 

konsantrasyonları (2,5-20 µM) ile 48 ve 72 saat süreyle kombinasyon tedavisi sonucu, 

hücre canlılığının, Nik’in tek başına etkisine kıyasla, anlamlı şekilde değişmediği 

gözlendi (Şekil 4.10). MCF-7s hücrelerinde, DAC’ın tek başına ve/veya kombinasyon 

çalışmalarında hücre canlılığı üzerine anlamlı etkileri bulunmadığından sonraki 

aşamalara VPA ile devam edilmesine karar verildi. 

 

 
 

Şekil 4.10. MCF-7s hücrelerinde, Nik (1 µM; 24 saat ön tedavi), DAC (2,5-20 µM) ve 

kombinasyon tedavileri sonrası hücre canlılığının doza ve zamana bağlı olarak değişimi. 

Her bir veri noktası 2 bağımsız çalışmanın ortalamasını temsil etmektedir. *Aynı zaman 

periyodu içinde kontrole göre (*: p<0,001); + Nik’e göre (+: p<0,05); # VPA’ya göre 

(#:p<0,001) karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlılığı ifade etmektedir 

 

4.3. Niklozamid ve Valropik Asit’in İnhibitör Etkilerinin Değerlendirilmesi 
 

4.3.1. Histon deasetialazların inhibisyonu ve histon asetilasyonu 
 

MCF-7s hücrelerinde, Nik ile 24 saat ön tedavi uygulaması sonrası VPA’nın 0,63 ve 1,25 

mM konsantrasyonları ile 48 ve 72 saatlik kombinasyon tedavisinin asetilenmiş Histon 

H3 düzeyleri üzerine etkisi ELISA yöntemiyle değerlendirildi. VPA’nın belirlenen 

dozlarda tek başına kullanımının, kontrole kıyasla asetilasyon düzeylerinde anlamlı bir 

değişikliğe yol açmadığı gözlendi. Buna karşılık, 72 saatlik kombinasyon tedavisi sonucu 
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histon H3 asetilasyon düzeylerinin 1,25 mM dozunda anlamlı şekilde artış gösterdiği 

belirlendi (p<0,05; p<0,01) (Şekil 4.11A). 0,63 mM kombinasyon dozunda da bir miktar 

artış gözlenmesine rağmen,  istatiksel olarak anlamlılık bulunmadı. Bu nedenle, 1,2 mM 

kombinasyon dozunun HDAC1 ve HDAC2 protein düzeyleri üzerine etkisi western blot 

yöntemi ile araştırıldı. 48 saatlik kombinasyon tedavisi sonucunda, kontrole ve VPA’ya 

kıyasla,  hem HDAC1 hem de HDAC2 proteinlerinin total düzeylerinde azalma olduğu 

bulundu (Şekil 4.11B). Kombinasyon tedavisi sonucu, VPA için belirlenen dozların tek 

başlarına kullanımına kıyasla, inhibitör etkisinin güçlü bir şekilde arttırıldığı gösterildi. 

 

 
 

Şekil 4.11. MCF-7s hücrelerinde, Nik (1 µM; 24 saat ön tedavi), VPA (0,63-1,25 mM) 

ve kombinasyon tedavileri sonrası Histon H3 asetilasyonu (A) ile total HDAC1 ve 

HDAC2 protein düzeylerindeki değişimler (B). Her bir veri noktası 2 bağımsız 

çalışmanın ortalamasını temsil etmektedir. *Aynı zaman periyodu içinde kontrole göre 

(*: p<0,01); + Nik’e göre (+: p<0,01); # VPA’ya göre (#: p<0,05) karşılaştırıldığında 

istatistiksel olarak anlamlılığı ifade etmektedir. β-aktin yükleme kontrolü olarak 

kullanıldı. 1. MCF-7s Kontrol; 2. Niklozamid; 3. VPA 1,25 mM 48 saat; 4. Kombinasyon 

48 saat; 5. VPA 1,25 mM 72saat; 6. Kombinasyon 72 saat ifade etmektedir 
 

4.3.2. Wnt/β-katenin sinyal yolağının inhibisyonu 
 

MCF-7s hücrelerinde, Nik ile 24 saat ön tedavi uygulaması sonrası VPA (1,25 mM) ile 

48 ve 72 saatlik kombinasyon tedavisinin Wnt sinyalizasyonu ile ilişkili protein düzeyleri 

üzerine etkisi western blot yöntemiyle değerlendirildi. Nik (1 µM) ile 24 saat ön tedavi 

uygulaması sonucu, kontrole kıyasla, LRP6 ve p-LRP6 protein düzeylerinde değişiklik 

gözlenmedi ancak p-Dvl3 protein düzeylerinde azalma ile uyumlu şekilde Naked2 protein 

düzeylerinde artış gözlendi. Naked2; Dvl3 proteinine bağlanarak Wnt/β-katenin 
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yolağını inhibe eder ve negatif geri bildirim (feedback) mekanizma üzerinden Dvl 

aktivitesinin düzenlenmesinde rol alır. VPA ile 48 saat muamele sonrasında aktif Wnt 

sinyal yolağı ile ilişkili olarak, p-LRP6, p-Dvl3 ve Naked2 protein düzeylerinde geçici 

bir artış gözlenirken, 72 saat sonunda Naked2 protein düzeylerindeki artışa karşılık p-

Dvl3 protein düzeyleri ile total β-katenin düzeylerinde azalma belirlendi. Nik ve VPA’nın 

tek başlarına kullanımlarında aktif β-katenin düzeylerinde kontrole kıyasla artış gözlendi. 

Kombinasyon tedavisi sonucu, Nik ve VPA’nın tek başlarına etkilerine kıyasla, LRP6, p-

LRP6, Dvl3, p-Dvl3, Naked2, aktif β-katenin ve total β-katenin düzeylerinde belirgin 

azalmalar ile Wnt sinyal yolağınun çok daha güçlü bir şekilde inhibe edildiği gösterildi 

(Şekil 4.12). 

 

 
 

Şekil 4.12. MCF-7s hücrelerinde, Nik (1 µM; 24 saat ön tedavi), VPA (1,25 mM) ve 

kombinasyon tedavileri sonrası Wnt sinyal yolağı ile ilişkili proteinlerin ekspresyon 

düzeylerinde değişimlerin western blot sonuçları. β-aktin ve GAPDH yükleme kontrolü 

olarak kullanıldı. 1. MCF-7s Kontrol; 2. Niklozamid; 3. VPA 1,25 mM 48 saat; 4. 

Kombinasyon 48 saat; 5. VPA 1,25 mM 72saat; 6. Kombinasyon 72 saat ifade etmektedir 
 

4.4. Niklozamid ile Valproik Asit Kombinasyonunun Kök Hücre Özellikleri 

Üzerine Etkisinin İncelenmesi 

 

MCF-7s hücrelerinde, Nik ile 24 saat ön tedavi uygulaması sonrası VPA (1,25 mM) ile 

48 ve 72 saatlik kombinasyon tedavisinin kök hücre özellikleri üzerine etkisi gen ve 

protein düzeyinde değerlendirildi. Kombinasyon uygulaması sonucu, 48 ve 72 saat 

sonunda, kök hücre karakterinin sürdürülmesinde sorumlu Sox2 protein düzeylerinin 

belirgin şekilde azaldığı görülürken, Bmi1 protein düzeylerinde anlamlı bir değişiklik 

belirlenmedi (Şekil 4.13A). Nik ve VPA kombinasyonu ile 12 saat muamele sonrasında 

OCT4 gen ekspresyon düzeylerinde geçici bir artış gözlenirken, 24 saat sonunda 

ekspresyonunun belirgin bir şekilde azaldığı belirlendi (Şekil 4.13B).  
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Şekil 4.13. MCF-7s hücrelerinde, Nik (1 µM; 24 saat ön tedavi), VPA (1,25 mM) ve 

kombinasyon tedavileri sonrası KKH’lerine özgü özelliklerin gen ve protein düzeyindeki 

değişimlerinin western blot (A) ve Real-time PCR (B) sonuçları. β-aktin ve GAPDH 

yükleme kontrolü olarak kullanıldı. 1. MCF-7s Kontrol; 2. Niklozamid; 3. VPA 1,25 mM 

48 saat; 4. Kombinasyon 48 saat; 5. VPA 1,25 mM 72saat; 6. Kombinasyon 72 saat ifade 

etmektedir 
 

4.4.1. Kök hücre karakteri ve epitelyal mezenkimal dönüşüm 
 

KKH’lerine özgü karakterin kazanılmasında EMD sürecinin de rol oynadığı 

bilinmektedir. Bu nedenle, MCF-7s hücrelerinde, Nik ile 24 saat ön tedavi uygulaması 

sonrası VPA (1,25 mM) ile 48 ve 72 saatlik kombinasyon tedavisinin EMD süreci ile 

ilişkili protein düzeyleri üzerine etkisi araştırıldı. Parental MCF-7 hücreleri ile 

kıyaslandığında, MCF-7s hücrelerinde mezenkimal belirteçler olan fibronektin ve N-

kaderin protein düzeylerinde artış belirlendi. Bununla birlikte, epitelyal bir belirteç olan 

sitokeratin 18 (CK18) protein düzeylerinde azalma gözlenirken, beklenilenin aksine E-

kaderin protein düzeylerinde artış görüldü.   

 

Kombinasyon uygulaması sonucunda; EMD sürecinin baskılanması ile ilişkili olarak, 

fibronektin, N-kaderin, ve ZEB1 protein düzeylerinde azalma gözlenirken, EMD 

aktivasyonu ile ilişkilendirilen E-kaderin protein düzeylerinde de azalma olduğu görüldü. 

Kombinasyon uygulaması sonucu 72 saat sonunda ise epitelyal bir belirteç olan CK18 

protein düzeylerinin MCF-7 hücrelerine benzer şekilde arttığı belirlendi (Şekil 4.14). 

Dolayısıyla, E-kaderin protein düzeylerinde gözlenen değişimlerinin EMD sürecinden 

ziyade hücre-hücre bağlantıları ile ilişkili olduğu düşünüldü. 
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Şekil 4.14. MCF-7s hücrelerinde, Nik (1 µM; 24 saat ön tedavi), VPA (1,25 mM) ve 

kombinasyon tedavileri sonrası EMD’ye özgü belirteçlerin protein düzeyindeki 

değişimlerinin western blot sonuçları. β-aktin ve GAPDH yükleme kontrolü olarak 

kullanıldı. 1. MCF-7 Kontrol; 2. MCF-7s Kontrol; 3. Niklozamid; 4. VPA 1,25 mM 48 

saat; 5. Kombinasyon 48 saat; 6. VPA 1,25 mM 72saat; 7. Kombinasyon 72 saat ifade 

etmektedir 
 

4.5. Niklozamid ile Valproik Asit Kombinasyonunun Histon Modifikasyonları 

Üzerine Etkisinin İncelenmesi 

 

MCF-7s hücrelerinde, Nik ile 24 saat ön tedavi uygulaması sonrası VPA (1,25 mM) ile 

48 ve 72 saatlik kombinasyon tedavisi ile değişen histon modifikasyon profilleri western 

blot yöntemi ile araştırıldı. Kombinasyon tedavisi sonucu, polikomb grup protein (PcG) 

olan Ezh2’nin protein düzeylerinde anlamlı bir değişiklik gözlenmezken, aktivitesiyle 

uyumlu olarak baskılayıcı histon işareti olan H3K27me3’u da belirlenemedi. Buna 

karşılık, aktif histon işareti olan H3K4me3 protein düzeylerinde zaman bağlı olarak 

belirgin artış olduğu gözlendi. MCF-7 hücrelerine kıyasla, MCF-7s hücrelerinde aktif 

transkripsiyonla ilişkili histon modifikasyonları olan H3K9ac ve H3K27ac’u çok düşük 

düzeylerde gözlenirken, kombinasyon tedavisi sonrası protein düzeylerinin zamana bağlı 

olarak belirgin şekilde arttığı gösterildi (Şekil 4.15).  
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Şekil 4.15. MCF-7s hücrelerinde, Nik (1 µM; 24 saat ön tedavi), VPA (1,25 mM) ve 

kombinasyon tedavileri sonrası değişen histon modifikasyon profillerinin western blot 

sonuçları. β-aktin yükleme kontrolü olarak kullanıldı. 1. MCF-7 Kontrol; 2. MCF-7s 

Kontrol; 3. Niklozamid; 4. VPA 1,25 mM 48 saat; 5. Kombinasyon 48 saat; 6. VPA 1,25 

mM 72saat; 7. Kombinasyon 72 saat ifade etmektedir 
 

4.6. Niklozamid ile Valproik Asit Kombinasyonunun Hücre Ölümü Üzerine 

Etkisinin İncelenmesi 

 

4.6.1. Kaspazla kırılmış sitokeratin 18 (ccK18, M30) bulguları 
 

Nik ile VPA kombinasyonunun hücreler üzerine sitotoksik aktivite sergilediği 

belirlendikten sonra hücre ölüm modunu belirlemek amacıyla apoptozise özgü bir belirteç 

olan kaspazla-kırılmış CK18 (ccK18, M30) düzeylerine bakıldı. MCF-7s hücrelerinde, 

Nik ile 24 saat ön tedavi uygulamasını takiben VPA (0,63 ve 1,25 mM) ile kombinasyon 

tedavisi sonucu (48 ve 72 saat), her iki doz için de 72 saat sonunda M30 düzeylerinin 

anlamlı düzeyde artış gösterdiği belirlendi (Şekil 4.16). 
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Şekil 4.16. MCF-7s hücrelerinde, Nik (1 µM; 24 saat ön tedavi), VPA (0,63-1,25 mM) 

ve kombinasyon tedavileri sonrası M30 düzeylerindeki değişimler. Her bir veri noktası 2 

bağımsız çalışmanın ortalamasını temsil etmektedir. *Aynı zaman periyodu içinde 

kontrole göre (*: p<0,01); + Nik’e göre (+: p<0,05); # VPA’ya göre (#: p<0,05) 

karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlılığı ifade etmektedir 
 

Bu veriyi desteklemek üzere kaspaz aktivitesini baskılamak amacıyla, MCF-7s hücreleri, 

Nik ile eş zamanlı olarak pan-kaspaz inhibitörüyle (40 µM Z-VAD-FMK) 24 saat ön 

tedavi uygulamasını takiben 72 saat boyunca VPA (0,63-1,25 mM) ile muamele edildi. 

İlaveten, kaspaz bağımsız hücre ölümü olarak tanımlanan nekroptozisin, bu süreçte rol 

alıp almadığını belirlemek için hücreler Nik ön tedavisiyle ile eş zamanlı olarak 

Nekrostatin-1 (Nec-1, 25 µM) ile muamele edildi ve ardından VPA (0,63-1,25 mM) 

uygulandı. Süre sonunda inhibitörlerin etkisi ATP canlılık testi ile gösterildi. Nec-1 

varlığında kombinasyonun etkisi devam ederken, kaspaz inhibitörü varlığında hücre 

canlılığının anlamlı şekilde korunduğu belirlendi (Şekil 4.17). Bu veriler, kombinasyon 

uygulaması sonucu kaspaz bağımlı apoptozis sürecine işaret etmektedir. 
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Şekil 4.17. MCF-7s hücrelerinde, Nik’in Z-VAD ve Nekrostatin-1 ile eş zamanlı ön 

tedavi (24 saat) uygulamasını takiben VPA (0,63-1,25 mM) ile kombinasyonlarının hücre 

canlılığı üzerine etkisi (72 saat). Her bir veri noktası 3 bağımsız çalışmanın ortalamasını 

temsil etmektedir. *Aynı zaman periyodu içinde kontrole göre (*: p<0,001); + Nik’e göre 

(+: p<0,001); # VPA’ya göre (#: p<0,001); Nik&VPA’ya göre (σ: p<0,01) 

karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlılığı ifade etmektedir 
 

4.6.2. Hoechst 33342 ve Propidyum iyodür boyama yöntemi bulguları 

 

MCF-7s hücrelerinde, Nik ile 24 saat ön tedavi uygulamasını takiben VPA (0,63 ve 1,25 

mM) ile kombinasyonunun (48 ve 72 saat) nükleus morfolojisi ve membran bütünlüğü 

üzerine olan etkisi, sırasıyla,  Hoechst 33342 ve Propidyum İyodür (PI) ikili boyama 

yöntemi kullanılarak floresan mikroskop altında değerlendirildi. MCF-7s hücrelerinde 

kombinasyon uygulaması sonucu, apoptozise özgü olarak, nükleusun kontrole kıyasla 

küçüldüğü (piknozis) ve/veya nükleer fragmentasyon varlığı belirlendi. Aynı zamanda, 

hücrelerin membran bütünlüğünü kaybederek PI pozitif boyandığı gözlendi. Bu durum, 

hücrelerin ölüm şeklinin geç dönem apoptozis (sekonder nekrozis) olduğunu 

göstermektedir. İlaveten, sitotoksisite bulgularına paralel olarak, Nik ve VPA’nın tek 

başına kullanımlarına kıyasla mamosfer yapılarının doza ve zamana bağlı olarak 

tamamen dağıldığı ve hücre yoğunluğunun da azaldığı belirlendi (Şekil 4.18). 
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Şekil 4.18. MCF-7s hücrelerinde, Nik (1 µM; 24 saat ön tedavi), VPA (0,63-1,25 mM) 

ve kombinasyon tedavileri sonrası Hoechst 33342 (mavi) ve PI (kırmızı) ikili boyama 

görüntüleri. → Hücre ölüm şekli olarak apoptozisi temsil eden piknotik ve/veya 

fragmente nükleus varlığını göstermektedir 
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4.6.3. Akım sitometri bulguları 
 

4.6.3.1. Mitokondri membran potansiyel değişiklikleri 
 

MCF-7s hücrelerinde, Nik ile 24 saat ön tedavi uygulaması sonrası VPA (1,25 mM) ile 

48 ve 72 saatlik kombinasyon tedavisinin, apoptozis sürecinde önemli değişikliklerden 

biri olan mitokondri membran potansiyeli üzerine etkisi değerlendirildi. Nik’in tek başına 

kullanımında, mitokondrisi depolarize olan hücrelerin total yüzdesi %66,3 (Q1+Q3) 

olarak belirlendi. Tek başına VPA için ise 48 ve 72 saat sonrasında mitokondrisi 

depolarize olan hücrelerin total yüzdesi ise sırasıyla, %54,3 ve %53,1 (Q1+Q3) bulundu. 

Kombinasyon uygulaması sonucu ise bu oranın tek başlarına etkilerine kıyasla arttığı,  % 

71,5 (48 saat) ve %78,25 (72 saat), gösterildi (Şekil 4.19). 

 

 
 
Şekil 4.19. MCF-7s hücrelerinde, Nik (1 µM; 24 saat ön tedavi), VPA (1,25 mM) ve 

kombinasyon tedavileri sonrası mitokondri membran potansiyel değişimi yüzde 

değerlerinin 48 ve 72 saatlik histogramları (Q1=Depolarize/Ölü, Q2= Ölü, 

Q3=Depolarize/Canlı, Q4= Canlı) 
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4.6.3.2. Bcl-2 aktivasyonu 
 

MCF-7s hücrelerinde, Nik ile 24 saat ön tedavi uygulamasını takiben VPA (1,25 mM) ile 

48 ve 72 saatlik kombinasyon tedavisi sonrası anti-apoptotik bir protein olan Bcl-2’nin 

aktivasyonundaki değişim araştırıldı. Bcl-2 aktivitesinin azalması, mitokondri-aracılı 

apoptozisin uyarılması ile ilişkili olup kombinasyon tedavisi sonucu Bcl-2 

aktivasyonunun, 48 saat sonunda, Nik ve VPA’nın tek başına kullanımına kıyasla 

yaklaşık % 10 azaldığı ancak 72 saat sonunda tek başına VPA kullanımına kıyasla anlamlı 

bir değişiklik olmadığı belirlendi (Şekil 4.20). Mitokondri membran potansiyeli 

sonuçlarında; kombinasyon tedavisi sonucu depolarize/ölü hücrelerin yüzdesinin, Nik ve 

VPA’nın tek başlarına kullanımına kıyasla, yaklaşık %10 arttığı dikkate alınarak 

apoptozis sürecinde mitokondrinin baskın şekilde rol almadığı sonucuna varıldı. 

 

 
 

Şekil 4.20. MCF-7s hücrelerinde, Nik (1 µM; 24 saat ön tedavi), VPA (1,25 mM) ve 

kombinasyon tedavileri sonrası Bcl-2 aktivitesi akım sitometri sonuçları 

 

4.6.3.3. DNA hasarının belirlenmesi 
 

MCF-7s hücrelerinde, Nik ile 24 saat ön tedavi uygulamasını takiben VPA (1,25 mM) ile 

48 saatlik kombinasyon tedavisi sonrası, DNA çift zincir kırıklarının tespitinde hassas bir 

belirteç olan γH2AX’in aktivasyonu araştırıldı. DNA’da hasar düzeyi arttıkça γH2AX 

düzeyleri de artış göstermektedir. Kombinasyon uygulaması sonucu, Nik ve VPA’nın tek 

başına kullanımına kıyasla γH2AX düzeyinde az miktarda bir artış (yaklaşık olarak % 6) 

olduğu belirlenmiştir (Şekil 4.21).  
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Şekil 4.21. MCF-7s hücrelerinde, Nik (1 µM; 24 saat ön tedavi), VPA (1,25 mM) ve 

kombinasyon tedavileri sonrası γH2AX aktivasyonunun akım sitometri sonuçları 

 

4.6.4. Western blot ve gen analizi bulguları 
 

4.6.4.1. Ekstrinsik apoptozisin uyarılması 
 

MCF-7s hücrelerinde, Nik ile 24 saat ön tedavi uygulaması sonrası VPA (1,25 mM) ile 

kombinasyon tedavisinin ölüm reseptörlerinin aktivasyonu üzerine etkileri gen ve protein 

düzeyinde araştırıldı. Kombinasyon uygulamasının, 12 ve 24 saat sonunda DR4, DR5 ve 

FAS gen ekspresyonlarını belirgin şekilde arttırdığı belirlendi (Şekil 4.22A). Gen 

düzeyinde gözlenen artışla uyumlu olarak, 48 ve 72 saatlik western blot sonuçlarında 

DR4, DR5 ve Fas protein düzeylerinde artış olduğu gösterildi. Ayrıca, ölüm 

reseptörlerinin aktivasyonu ile ilişkili olarak pro-kaspaz 8 düzeylerinde de azalma 

(aktivasyon) olduğu belirlendi (Şekil 4.22B). Bununla birlikte, kaspazların aktivasyonu 

ile ilişkili olarak PARP düzeylerinde azalma ile kırılmış-PARP düzeylerinde belirgin bir 

artış bulundu. Mitokondri membran potansiyeli ve Bcl-2 aktivasyonu sonuçları ile 

uyumlu olarak Bax protein düzeylerinde anlamlı bir değişiklik olmadığı gözlendi (Şekil 

4.22B). Elde edilen veriler doğrultusunda, kombinasyon tedavisi ile hücrelerde eksrtinsik 

apoptozis sürecinin uyarıldığı sonucuna varıldı. 
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Şekil 4.22.  MCF-7s hücrelerinde, Nik (1 µM; 24 saat ön tedavi), VPA (1,25 mM) ve 

kombinasyon tedavileri sonrası apoptozis ile ilişikili gen (A) ve protein (B) 

düzeylerindeki değişimler. β-aktin ve GAPDH yükleme kontrolü olarak kullanıldı. 1. 

MCF-7s Kontrol; 2. Niklozamid; 3. VPA 1,25 mM 48 saat; 4. Kombinasyon 48 saat; 5. 

VPA 1,25 mM 72saat; 6. Kombinasyon 72 saat ifade etmektedir 
 

4.6.4.2. Endoplazmik retikulum stresinin uyarılması 
 

MCF-7s hücrelerinde, Nik ile 24 saat ön tedavi uygulaması sonrası VPA (1,25 mM) ile 

48 ve 72 saatlik kombinasyon tedavisinin ER-stresi ile ilişkili protein düzeyleri üzerine 

etkileri değerlendirildi. Kombinasyon tedavisi sonucu, ER-stres sensörü IRE1α ile 

şaperon Bip ve transkripsiyon faktörü CHOP protein düzeylerinde belirgin bir şekilde 

artış olduğu belirlendi (Şekil 4.23). ER stresinin üstesinden gelinemediği zaman 

hücrelerde apoptozisin uyarıldığı bilinmektedir. Elde edilen veriler doğrultusunda, 

hücrelerde ER-aracılı apoptozisin indüklendiği gösterildi. 
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Şekil 4.23. MCF-7s hücrelerinde, Nik (1 µM; 24 saat ön tedavi), VPA (1,25 mM) ve 

kombinasyon tedavileri sonrası ER-stresi ile ilişkili protein düzeylerinin değişimi. β-aktin 

yükleme kontrolü olarak kullanıldı. 1. MCF-7s Kontrol; 2. Niklozamid; 3. VPA 1,25 mM 

48 saat; 4. Kombinasyon 48 saat; 5. VPA 1,25 mM 72saat; 6. Kombinasyon 72 saat ifade 

etmektedir 
 

4.6.4.3. p53 ve p21 protein düzeylerinin incelenmesi 
 

MCF-7s hücrelerinde, Nik ile 24 saat ön tedavi uygulaması sonrası VPA (1,25 mM) ile 

48 ve 72 saatlik kombinasyon tedavisinin hücresel strese yanıt olarak aktifleşerek hücre 

döngüsünü durdurma veya apoptozis sürecinde rol alan p53 ve p21 protein düzeyleri 

üzerine etkisi western blot yöntemiyle araştırıldı. Kombinasyon tedavisi sonucu, 72 saat 

sonunda apoptozis süreciyle ilişkili olarak p53 düzeylerinde artış olurken, p21 protein 

düzeylerinin azaldığı gösterildi (Şekil 4.24).  

 

 
 

Şekil 4.24. MCF-7s hücrelerinde, Nik (1 µM; 24 saat ön tedavi), VPA (1,25 mM) ve 

kombinasyon tedavileri sonrası p53 ve p21 protein düzeylerinin değişimi. β-aktin 

yükleme kontrolü olarak kullanıldı. 1. MCF-7s Kontrol; 2. Niklozamid; 3. VPA 1,25 mM 

48 saat; 4. Kombinasyon 48 saat; 5. VPA 1,25 mM 72saat; 6. Kombinasyon 72 saat ifade 

etmektedir 
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4.6.4.4. Otofajik akışın bozulması 
 

MCF-7s hücrelerinde, Nik ile 24 saat ön tedavi uygulaması sonrası VPA (1,25 mM) ile 

kombinasyon tedavisinin otofaji süreci ile ilişkili gen ve proteinler üzerine etkileri 

değerlendirildi. Kombinasyon uygulamasının, 12 saat sonunda, izolasyon membranı ve 

otofagozom oluşumunda rol alan ATG5 ve BECN1 gen ekspresyonlarını belirgin şekilde 

arttırdığı ve 24 saatte de bu artışın korunduğu belirlendi (Şekil 4.25A). Bununla birlikte, 

önemli otofajik belirteçler olan p62/SQSTM1 ve LC3II protein düzeylerinde artış olduğu 

belirlenmiştir. Ancak, otofaji sürecinde p62/SQSTM1 proteininin kendisi de, 

otofagozoma taşıdığı proteinlerle birlikte lizozomda yıkılmaktadır. Bu nedenle, 

p62/SQSTM1 ve LC3II proteinlerinin birikimi kombinasyon uygulaması sonucu otofajik 

akışın bozulduğunu göstermektedir (Şekil 4.25B). 

 

 
 

Şekil 4.25. MCF-7s hücrelerinde, Nik (1 µM; 24 saat ön tedavi), VPA (1,25 mM) ve 

kombinasyon tedavileri sonrası otofaji ile ilişikili gen (A) ve protein (B) düzeylerindeki 

değişimler. β-aktin yükleme kontrolü olarak kullanıldı. 1. MCF-7s Kontrol; 2. 

Niklozamid; 3. VPA 1,25 mM 48 saat; 4. Kombinasyon 48 saat; 5. VPA 1,25 mM 72saat; 

6. Kombinasyon 72 saat ifade etmektedir 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 
 

Meme kanseri, tüm dünyada kadınlar arasında en sık görülen kanser tipidir ve kanser ile 

ilişkili ölümler arasında ikinci sırada yer almaktadır (DeSantis ve ark. 2013, Siegel ve 

ark. 2015). Günümüzde, kanser tanısı koyulan her dört kadından biri meme kanseridir 

(Stewart ve ark. 2015, Gültekin ve ark. 2016).   Bununla birlikte, kadınların yaşamları 

süresince meme kanserine yakalanma ihtimalleri yaklaşık olarak % 12,5’dur (her 8 

kadından biri) (American Cancer Society 2015).  On yıl öncesine kadar bu oranların 

neredeyse %50 daha az olduğu dikkate alınarak, bu şekilde seyrettiği takdirde 2030 

yılında bu rakamların ikiye katlanacağı öngörülmektedir. Her ne kadar geleneksel 

kemoterapi yöntemlerinin çoğu başta başarı ile sonuçlansa da, tedaviye dirençli özel bir 

hücre alt grubunun tamamen elimine edilememesinden dolayı tedavi başarısız olmakta ve 

hastalık tekrar etmektedir (Chabner ve Roberts 2005, Li ve ark. 2008).  Son yıllarda 

giderek artan kanıtlar, meme tümörlerinin farklı morfolojik ve karakteristik özelliklere 

sahip heterojen hücre gruplarından meydana geldiğini ve bu hücre grupları arasında kök 

hücrelerle benzer şekilde kendini yenileme ve farklılaşma kabiliyetine sahip özel bir 

hücre alt grubunun, KKH’lerinin, varlığını göstermektedir (Al-Hajj ve Clarke 2004, 

Meacham ve Morrison 2013, Cabrera ve ark. 2015). Tümörün çok küçük bir kısmını 

(%0,1-2) oluşturan bu hücre grubunun; tümör oluşumu ve gelişimi, artmış invazif özellik, 

radyasyon ve kemorezistans ile ilişkili oldukları düşünülmektedir (Li ve ark. 2010). 

Dolayısıyla, tümörü tam anlamıyla elimine edebilmek için KKH’lerini de hedefleyen 

tedavi yaklaşımları geliştirmek son derece sıcak bir araştırma konusu haline gelmiştir. 

 

KKH’lerinde, tümörün büyük çoğunluğunu oluşturan ve kök hücre özelliği taşımayan 

kanser hücrelerinden farklı olarak; hayatta kalma, kendini yenileme ve proliferasyon 

sürecinde kritik rol oynayan bazı moleküler yolaklar yeniden/aşırı aktifleşmiş haldedir 

(Song ve Miele 2007). Bu yolaklardan biri olan Wnt/β-katenin sinyal yolağı hücre 

akıbetinin belirlenmesi, hücre proliferasyonu ve kök hücre devamlılığı gibi pek çok 

biyolojik süreci kontrol eder ve tümörlerin büyük kısmında deregüle haldedir (Hooper ve 

Scott 2005, Ponti ve ark. 2006, Valkenburg ve ark. 2011). Meme kanserinde, Wnt/β-

katenin sinyal yolağının pozitif düzenleyicilerinin aşırı ekspresyonu ya da 

amplifikasyonu ve negatif düzenleyicilerinin de inaktive olduğu bildiren çalışmalar 

mevcuttur (Cowin ve ark. 2005, Reya ve Clevers 2005, Lindvall ve ark. 2007). 
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Meme tümorijenezi, birçok genetik ve epigenetik değişiklikleri kapsayan çok aşamalı bir 

süreç olup epigenetik değişiklikler gen promotor metilasyonları (hipermetilasyon, 

hipometilasyon), histonların modifikasyonları (metilasyon, asetilasyon, fosforilasyon 

vb.) ve kromatin yeniden modellenmesi gibi mekanizmaları kapsamaktadır (Byler ve ark. 

2014).  Translasyon sonrası histon modifikasyonlarında değişiklikler ile belirli histon 

asetilasyon ve metilasyon işaretlerinin kaybının kanser süreci ile ilişkili olduğu 

bilinmektedir (Seligson ve ark. 2005, Elsheikh ve ark. 2009). Bununla birlikte, epigenetik 

değişikliklerin KKH’lerinin yeniden programlanması, hücre yaşam yolaklarının 

aktivasyonu, kendini yenileme ve farklılaşma kabiliyeti kazanmaları gibi süreçlerde kritik 

öneme sahip olduğunu gösteren kanıtlar giderek artmaktadır (Munoz ve ark. 2012). 

Birçok kanser türünde HDAC’ların aşırı ekspresyonunun global bir histon asetilasyon 

kaybına yol açtığı ve kötü prognozla ilişkili olduğu belirlenmiştir (Osada ve ark. 2004, 

Weichert ve ark. 2008, Park ve ark. 2011). Histon asetilasyon programının değişiminin 

ise farklılaşma ve apoptozis süreci ile yakından ilişkili olduğu HDAC’ları hedefleyen 

ajanlar ile yapılan klinik çalışmalarda gösterilmiştir (Lane ve Chabner 2009, Marks ve 

Xu 2009).  

 

Meme kanseri kök hücrelerinin en önemli özelliklerinden biri apoptotik mekanizmaların 

disregülasyonudur. İyi işleyen bir ölüm programından kaçmak, KKH’lerinin tedavi 

direncine katkı sağlamaktadır (Signore ve ark. 2013). Dolayısıyla KKH’lerinde apoptotik 

sistemin manipülasyonu, kanser terapisinde etkin bir yöntem olabilir. Literatürde, Wnt/β-

katenin sinyal yolağı inhibisyonunun ya da HDAC’ların inhibisyonu ile histon 

asetilasyonunda artışın apoptozis sürecinin uyarılması ile ilişkili olduğu gösterilmiştir 

(Wei ve ark. 2010, Xue ve ark. 2014, Di Pompo ve ark. 2015, Cha ve ark. 2016). 

 

Bu bilgiler doğrultusunda, hem KKH’lerini hedefleyen hem de bu hücreleri KKH özelliği 

taşımayan hücrelere dönüştüren bir tedavi yaklaşımının en ideal strateji olacağı 

düşünülerek bu tez çalışması kapsamında,  meme KKH’lerinde, Wnt/β-katenin sinyal 

yolağı ile HDAC’ların birlikte inhibisyonunun hücre ölümü üzerine etkileri incelendi. Bu 

amaçla, öncelikle, parental MCF-7 hücrelerinden KKH bakımından zengin 

populasyonunun (MCF-7s) zenginleştirilmesi sağlandı. Bunun için, meme KKH’lerinin 

en önemli özelliklerinden biri olan yüzey-bağımsız koşullarda hayatta kalarak mamosfer 

oluşturma özelliklerinden yararlanıldı (Velasco ve ark. 2012). Daha sonra bu hücrelerde, 
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KKH karakterinin sürdürülmesinden sorumlu transkripsiyon faktörlerinin, Oct-4 ve 

Sox2, ekspresyon düzeylerinin arttığı gösterildi (Niwa 2007, Ben-Porath ve ark. 2008). 

Son yıllarda, meme kanseri kök hücrelerinde artmış Oct-4 ve Sox2 düzeylerinin 

mamosfer oluşumu ile ilişkili olduğu da gösterilmiştir (Simoes ve ark. 2011, Leis ve ark. 

2012).  

 

Parental MCF-7 ve MCF-7s hücrelerinin VPA yanıtı değerlendirildiğinde, beklenildiği 

üzere MCF-7s hücrelerinin tedaviye daha dirençli olduğu gözlendi. VPA’nın, in vitro 

koşullarda, farklılaşmış meme kanseri hücreleri (MCF-7) ile meme KKH’leri (mamosfer) 

üzerine farklı etkiler sergilediği rapor edilmiştir. Bu çalışmada elde edilen sonuca göre; 

VPA, MCF-7 hücrelerini radyasyona duyarlı hale getirirken, meme kanseri kök hücreleri 

radyasyona direnç sergilemiştir (Debeb ve ark. 2010).  

 

Wnt/β-katenin sinyal yolağı inhibitörü olarak FDA onaylı bir tenya öldürücü ajan olan 

Niklozamid kullanıldı (Merschjohann ve Steverding 2008). Çalışmanın en önemli 

sonuçlarından biri; Wnt/β-katenin sinyal yolağının aktif olduğu belirlenen bu hücrelerde, 

Nik ile 24 saat ön tedavi sonrası HDAC inhibitörü VPA ile kombinasyon uygulamasının 

Wnt/β-katenin sinyal yolağında çok daha güçlü bir inhibisyon ile sonuçlanmış olmasıdır. 

Niklozamid, Wnt/β-katenin sinyal yolağını LRP6 ekspreyonunu ve fosforilasyonunu 

önleyerek inhibe etmektedir (Lu ve ark. 2011, Arend ve ark. 2014). Çalışmada, Nik (1 

µM) ile 24 saat ön tedavi uygulaması sonucu, kontrole kıyasla,  LRP6 ve p-LRP6 protein 

düzeylerinde değişiklik gözlenmemiştir. Ancak p-Dvl3 protein düzeylerinde azalma ile 

uyumlu şekilde Naked2 protein düzeylerinde artış bulunmuştur. Nik’in Dvl 

ekspresyonlarında azalmaya yol açtığı ve Naked2’nin Dvl proteinin negatif düzenleyicisi 

olduğu dikkate alınarak yolağın kısmen inhibe olduğu sonucuna varılmıştır (Hu ve ark. 

2010, Osada ve ark. 2011). VPA ile muamele sonrası ise 48 saat sonunda, p-LRP6, p-

Dvl3 ile Naked2 düzeylerindeki artış yolağın aktivasyonuna işaret etse de, 72 saat 

sonunda bu protein düzeylerinde azalma olduğu belirlendi. Bu durumda, Wnt/β-katenin 

sinyal yolağında geçici bir aktivasyon olduğu sonucuna varıldı. Yapılan çalışmalarda, 

VPA’nın, Wnt/β-katenin sinyal yolağını aktifleştirdiği ve mamosfer oluşturma 

kapasitesini arttırdığı rapor edilmiştir (Phiel ve ark. 2001, Debeb ve ark. 2012). Bu veriler 

doğrultusunda; Wnt sinyal yolağı inhibe edildiğinde, hücrelerin VPA’ya daha duyarlı 

hale geleceği ön görüldü. Nitekim, kombinasyon çalışmaları sonucunda sinerjistik etki 
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göstererek çok daha güçlü bir sitotoksik aktivite sergiledikleri belirlendi. Yakın zamanda 

gerçekleştirilen bir çalışmada, Wnt, HDAC ve Erα (östrojen reseptör alfa)’nın birlikte 

inhibisyonunun meme KKH populasyonunu etkin bir şekilde baskıladığını göstermiştir 

(Sulaiman ve ark. 2016). Bu kombinasyona tamoksifen eklendiğinde, daha düşük 

dozlarda, KKH populasyonunun başarılı bir şekilde baskılandığını rapor etmişler ancak 

mekanizma açıklamamışlardır.  

 

Çalışmanın bir sonraki kısmında; kombinasyon tedavisi için seçilen dozlarda, tek başına 

VPA’ya kıyasla, histon H3 asetilasyon düzeylerinin belirgin şekilde arttığı belirlenmiştir. 

Bununla birlikte, kök hücre karakteri ile ilişkili olarak Sox2 protein düzeylerinin belirgin 

şekilde azaldığı gösterilmiştir. Hücresel asetilasyon artışının Sox2 düzeylerini, 

proteozamal degredasyonunu uyararak, azalttığı gösterilmiştir (Baltus ve ark. 2009). 

Polikomb grubu proteinlerden biri olan Bmi1, kök hücrelerin kendini-yenileme 

özelliğinin düzenlenmesinde rol alır ve ekspresyonunun pozitif geri bildirim (feedback) 

mekanizma tarafından Wnt sinyal yolağı ile düzenlediği gösterilmiştir (Liu ve ark. 2006b, 

Cho ve ark. 2013). Ancak, bu çalışmada, Bmi1 protein düzeylerinde anlamlı bir değişiklik 

gözlenmemiştir. Aynı zamanda Wnt hedef genlerinden biri olan Oct-4’un gen 

ekspresyonunun ise zamana bağlı olarak önce arttığı sonra azaldığı gösterilmiştir. Bu etki, 

Wnt/β-katenin sinyal yolağının inhibisyonu ile ilişkilendirilmiştir.  

 

EMD ile kök hücre özelliklerinin kazanılması arasında doğrudan bir bağ olduğu ve meme 

epitelyal hücrelerinde EMD uyarılması sonucu kök hücre belirteçlerinin ekspresyonu ile 

mamosfer oluşturma kabiliyetinin arttığı daha önce yapılan bir çalışmada gösterilmiştir 

(Mani ve ark. 2008). Ek olarak, Wnt/β-katenin sinyal yolağı aktivasyonunun da EMD 

sürecinin uyarılmasında rol aldığı bilinmektedir (Polyak ve Weinberg 2009). 

Çalışmamızda, literatürle uyumlu olarak, MCF-7 hücrelerine kıyasla MCF-7s 

hücrelerinde mezenkimal karakter ile ilişkili olarak fibronektin, N-kaderin ve ZEB1 

protein düzeylerinin artış gösterdiği bulunmuştur. Kombinasyon tedavisi sonucu ise bu 

belirteçlerin düzeylerinde azalma ile birlikte epitelyal bir belirteç olan CK18 protein 

düzeylerinde artış gözlenmiştir. Bu veriler değerlendirildiğinde, kombinasyon tedavisi ile 

MCF-7s hücrelerinde kök hücre karakteri ile birlikte EMD’nin de baskılandığı ve 

hücrelerin MCF-7 benzeri karakter sergiledikleri sonucuna varılmıştır. Wnt/β-katenin 

sinyal yolağı ya da EMD süreci epigenetik olarak polikomb grubu protein Ezh2 tarafından 
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düzenlenmektedir. Ezh2’nin yüksek derecede ekspresyonu Wnt/β-katenin sinyal yolağı 

aktivasyonu ile ilişikilidir (Li ve ark. 2009). Ezh2, fiziksel ve fonksiyonel olarak HDAC1 

ve 2’ye bağlı olup H3K27me3’unu uyararak transkripsiyonun baskılanması ile gen 

susmasından sorumludur (Song ve ark. 2005). Tez çalışmasında, kombinasyon 

uygulaması sonucu HDAC1 ve HDAC2 protein düzeylerinde azalma olmasına rağmen 

Ezh2 düzeylerinde anlamlı bir değişiklik gözlenmemiştir. Ayrıca, Ezh2 aktivitesiyle 

ilişkili olarak H3K27me3’da belirlenememiştir. Bununla birlikte aktif transkripsiyonla 

ilişkili olarak H3K4me3, H3K9 ve H3K27 asetilasyon düzeylerinin belirgin şekilde 

arttığı gözlenmiştir. Histon deasteliaz olan SİRT1 ile yapılan bir çalışmada, SİRT1 

inhibisyonunun, Wnt antagonisti olan SFRP1’in yeniden aktifleşerek Wnt/β-katenin 

sinyal yolağı inhibe ettiği ve aktif SFRP1 promotor bölgesinde artmış H3K9 

asetilasyonunun varlığı gösterilmiştir (Pruitt ve ark. 2006). Bir başka Wnt antagonisti 

olan Naked2’nin aktivitesi de epigenetik olarak düzenlenmekte olup promotor bölgesinde 

hipermetilasyona bağlı inaktivasyonu Wnt/β-katenin sinyal yolağının aktivasyonu ile 

ilişkilidir (Dong ve ark. 2015). Ancak, literatürde henüz, Naked2’in epigenetik 

düzenlenmesinde histon modifikasyonlarının rolüne dair herhangi bir bilgi 

bulunmamaktadır. HDAC’ların inhibisyonuna bağlı asetilasyon artışı ve çalışma 

sonucunda gözlenen ilgili histon modifikasyonları, Naked2 aktivasyonunun 

uyarılmasıyla ilişkili olabilir ancak ileri analizlerinin yapılması gerekmektedir. Yakın 

zamanda yapılan bir başka çalışmada, HDAC inhibisyonuyla artan global histon H3 

asetilasyonu ile birlikte, ZEB1 hedef gen bölgesinde, aktif histon işareti olan H3K4me3’u 

ve H3K9 asetilasyonunun arttığı ve ilaç direncinin azaldığı gösterilmiştir (Meidhof ve 

ark. 2015). Bir başka çalışmada, ZEB1 ile uyarılan EMD sürecinde H3K27 

asetilasyonunun azaldığı rapor edilmiştir (Roche ve ark. 2013).  

 

Chikamatsu ve ark. (2013) baş ve boyun kanserinde HDAC inhibisyonunun, 

kemoterapötik ajanlarla sinerjistik etki sergilediği, kök hücre karakterini ve EMD’yi 

baskıladığı, hücre döngüsünü durduğu ve hücrelerde apoptozisi indüklediğini 

göstermişlerdir (Chikamatsu ve ark. 2013).  Tez çalışmasında, Nik ile 24 saat ön-tedavi 

uygulaması sonrası, VPA ile kombinasyon sonuçları MCF-7s hücrelerinde apoptozisin 

indüklendiğini göstermiştir. CK18’in apoptozise özgü olarak kaspaz bağımlı kırılması 

M30 yöntemiyle araştırıldı. Kombinasyon tedavisi sonucu, MCF-7s hücrelerinde 

kaspazla kırılmış CK 18 düzeylerinin tek başına Nik ya da VPA kullanımına göre anlamlı 



73 

 

şekilde arttığı gösterildi (p<0,05; p<0,01).  Apoptozis sürecinin kaspaz bağımlı yolak 

üzerinden gerçekleştiği, ortamda pan kaspaz inhibitörü varlığında hücre canlılığının 

anlamlı şekilde korunmasıyla doğrulandı (p<0,01). Boo ve ark. (2011) histon 

asetilasyonunun kaspaz aktivasyonunu ve apoptozisi uyardığını göstermişlerdir (Boo ve 

ark. 2011). Bir sonraki aşamada, apoptozise özgü olarak kontrole göre küçülmüş 

(piknotik) ve/veya fragmente nükleusların varlığı ile birlikte membran bütünlüğünün de 

bozulduğu, dolayısıyla hücrelerde sekonder nekrozis (geç dönem apoptozis) uyarıldığı 

tespit edildi (Ulukaya 2011). Kombinasyon tedavisinin, mitokondri üzerine etkisi ile 

apoptozisin mitokondri aracılı uyarılıp uyarılmadığını belirlemek amacıyla; mitokondri 

membran potansiyeli, Bcl-2 defosforilasyonu (inaktivasyonu) ve Bax’ın protein 

düzeylerindeki değişiklikler değerlendirildi. Mitokondri membran potansiyelinin, Nik ve 

VPA’nın tek başlarına etkisine kıyasla, yaklaşık %10 azaldığı belirlendi. Mitokondri 

membran potansiyelinin azalması sıklıkla apoptozis ve kaspaz aktivasyonuyla 

ilişkilendirilmektdir (Goldstein ve ark. 2000).  Buna karşılık, Bcl-2 inaktivasyonunun 48 

saat sonunda yaklaşık %10 artış gösterdiği ancak bu farkın 72 saat sonunda kapandığı ve 

Bax protein düzeylerinin de anlamlı şekilde değişmediği görüldü. Bu veriler, 

kombinasyon tedavisi ile uyarılan apoptozis sürecinde mitokondrinin baskın şekilde rol 

almadığını düşündürtmüştür. Yapılan çalışmalarda VPA’nın hem ekstrinsik yolak hem 

de mitokondriyal yolak aracılığıyla apoptozisi tetiklediği gösterilmektedir (Lagneaux ve 

ark. 2007, Jasek ve ark. 2012). Tez çalışmasında kombinasyon uygulaması sonucunda,  

hücre yüzey ölüm reseptörleri, DR4, DR5 ve Fas, ekspresyonlarının gen ve protein 

düzeyinde artış gösterdiği ve bununla uyumu olarak pro-kaspaz 8 düzeylerinin azaldığı 

belirlenmiştir. Hücre yüzey ölüm reseptörlerinin aktivasyonu ile aktifleşen kaspaz-8 

üzerinden ilerleyen extrinsik apoptotik yolakta, aktif kaspaz 8 direkt olarak kaspaz-3 

aktivasyonunu uyarabilir ya da Bcl-2 pro-apoptotik protein ailesi üyelerinden olan Bid’i 

kırabilir. (Thornberry ve Lazebnik 1998). Ayrıca, apoptozis belirteci olarak kaspazlar 

tarafından indüklenen spesifik PARP kırılması gözlenmiştir (Nicholson ve ark. 1995).  

Yakın zamanda, aktif histon işaretleri olan H3K4me3 ile H3K9 asetilasyonunun FasL’ın 

transkripsiyonel aktivasyonunu uyardığı gösterilmiştir (Ghare ve ark. 2014). Bu sonuçlar, 

MCF-7s hücrelerinde, kombinasyon tedavisi sonucu ölüm reseptörleri üzerinden giden, 

kaspaz bağımlı bir apoptozis varlığına işaret etmektedir.  
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Tez çalışmasında, kombinasyon uygulamasıyla hücrelerde ER-stresinin de indüklendiği 

gösterilmiştir. ER-stres sensörü olarak görev yapan IRE1α, şaperon protein BIP ve 

hücrelerde ER-aracılı apoptozis uyarılmasıyla ilişkili trankripsiyon faktörü CHOP’un 

protein düzeylerinde belirgin artışlar belirlenmiştir. Uzun süren ER-stresi durumunda 

hücrelerde apoptozisin uyarıldığı bilinmektedir. ER-stresiyle indüklenen apoptotik 

mekanizmalar JNK aktivasyonu, Bcl-2 ailesi ve kaspaz aktivasyonlarını kapsamaktadır 

(Gorman ve ark. 2012). Hücresel stres yanıtıyla yakından ilişkili olarak; p53 protein 

düzeyleri zamana bağlı artış gösterirken, p21 düzeylerinde azalma gözlenmiştir. HDAC 

inhibitörlerinin, p53-aracılı p21 aktivasyonuyla hücre döngüsünde tutulma sürecini 

uyardığı bilinmektedir. Ancak, tez çalışmasında gözlenen düşük p21 düzeyleri, bu 

proteinin anti-apoptotik rolünün ortadan kalkarak hücrelerde kaspaz aktivasyonu ve 

apoptozisin uyarıldığına işaret etmektedir (Hollmann ve ark. 2016). Ayrıca, ER-stresi 

sürecinde, DNA hasarının p53-bağımlı p21 aktivasyonuyla değil p53-bağımlı apoptosis 

aktivasyonuyla ilişkili olduğu ve bu süreçte p21 ekspresyonunun azaldığı rapor edilmiştir 

(Mlynarczyk ve Fåhraeus 2014). Tez çalışmasında, kombinasyon uygulaması sonucu 

DNA hasarında bir miktar artış olduğu gösterilmiştir. Ek olarak, H3K4me3’unun p53-

bağımlı transkripsiyonu arttırdığı yapılan bir çalışmada gösterilmiştir (Lauberth ve ark. 

2013). 

 

Bir diğer hücresel stres yanıtı olan otofaji, KKH’lerinin hayatta kalması, devamlılığı ve 

ilaç direncine katkı sağlaması açısından oldukça önemli bir mekanizmadır (Gong ve ark. 

2013, Cojoc ve ark. 2015).  Kombinasyon ile tedavi sonucunda, gen düzeyinde ATG5 ve 

BECN1 ekspresyonlarında artış olduğu ve bu artışın zamana bağlı olarak azalmadığı 

gözlenmiştir. Bununla birlikte, önemli otofajik belirteçler olan LC3II ve p62/SQSTM1 

düzeylerinde zamana bağlı artış olduğu gözlenmiştir. Ancak, otofaji süresince, 

p62/SQSTM1 tamamlanmış otofagozomlarla birlikte lizozomlarda degrede olmaktadır 

(Bjørkøy ve ark. 2009). Bu nedenle, birikmiş p62 varlığı otofaji aktivasyonunundan 

ziyade otofajik akışın bozulması şeklinde yorumlanmaktadır. Benzer etki, tek başına Nik 

kullanımında da gözlenmiş olup Gao ve ark. (2014), niklozamid varlığında LC3II ve p62 

birikiminin otofajinin geç dönemde inhibe olduğunu gösterdiğini rapor etmişlerdir (Gao 

ve ark. 2014).  
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Bu in vitro çalışmanın sonuçları değerlendirildiğinde; meme kanseri kök hücrelerinde, 

Niklozamid ile Valproik asit kombinasyonunun artmış Histon H3 asetilasyonu ve daha 

güçlü Wnt yolak inhibisyonu ile hücre canlılığını belirgin bir şekilde azalttığı ve bu 

hücrelerde apoptozisin etkin bir şekilde uyarıldığı bulundu.  Hem KKH’lerini hedefleyen 

hem de bu hücreleri KKH özelliği taşımayan hücrelere dönüştüren bu yaklaşımın gelecek 

çalışmalar adına umut verici olduğu düşünülmektedir. 
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