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Bu çalışmada Triple negatif meme kanseri ve Luminal A meme kanseri hücreleri üzerine 
EGFR inhibitörü olan AG1478’ in etkileri tespit edilmeye çalışılmıştır. Araştırmamızda 
Triple negatif meme kanseri modeli olarak MDA-MB-231 ve Luminal A meme kanseri 
modeli olarak da MCF-7 hücre hatları kullanılmıştır. Deneylerde hücre kinetiği 
parametreleri olarak; çoğalma hızı, mitotik indeks ve apoptotik indeks 
değerlendirilmiştir.  

Deneylerde MDA-MB-231 ve MCF-7 hücre hatları için deneylerde başlangıçta AG 
1478'in farklı konsantrasyonları uygulanmıştır. IC50 dozu MDA-MB-231 hücreleri için 
50 µM, MCF-7 hücreleri için 20 µM olarak belirlenmiştir. 

Tüm çalışmalar sonucunda elde edilen veriler incelendiğinde her iki hücre hattında 
zamana bağlı olarak çoğalma hızı, hücre indeksi ve mitotik indeks değerlerinde anlamlı 
bir azalma gözlemlenmektedir.  
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In this study, it has been to determine the effects of AG1478 EGFR inhibitor on Triple 
negative breast cancer and Luminal A breast cancer cells. In our study, MDA-MB-231 
cell line was used as a triple negative breast cancer model and MCF-7 cell line was used 
as a Luminal A breast cancer model. Proliferation rate, mitotic index and apoptotic index 
were evaluated as cell kinetics parameters in experiments. 

For the MDA-MB-231 and MCF-7 cell lines, different concentrations of AG 1478 were 
initially applied in the experiments. IC50 was determined to be 50 μM for MDA-MB-231 
cells and 20 μM for MCF-7 cells. 

When the data obtained from all studies are examined, a significant decrease is observed 
in the rate of proliferation, cell index and mitotic index values depending on time in both 
cell lines. 
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1. GİRİŞ 

Vücudun herhangi bir dokusunda hücrelerin anormal şekilde büyüyüp çoğalmasıyla 

kanser hücreleri, kanser hücrelerinin yoğunlaşmasıyla tümörler meydana gelir. Normal 

bir hücrenin kanser hücresine dönüşmesi kromozomlarda meydana gelen mutasyonlar 

sonucunda olur. Hücreler birbirleri ile fiziksel olarak temas ettiklerinde hücreler arası 

mesaj iletimi olur. Bunun sonucu olarak çoğalmayı, hareketi, büyümeyi durdurabilirler. 

Oysa kanser hücreleri bu mesajı alamayıp çoğalmaya devam eder. Kanserde genellikle 

hücre zarı bozuklukları vardır. Bir hücre kanser hücresi haline dönüştüğünde hücre zarı 

yüzeyindeki karbonhidratlar değişikliğe uğrar. Kanser hücrelerinin bulundukları 

bölgelerden kan ya da lenf damarları yoluyla vücudun başka bölgelerine taşınıp oraya 

yerleşmelerine metastaz denir. Metastaz bütün bir organı kaplayarak onu iş göremez 

hale getirebilirler. Ayrıca tümörler yalnızca bulundukları doku ve organa zarar 

vermezler aynı zamanda yakınlarındaki organ ve dokulara da zarar verebilir. 

Meme dokusunun hücrelerinde gelişen kanser meme kanseridir. Meme kanseri 

kadınlarda görülen kanser tipleri arasında birinci sırada yer almaktadır. Meme 

dokusunun herhangi bir yerinden kaynaklanabilir. En çok görülen tipleri arasında meme 

kanallarından kaynaklanan duktal kanser ve süt bezlerinden kaynaklanan lobüler kanser 

vardır. 

Epidermal büyüme faktörü, reseptörü olan epidermal büyüme faktörü reseptörüne 

bağlanarak hücre büyümesi, proliferasyonu ve farklılaşmasını stimüle etmektedir. 

EGFR aşırı ekspresyonu tümörlere agresif bir fenotip kazandırmaktadır ve birçok solid 

tümör tipinde sık rastlanmaktadır [1]. Karsinomalarda EGFR'nin önemi göz önüne 

alındığında, EGFR’ ye spesifik inhibisyon çeşitli insan kanserlerinin tedavisinde önemli 

bir rol oynamaktadır [2].  

Kanser tanı ve tedavisinde uygulanan yöntemler geliştirilmekte ve sağlıklı hücrelere 

zarar vermeden sadece kanserli hücreleri elimine etmeyi amaçlayan hedefe yönelik 

terapiler gibi yeni ve önemli yöntemler üzerinde yoğun araştırmalar yapılmaktadır. Son 
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yıllar boyunca, erken tanı ve tedavi edici seçeneklerdeki önemli gelişmeler kanser 

hastalarında hayatta kalma oranlarının artmasına neden olmuştur. Bununla birlikte 

kanser tedavileri; hastalık reprodüktif yıllarında teşhis edilenlerde infertilite de dâhil 

olmak üzere birçok potansiyel yan etki ile ilişkilendirilmiştir. Gelişmekte ve 

yaygınlaşmakta olan oosit ve embriyo kriyoprezervasyonu yöntemleri ile bu yan 

etkilerin ortadan kaldırılması amaçlanmaktadır [3]. 

Bu tez çalışmasında; meme kanserinin farklı tipleri üzerinde epidermal büyüme faktörü 

reseptörü inhibitörü AG 1478 in, hedefe yönelik tedavi edici ajan olarak kullanılarak 

kanser hücrelerinin hücre kinetiği parametrelerinde meydana getireceği değişikliklerin 

araştırılması ve bu sayede meme kanseri tedavisine katkı sağlaması amaçlanmıştır. 
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2. GENEL KISIMLAR 

2.1. MEME YAPISI 

Meme, kadınlarda en çok malignite teşhisi konan ve ergenlik, gebelik, emzirme, 

menopoz sonrası dönemlerde boyut, şekil ve fonksiyonunda büyük değişiklikler olan 

bilateral bir organdır [4]. Dişi memesi ön torasik duvarda bulunur ve ikinci kaburgadan 

altıncı kaburgaya kadar uzanır. Memenin yaklaşık üçte ikisi pektoralis majör kası 

üzerine gelir. Geri kalan kısmı ise serratus anterior kası ve abdominal oblik kasının üst 

kısmı ile temas eder [5]. 

 

Şekil 2.1:  Meme anatomisi [6] 

 

İnsan memesi parankimal ve stromal dokulardan oluşur. Parankim dokusu dallanma 

kanallarını oluşturur ve zamanla salgı kesecikleri oluşumuna yol açar. Stroma esas 

olarak yağ dokudan oluşur ve parankima için bir ortam sağlar. Memenin bu temel yapısı 

insan gelişiminin erken embriyonik safhasında oluşur [7]. 
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Duktal sistemin ve asinusun (kesecik) gelişim süreci dallanma morfogenezi olarak 

adlandırılır. Dallanma morfogenezi fetüste başlar ve erken çocukluk döneminde durur 

ancak ergenlik çağında hormonal uyarılmanın etkisi ile farklılaşması tetiklenir [7]. 

Meme bezleri; sentezleme, salgılama ve yeni doğana süt üretme gibi özel işlevleri ile 

memelilere özgüdür. Bu fonksiyonu göz önüne alındığında, gebelik ve laktasyon 

döngüsü sırasında bezin mikro ve makro anatomisinde şiddetli değişikliğe neden olan 

hücresel seviyedeki hormonal etkiler bezin olgun gelişimsel bir duruma erişmesine 

neden olur [8]. 

Her memenin ortasında düz kaslar içeren bir meme ucu bulunur. Düz kaslar meme 

ucunun cinsel uyarılma, soğuk hava veya emzirilen bir bebeğe tepki olarak dik olmasına 

neden olur. Meme ucu çevresi pigmentli areoladır. Meme içerde süt üretmek üzere 

özelleşmiş olan meme bezlerini içerir. Meme bezleri yüzlerce küçük süt üreten lobülden 

oluşur. Her lobülün etrafındaki kontraktil hücreler sütün serbest bırakılmasını sağlar ve 

kanallar memeye iletmesini sağlar. Memenin büyük kısmı yağ dokusundan oluşur, bu 

nedenle meme boyutu süt üretim potansiyelini göstermez. Fibröz bağ dokusu ağı meme 

bezlerini ve yağ dokusunu destekler [9]. 

2.2. MEME KANSERİ 

Meme kanseri, küresel olarak kadınlarda kansere bağlı mortalitenin en yaygın 

nedenlerinden biridir. Çeşitli risk faktörleri ve klinik özellikleri olan heterojen bir 

hastalıktır. Genellikle kadın hastalığı olarak bilinmesine rağmen araştırmalar 1100 

erkekte 1 gelişebilir olduğunu göstermektedir [10]. Meme kanseri için güncel terapötik 

yaklaşımlar arasında ameliyat, radyasyon, kemoterapi, endokrin terapi ve de hedefe 

yönelik terapi bulunmaktadır [11,12]. Meme kanseri kadınlarda erkeklere oranla 100 kat 

daha sık görülür. İnsidans oranı 45-50 yaşlarına kadar yaşla birlikte artar. Yaşam boyu 

östrojene maruz kalma en önemli risk faktörlerinden biridir. Erken menarş, geç 

menopoz, Batılı yaşam biçimi ile ilişkili daha az sayıda ve geç gebelikler, 

postmenopozal hormon replasman tedavisi, ksenoestrojenler (östrojen taklit eden bir 

ksenohormon türü) ve çocuk sahibi olmama östrojene maruz kalma süresini 

uzatmaktadır [13]. Bunlar dışında yaş, aile öyküsü, oral kontraseptiflerin kullanımı, 

radyasyona maruz kalma, alkol kullanımı ve iyi huylu meme hastalığı gibi nedenler de 

meme kanseri risk faktörleri arasındadır [14]. 
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Östrojene uzun süreli maruz kalınması ve proliferasyon sürelerinin uzun döngüleri 

sonucu mutasyona uğrayabilen hücrelerin sayısı artar ve zamanla tümörleşmeye 

başlayan hücrelerinin proliferasyonu gerçekleşir. Özellikle gebelik sırasında meme 

duktal hücrelerinin farklılaşmasına neden olan ve diğer güçlü sinyaller sütten 

kesildikten sonra alveolar ve duktal hücrelerin yoğun apoptozuna neden olur. Bu 

sikluslar, tümörleşmeye başlayan hücrelerin ortadan kaldırılmasında ve dokunun 

saflaştırılmasında rol alabilir. Bu yüzden erken yaşta çoklu gebelik geçirmenin uzun 

süreli emzirme dönemleri ile birlikte güçlü bir koruyucu etki yapabildiği 

düşünülmektedir [15,16]. 

Bir meme kanseri genomu, tümörün gelişimi boyunca meydana gelen mutajenik 

aktivitenin kaydıdır. Her mutasyon tümörün yapısı konusunda bilgilendirici olabilir. 

Sürücü mutasyonlar kanser araştırmalarının uzun zamandır odak noktasıdır. Yolcu 

mutasyonları ise, DNA hasarı ve tümörigenez sırasında etkili olan DNA onarım 

süreçlerinin biyolojik olarak aydınlatıcıdır [17]. BRCA genleri DNA onarımı, hücre 

döngüsü kontrolü ve transkripsiyon gibi temel hücresel işlevlerde bulunan büyük 

proteinleri kodlamaktadır. BRCA genlerindeki germ hattı mutasyonları meme kanseri 

ile ilişkilidir. İncelenen popülasyonlarda BRCA-1 ve BRCA-2 genleri üzerinde 

meydana gelen mutasyonların meme kanseri riskinde yüksek bir artışa neden olduğu 

gözlemlenmiştir. Ayrıca mutasyonların BRCA-2 geninde görülme oranı BRCA-1 

genine göre daha fazladır [18]. Bu genlerdeki mutasyonların etkileri meme kanseri, over 

kanseri ve prostat kanseri gibi hormonal olarak ilişkili kanserler için spesifiktir. Yapılan 

çalışmalar BRCA1 geninin ürününün östrojen reseptör sinyalizasyonunda rol oynadığını 

ve BRCA2 geninin meme epitel hücrelerinin terminal farklılaşması ile ilgili 

fonksiyonunun olabileceğini göstermektedir [19,20]. 

Tümör mikroçevresi karsinom hücrelerini barındıran ve kan damarları, immün hücreler, 

fibroblastlar, kemik iliği kaynaklı inflamatuvar hücreler, lenfositler, endotel veya 

mezenkimal hücreler, sinyal molekülleri ve hücre dışı matriks gibi farklı bileşenlerden 

oluşan, ilaç aktivitesi ve etkinliği üzerinde önemli bir role sahip hücresel ortamdır. 

Mikroçevrede bulunan hücreler ekstrasellüler matriks tarafından çevrelenir ve bir 

vasküler ağ tarafından beslenirler [21,22]. Ekstrasellüler matriks çeşitli kanser hücre 

türleri için zengin bir glikozaminoglikan ve büyüme faktörleri kaynağıdır. 
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Biyokimyasal (büyüme faktörlerinin bağlanma kapasitesi) ve biyomekanik sinyaller 

sağlayarak hücre diferansiyasyonu regülasyonu, adhezyonu, hayatta kalımı, migrasyonu 

ve proliferasyonunda rol oynar [23]. Kanser hücreleri kendi ihtiyaçları için uygun 

mikroçevre oluşturabilirler. Yapılan çalışmalar mutasyonların sadece tümör hücreleri ile 

sınırlı olduğunu, ancak bu hücrelerin tümör mikroçevresinde yaşayan ve tümörojenik 

olmayan hücrelerde epigenetik modifikasyonlara neden olduğunu göstermektedir. 

Ayrıca, karşılıklı etkileşimden dolayı, tümör hücreleri diğer tümör oluşturmayan 

hücrelere de epigenetik modifikasyonlar uygularlar. Analizler meme kanseri 

hücrelerindeki, histon modifikasyonları, kromatin değiştirici faktörler, DNA metil 

transferazların ekspresyonundaki değişiklikler ve mikroRNA'lar dahil olmak üzere 

epigenetik değişikliklerin, tümör malignitelerini teşvik ettiğini göstermektedir [24]. 

Tümör mikroçevresi hedeflemenin meme kanseri tedavisinde umut verici bir tedavi 

yöntemi olduğu düşünülmektedir. Bu nedenle, yeni terapötik yaklaşımlar, kanser 

hücreleri ve stromal hücreler arasındaki etkileşimi normalize etmeyi ve bunun yanında 

bağışıklık sistemini modüle etmeyi ve antitümör aktiviteyi teşvik etmeyi amaçlar 

[21,24].  

Günümüzde kanser araştırmalarında hücre kültürü yaygın olarak kullanılmaktadır. 

Hücre kültüründe belirli bir hücre hattından hücreler çoğaltılıp bunların üzerinde çeşitli 

in vitro çalışmalar yapılmaktadır. Kanser araştırmalarında hücre hatlarının 

kullanılmasının yararları vardır. Bu hücreler, standart hücre kültür ortamında kendini 

kopyalama yeteneğine sahip, kısmen homojen hücre popülasyonu elde edilmesini 

sağlamaktadır. Sınıflandırma; histolojik tip, lenf düğüm durumu, tümör derecesi gibi 

faktörlerin yanı sıra östrojen reseptörü (ER), insan epidermal büyüme faktörü reseptörü 

2 (HER2) gibi prediktif belirteçlerin varlığına bağlıdır. Meme kanseri; Luminal A, 

luminal B, HER2, bazal ve normal olmak üzere en az beş alt kategoride (Tablo 2.1.) 

sınıflandırılabilmektedir [25]. Östrojen ve progesteron reseptörlerinin, HER2 

amplifikasyonunun ve Ki-67 antijen ekspresyonunun durumunun belirlenmesi, hasta 

prognozunun tahmin edilmesi ve tedavi stratejisinin belirlenmesi açısından önem arz 

etmektedir [26]. 

 



7 

 

 

 

Tablo 2.1: Meme karsinomasının moleküler sınıflandırılması [25] 

 

Sınıflandırma İmmünprofil Diğer Özellikler 
Hücre 

Hatları 
Luminal A ER

+
, PR

+/–
, 

HER2
– 
 

Ki67 düşük, endokrin yanıt, 

kemoterapiye cevap verir 

MCF-7, 

T47D, 

SUM185 

Luminal B ER
+
, PR

+/–
, 

HER2
+
 

Ki67 yüksek, genellikle endokrin 

yanıt, kemoterapi için değişken, 

HER2
 +

  trastuzumab duyarlı 

BT474, ZR-

75 

Bazal ER
–
, PR

+/–
, 

HER2
–
 

EGFR 
+
 ve / veya sitokeratin 5/6 

+
, Ki67 yüksek, endokrin yanıt 

vermez, genellikle kemoterapiye 

cevap verir 

MDA-MB-

468, 

SUM190 

Düşük Klaudin ER
–
, PR

–
, 

HER2
–
 

Ki67, E-kadherin, klaudin-

3,klaudin-4 ve klaudin-7 düşük, 

kemoterapiye ara cevap verir 

MDA-MB-

231, BT549, 

SUM1315 

HER2 ER
–
, PR

–
, 

HER2
+
 

Ki67 yüksek, trastusumab duyarlı, 

kemoterapiye duyarlı 

MDA-MB-

453, SKBR3 

  

1958’de ilk meme kanseri hücre hattı BT-20 oluşturulmuştur. Dünya’da yaygın olarak 

kullanılmaya devam eden meme kanseri hücre hatlarından biridir. 1973’te oluşturulan 

MCF-7 hücre hattı ise östrojen reseptörü (ER) ekspresyonu aracılığıyla hassas bir 

hormon duyarlılığına sahiptir bu da MCF-7 hücre hattının hormon cevap deneylerinde 

ideal bir model olmasını sağlamaktadır [25]. 

2.2.1. Luminal A Meme Kanseri 

Luminal A alt tipi tümörler ER-pozitif ve HER2-negatiftir, düşük Ki-67 indeksi 

gösterir. Meme kanserlerinin yaklaşık % 30-70'i luminal A tümörleridir [27]. Luminal A 

tümörlerinde hücre proliferasyon aktivitesinin diğer alt tiplerden çok daha düşük olduğu 

ileri sürülmektedir [26], ER-pozitif olma eğiliminde oldukları için tedavi genellikle 

hormon tedavisini içerir. Luminal A tümörlerinde tümör alt tipleri içinde oldukça iyi sağ 
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kalım oranları ve oldukça düşük nüks etme oranları ile en iyi prognoza sahip olma 

eğilimindedir [28].  

Luminal A meme kanseri hücre hatlarından biri de MCF-7 meme kanseri hücresi 

hattıdır. MCF-7 kanser hücreleri Amerika’nın Detroit bölgesinde yaşayan, metastatik 

özellikteki meme kanseri hastasının plevral efüzyonundan elde edilmiş ve Michigan 

Kanser Vakfı tarafından geliştirilmiştir. Günümüzde tüm Dünya laboratuvarları 

tarafından kullanılan standart model haline gelmiştir. Dr. Marc Lippman ve grubu DNA 

replikasyonunu timidin kullanarak izlemiş ve östrojenin uyarıcı etkilerini 

gözlemlemiştir. Östrojen doğrudan tümör büyümesini teşvik etmektedir [29]. 

2.2.2. Luminal B Meme Kanseri 

Luminal B tümörleri ER-pozitif olma eğilimindedir. HER2-negatif veya HER2-pozitif 

olabilirler, yüksek bir Ki-67 indeksine sahiptir [26]. Luminal B tümörlü kadınlarda 

meme kanseri genellikle luminal A tümörleri olanlardan daha genç yaşta teşhis edilir. 

Meme kanserlerinin yaklaşık %10-20' si Luminal B tümörlerdir [27]. Luminal A 

tümörleri ile karşılaştırıldığında, bunlar daha kötü prognoza yol açan faktörlere sahip 

olma eğilimindedirler, sağ kalım oranları daha düşüktür [28,30].  

2.2.3. Bazal Benzeri / Triple Negatif Meme Kanseri 

Bazal benzeri meme kanserleri; Triple negatif olmayan bazal-benzeri meme kanseri ve 

Triple negatif bazal-benzeri meme kanseri olarak iki alt grupta incelenir. Bu alt tipler 

BRCA mutasyonunu takiben ER / PR negatif kanserlerde HER2 amplifikasyonu / 

mutasyonu oluşup oluşmadığına bağlı olarak ayrılır. Triple negatif olmayan bazal-

benzeri meme kanserinde HER2 amplifikasyonu ve ekspresyonu vardır [32]. 

Triple negatif meme kanseri ise ER-negatif, PR-negatif ve HER2-negatiftir. Agresif 

davranışı ile bilinmektedir, daha genç yaşlarda ortaya çıkar. Triple negatif meme 

kanseri tüm meme kanserlerinin %15-20' sini oluşturur. Bu tümörler, metastaz 

progresyon eğilimi ve spesifik hedef tedavilerin bulunmaması nedeniyle daha agresif bir 

fenotipe ve daha kötü bir prognoza sahiptir [31-33]. 

2.2.4. HER 2 Tip Meme Kanseri 

HER2 moleküler alt tipi, HER2-pozitif ile aynı değildir ve tedaviyi yönlendirmek için 

kullanılmaz. Çoğu HER2 tipi tümörler HER2-pozitiftir ve bu nedenle böyle adlandırılır 
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ancak yaklaşık %30'u HER2 negatiftir [34]. HER2 tipi tümörler ER-negatif, PR-negatif, 

lenf nodu-pozitif, daha düşük tümör derecesi olma eğilimindedirler. Meme kanserlerinin 

yaklaşık yüzde %5-15' i HER2 türüdür [35]. HER2 tipi tümörlü kadınlar, lümen A ve 

lümen B tümörlerdekilere göre daha genç yaşta teşhis edilebilir [28]. 

2.3. EPİDERMAL BÜYÜME FAKTÖRÜ RESEPTÖRÜ 

Epidermal büyüme faktörü reseptörü (EGFR); Epidermal büyüme faktörü (EGF) 

ailesinin peptid büyüme faktörleri ile bağlandıktan sonra aktive olan, reseptör tirozin 

kinazların ErbB ailesine ait transmembran, 170 KD proteindir [36,37].  

ErbB ailesi dört farklı reseptör içerir. Bunlar: EGFR (ErbB-1 / HER1), ErbB-2 (neu, 

HER2), ErbB-3 (HER3) ve ErbB-4 (HER4) tür. Bu ailenin tüm proteinleri bir 

ekstrasellüler ligand-bağlama domainine, tek bir hidrofobik transmembran domaine ve 

bir sitoplazmik tirozin kinaz içeren domaine sahiptir [36,37]. EGF ve transforme edici 

büyüme faktörü α (TGFa) gibi potansiyel ligandlar reseptörlere bağlanır, reseptör 

dimerizasyonu ve intrinsik kinaz domaini aktivasyonunu indükler ve sitoplazmik 

kuyruk içinde spesifik tirozin kalıntılarının ATP'ye bağlı fosforilasyonu ile sonuçlanır 

[38]. 

EGF ve EGFR, karsinomların gelişiminin birçok yönü ile ilgilidir. Yapılan çalışmalarla 

EGF reseptörünün aşırı ekspresyonunun, özellikle epidermal karsinomalarda 

tümörigenezis ve progresyon gibi patolojik süreçlerde önemli bir rol oynadığı 

bildirilmiştir [39,40], ayrıca kanser hastalarında tümör derecesi, tümör boyutu, lenf 

nodu metastazı, sağ kalım ve kemoterapiye direnç ile korelasyon gösterdiği de 

gösterilmiştir [41]. Bu nedenle EGFR antitümör tedavide potansiyel bir hedeftir. 

EGFR'nin aşırı ekspresyonu, meme kanseri, yumurtalık kanseri veya nazofaringeal 

karsinom ve diğer kanserlerdeki hastalarda kötü prognoz ve azalmış sağ kalım oranı ile 

ilişkilidir [42-44]. 

Son yıllarda yapılan kansere yönelik tedavi çalışmalarında EGFR önemli bir role 

sahiptir. EGFR' yi hedeflemek için iki ana ajan sınıfı geliştirilmiştir: tirozin kinaz 

inhibitörleri ve monoklonal antikorlar. Tirozin kinaz aktivitesini inhibe etmek için 

EGFR' nin ATP cebine rekabetçi olarak bağlanır. Buna karşılık antikorlar rekabetçi bir 
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şekilde EGFR' ye ligand bağlanmasını engeller ve böylece reseptör aktivasyonunu 

engeller [45]. 

2.4. EGFR TİROZİN KİNAZ İNHİBİTÖRÜ AG 1478 

Protein tirozin kinazlar; birçok sinyal iletim yolundaki temel enzimlerdir ve hücre 

düzenleyici süreçlerde mitogenezis, farklılaşma ve gelişme, onkogenezis, anjiogenezis, 

hücre sağ kalımı ve apoptoz, hücre şekli ve adezyonu, hücre döngüsü kontrolü, büyüme 

kontrolü, T-hücresi ve B-hücresi aktivasyonu, hücre dışı uyaranlara yanıtlar, 

nörotransmitter sinyal verme, trombosit aktivasyonu, transkripsiyon kontrolü ve glikoz 

alımı gibi birçok önemli rol oynamaktadır [46-48]. Protein tirozin kinaz veya protein-

tirozin fosfatazlardaki işlevsel bozulma, kanser, bağışıklık sistemi, diyabet, ateroskleroz 

ve sedef hastalığı gibi birçok yaygın hastalık ile sonuçlanabilir. Bu önemli rollerinden 

dolayı küçük molekül kinaz katalitik domain inhibitörleri geliştirilmektedir [49]. 

EGFR aktivasyonu, ligandın hücre dışı alana bağlanmasıyla ve daha sonra reseptörün 

hetero- ve homodimerizasyona yol açan ekstraselüler alanın konformasyonal değişikliği 

ile olur ve tirozin kalıntılarının hücre içi otofosforilasyonuyla sonuçlanır [40]. Protein 

tirozin kinaz inhibitörlerin çoğunluğu, enzimin ATP bağlama cebine bağlanarak sinyal 

iletimini bozmakta ve günümüzde klinik araştırmalarda kullanılmaktadır [49].  

AG 1478 laboratuvar çalışmalarında kullanılan spesifik bir epidermal büyüme faktörü 

reseptörü tirozin kinaz inhibitörüdür [50].  

 

Şekil 2.2:  AG 1478 moleküler yapısı  

Kimyasal İsmi: N-(3-Klorofenil)-6,7-dimetoksi-4-kinazolinanin hidroklorid,  

Moleküler Formülü: C16H14ClN3O2.HCl 

Moleküler Ağırlık: 352.22 gr 
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ABCG2, ATP bağlayıcı kaset taşıyıcı ailesinin önemli bir üyesidir ve kanser 

hücrelerinde ilaç direnci kazandırdığı gösterilmiştir. Son yıllardaki araştırmalar, tirozin 

kinaz inhibitörü gefitinib'in, kanser hücrelerinde ABCG2 ve ters ABCG2 aracılı çoklu 

ilacı direnci fonksiyonunu modüle edebildiğini göstermektedir [51]. Bu yüzden yeni ve 

daha etkili EGFR tirozin kinaz inhibitörlerinin ve kombinasyonel kemoterapötik 

stratejilerin geliştirilmesinin yararlı olacağı düşünülmektedir. Aşırı duyarlı ilaç direnci 

olan, ABCG2 mutant insan meme kanseri hücre hattı MCF-7 hücreleri üzerinde yapılan 

çalışmalar AG 1478’ in ABCG2 yi aşırı eksprese eden hücreleri kemoterapötik ilaçlara 

karşı hassaslaştırdığını, çoklu ilaç direnci fonksiyonunu inhibe edebildiğini göstermiştir 

[52]. 

Zhu ve arkadaşlarının insan nazofaringeal karsinom hücre hattı CNE2 de yaptığı 

çalışmanın doz-etki ilişkisi sonuçları, AG1478'in EGFR' nin tirozin fosforilasyonunu 

doz bağımlı bir şekilde inhibe ettiğini göstermektedir [53]. 

Yapılan çalışmalar AG 1478’ in bazı Cisplatin' e dirençli akciğer kanseri türleri için 

klinik terapötik yaklaşım sağlayabileceğini göstermektedir. Ma ve arkadaşlarının yaptığı 

çalışmada AG 1478' in Cisplatin' e dirençli A549/DDP hücre hattının hücre 

proliferasyonunu inhibe ettiği ve hücreleri G1 evresinde tuttuğu gözlemlenmiştir. 

Sonuçlar, AG 1478 uygulanan hücrelerdeki DNA sentezinin, muamele edilmemiş 

hücrelere kıyasla önemli ölçüde inhibe edildiğini ortaya koymuştur ayrıca hücre 

migrasyonunu ve invazyonunu da engellemektedir [54]. 

2.5. MEME KANSERİ TEDAVİSİ 

Kanser; hastalığı saptamada, cerrahi işlemlerde, kemoterapi ve radyoterapide gelişmiş 

teknikler olmasına rağmen hala tedavisi zor bir hastalıktır. Erken evre meme kanserinde 

genellikle uygulanan tedavi cerrahi müdahaledir. Son zamanlarda birçok araştırmacı 

reseptörlerin ve büyüme faktörlerinin aşırı ekspresyonu, tümör süpresör geni 

inaktivasyonu ve onkogen aktivasyonlarının invaziv ve dirençli bir kanser fenotipinin 

gelişmesinin temel nedeni olduğunu ortaya çıkarmıştır. Hücre içi sinyal yolaklarındaki 

işlev bozukluklarının da aynı zamanda kanser gelişiminde ve ilerlemesinde rol oynadığı 

bilinmektedir [39,55]. 
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Meme kanseri tedavisinde; antiöstrojenlerin kullanılması gibi hormonal tedaviler veya 

hedefe yönelik tedaviler meme kanserinin alt tipi ile ilgili reseptörlerin ve hedeflerin 

tümör hücreleri tarafından anlatımı yapıldığı zaman etkin olabilmektedir. Hormonal 

tedavinin kemoterapiye göre daha az yan etkisi vardır [56,57]. Son yıllarda, hedefe 

yönelik tedavi yaklaşımları birçok kanser türünde olduğu gibi meme kanserinde de 

klasik yöntemlerin yerini almaktadır [58]. 

Kanser tedavisinde immünoterapi ile tedavi; immün sisteme ait hücrelerin 

programlanarak kanser hücrelerini hedef alıp yok etmesini sağlama amacına dayalıdır. 

İmmünoterapide tedavi; monoklonal antikorlar ile tedavi, non-spesifik immünoterapi ve 

kanser aşıları olmak üzere 3 farklı yolla sağlanmaktadır. Monoklonal antikorlar kanser 

hücrelerinin yüzeyinde yer alan reseptörlere bağlanarak aktivasyon ya da inhibisyona 

neden olabilirler. Örneğin, anti-CD 20 monoklonal antikoru apoptozu indüklerken, 

EGFR bağlayan antikor doğal ligandların bağlanmasını engelleyerek reseptör blokajına 

neden olur [1,39]. 

 

Şekil 2.3: Kanser Hücrelerinde Anti-EGFR İlaçların Etki Mekanizmaları [2]. 
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Anti-EGFR monoklonal antikorlar, EGFR'nin ekstrasellüler alanına bağlanarak ligand 

bağlama ve reseptör aktivasyonunu bloke eder. Küçük moleküllü EGFR tirozin kinaz 

inhibitörleri (TKI'lar) ise, intrasellüler EGFR tirozin kinaz katalitik domainine 

bağlanmak için ATP ile rekabet eder. Böylece EGFR otofosforilasyonu bloke olur. Bu 

inhibitörler ile tedavi sayesinde kanser hücrelerinde EGFR-bağımlı intrasellüler 

sinyaller etkilenir [2,45]. 

Meme kanseri tedavi yöntemlerinden biri de radyoterapidir. Bu yöntemin yan etkileri 

bulunmaktadır. Eski meme kanseri radyoterapi teknikleri ve bazı torasik tümörler için 

radyoterapi ile kullanılan yüksek torasik radyasyon dozları kalp hastalığı riskini artırır. 

Radyoterapi planlamasındaki ilerlemeler, çağdaş torasik radyoterapi sırasında kardiyak 

radyasyona maruz kalmayı önemli ölçüde azaltmıştır. Ancak çağdaş göğüs kanseri 

radyoterapisi sırasında kardiyak radyasyona maruz kalma yaşlı kadınlarda ejeksiyon 

fraksiyonu korunmuş kalp yetmezliği riskini ve doz bağımlı bir şekilde artırır [59]. 

Kanser tedavilerinden sonra ortaya çıkan yan etkileri ortadan kaldırmak için çalışmalar 

yapılmaktadır. Bu yan etkilerden biri de infertilitedir. Anti-müllerian hormon (AMH) ve 

antral folikül sayısı (AFC) genel popülasyonda over rezervinin yaygın olarak kullanılan 

işaretleyicileri olup, kanserli hastalarda da kontrollü yumurtalık uyarımı (COS) 

yanıtının belirleyicileri olarak kullanılabilir. Lee ve arkadaşları yaptığı çalışmada 

fertilitenin korunması amacıyla embriyo ve oosit kriyoprezervasyonu için yumurtalık 

uyarımı (letrozol eklenerek) uygulanan 126 meme kanseri hastasının 41’inde AMH ve 

AFC seviyelerinin over yanıtı için uygun olduğunu gözlemlemiştir. Meme kanseri 

hastalarının serum AMH düzeyleri, BRCA, östrojen reseptörü (ER), progesteron 

reseptörü (PR) veya HER2-neu durumu ile ilişki göstermemektedir [60]. 
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3. MALZEME VE YÖNTEM 

3.1. KULLANILAN HÜCRE SOYU 

Bu araştırmada Luminal A ve Triple Negatif meme kanseri hücre hatları ile çalışılmıştır. 

Luminal A meme kanseri modeli olarak MCF-7, Triple Negatif meme kanseri modeli 

olarak MDA-MB-231 hücre hattı soyları kullanılmıştır. Bu hücre soyları 

laboratuvarımızda rutin olarak kültüre edilen hücrelerdir. 

MDA-MB-231 hücreleri, 100 μg/ml streptomisin (Streptomisin sülfat, İ.E. Ulugay), 100 

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

(FBS, Gibco lab.) içeren pH’sı %4,4’ lük NaHCO3 ile 7.2’ ye ayarlanabilen yüksek 

glikozlu DMEM doku kültürü besiyerinde yaşatılmaktadır. MCF-7 hücreleri ise, 100 

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

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

pH’sı %4,4’ lük NaHCO3 ile 7.2’ ye ayarlanabilen RPMI-1640 doku kültürü 

besiyerinde yaşatılmaktadır. 

3.2.  HÜCRELERİN PASAJ İŞLEMİ 

Hücreler konfluent olunca besi ortamı yetersiz hale gelir. Hücre atıkları besi ortamının 

pH ’sını asidik hale getirir ve atıklar hücrelere toksik etki yaratır. Bu da hücrelerin 

ölümüne sebep olur. Hücreler enzimatik reaksiyona tabi tutulup bulundukları kültür 

ortamından kaldırılıp, hücre sayısı belirlendikten sonra, sayı azaltılarak kültür kaplarına 

geçirilirler. Bu sayede laboratuvarda hücre hatlarının devamlılığı sağlanmış olur. 

Pasaj işlemi, hücrelerin bulundukları kültür kaplarında tek tabaka haline geldiklerinde 

gerçekleştirilmiştir. Hücrelerin yetiştirildikleri kültür kabı içinden kaldırılabilmesi için 

%0.25’lik tripsin eriyiği (Gibco Lab.) kullanılmıştır. Hücreler kaldırıldıktan sonra 

tripsinin hacmi ile 1:1 oranında besiyeri eklenerek tripsinin aktivitesi inaktif hale 

getirilmiş ve süspansiyon santrifüj tüpüne aktarılmıştır. Süspansiyon 1500 rpm dönme 

hızında 3 dakika santrifüj edilmiştir. Süpernatant atılmış, pellet üzerine kuyucuk başına 
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ekilecek olan hücre sayısı hesaplanarak sulandırma yapılmış ve ekim işlemine 

geçilmiştir. 

3.3. HÜCRELERİN EKİM İŞLEMİ 

Bağıl canlılık yüzdesini hesaplamak için 96 kuyucuklu kültür kaplarına her bir 

kuyucukta 30.000 hücre / 200 µl besiyeri olacak şekilde ekim yapılmıştır. Mitoz indeksi 

parametreleri için 24 kuyucuklu steril kültür kaplarının her bir kuyucuğunun içerisine 

steril yuvarlak lameller yerleştirilmiştir. Her bir kuyucuk başına 150.000 hücre / 300 µl 

besiyeri olacak şekilde ekim yapılmıştır. Hücreler lamellere yapıştıktan sonra her 

kuyucuğa 500 µl besiyeri eklenmiştir. Apoptoz indeksi için 12 kuyucuklu kültür 

kaplarına 50.000 hücre / kuyu olacak şekilde ekim işlemi gerçekleştirilmiştir. 24 saatlik 

süre boyunca, 37
o
C’ de %95 hava ve %5 CO2 karışımında inkübasyona devam edilerek 

hücreler deneye hazır hale getirilmiştir. 

3.4. İNHİBİTÖR KONSANTRASYONLARININ HAZIRLANMASI 

Uygulanan inhibitör konsantrasyonları daha önce yapılan in vitro çalışmalar temel 

alınarak saptanmıştır. Deneyler EGRF inhibitörü AG 1478’ in farklı konsantrasyonları 

ve bunların uygulandığı farklı zaman aralıklarında gerçekleştirilmiştir. 

AG 1478 hidroklorid (Tocris), 10 mg toz halinde -20
o
C ‘de saklanmaktadır. Deneyler 

için DMSO’ da 10 Mm olacak şekilde 500µM / 10 mg çözülerek stok solüsyon elde 

edilmiş ve +4
o
C ‘de deneyler boyunca saklanmıştır. Deneylerde hücrelere uygulanmak 

istenen konsantrasyonlar; stok solüsyonun doku kültürü besiyeriyle seyreltilmesi sonucu 

elde edilmiştir. 

3.5. İNHİBİTÖR UYGULAMASI 

Deneyler 2 grup halinde gerçekleştirilmiştir.  

Deney grupları:  

I. MDA-MB-231 + AG 1478 

II. MCF-7 + AG 1478 olarak belirlenmiştir.  
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Her bir grup kendi içerisinde kontrol ve ilaç grupları olarak ayrılmıştır. Kontrolü 

oluşturan gruplara inhibitör uygulaması yapılmamıştır. IC50 dozunu belirleyebilmek 

için MCF-7 ve MDA-MB-231 hücrelerine 20µM, 50µM, 100µM ve 150µM ‘lık 

konsantrasyonlar uygulanmıştır. İnhibitör dozları 0-72 saatlik sürelerde uygulanmıştır. 

3.6. MİTOTİK İNDEKS İÇİN PREPERATLARIN HAZIRLANMASI 

Deney gruplarındaki hücrelerin inhibitör uygulama süreleri tamamlandığında, mitoz 

indeksi için yerleştirilip üzerine hücre ekilen lameller Carnoy fiksatifi [glasiyal asetik 

asit: %96 etanol (1:3 v/v)] ile 10 dakika fikse edilmiş ve iki kez 5’er dakika % 70 etanol 

ile yıkanmıştır. Kuyucuklardan çıkarılan lameller filtre kâğıdının üzerine yerleştirilip 

kuruması beklenmiş ve şeffaf oje ile lamlara yapıştırılmıştır. Hazırlanan bu preparatlar 

kurutulmuş ve daha sonra Feulgen boyama yöntemi ile boyanmıştır. 

3.7. HÜCRE KİNETİĞİ PARAMETRELERİ 

3.7.1. Çoğalma Hızı: Metiltiazol Difenil Tetrazolyum (MTT) Testi 

Metabolik aktivitenin ölçümüne dayalı hücre proliferasyon testlerinde yaygın olarak 

Metiltiazol difenil tetrazolyum (MTT) gibi tetrazolyum tuzları kullanılmaktadır. 

Proliferasyona uğrayan hücrelerde dehidrojenaz enzim aktivitesi artmaktadır. 

Dehidrojenaz enzimi tetrazolyumu dimetil sülfoksit (DMSO) ile çözünebilen ancak 

suda çözünmeyen formazan kristallerine indirgemektedir. Bu sayede MTT testi ile 

mitokondriyal aktivite bozukluğu gösterilebilmektedir. Hücrelerin tetrazolyumu (sarı) 

kullanarak formazan (mor) boya üretmesi sonucu görülen renk değişimi absorbans 

olarak ELISA okuyucu ya da spektrofotometre ile ölçülür [61]. 

AG 1478 in farklı dozlar halinde uygulanması sonucunda hücreler üzerinde meydana 

getirdiği sitotoksisite, MTT testi ile değerlendirilmiştir. Hücreler 96 kuyucuklu kültür 

kaplarına her bir kuyucukta 30.000 hücre olacak şekilde ekilmiştir. Hücreler 24 saat 

etüvde bekletildikten sonra farklı konsantrasyonlarındaki AG 1478 dozları 

uygulanmıştır. Her doz için 20 tekrar yapılmıştır. Deney sürelerinin sonunda 

kuyucuklardaki besiyeri çekilip atılmış ve 40 μl MTT (5mg/ml) eklenmiştir. 4 saat 

beklendikten sonra MTT bulunan kuyucuklara 160 μl DMSO eklenerek çalkalayıcılı 

etüvde 1 saat inkübasyona bırakılmıştır. Oluşan formazan kristallerinin bu işlemle 

çözünmesinin ardından deney gruplarının absorbans değerleri, 690 nm dalga boyu 
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referans alınarak 570 nm’de spektrofotometre ölçümleri gerçekleştirilmiştir (μQuant, 

Bio-Tek Instruments INC.) [62]. 

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

İndeksi Değerlerinin Belirlenmesi 

Hücre proliferasyonu ve hücre ölümlerinin belirlenmesindeki geleneksel yöntemler, 

kültüre hücrelerden belirli zaman aralıklarında örnekler alınarak bunlar üzerinde 

biyokimyasal ölçümler yapılmasını içermektedir. Günümüzde çok yeni olarak bu 

amaçla kullanılmaya başlayan sistemler, kültüre hücrelerdeki çoğalma ve ölümleri, 

gerçek zamanlı ve devamlı bir şekilde, hücrelerin elektrik akımına karşı gösterdikleri 

direncin belirlenmesiyle gerçekleştirmektedirler. Bu sistemlerden biri de xCELLigence 

RTCADP sistemidir. xCELLigence RTCA-DP sisteminin temel ilkesi, alt yüzeyinde 

altın elektrotlar bulunan E-Plate yüzeyine yapışan hücre miktarı arttıkça akıma karşı 

oluşan direncin artması, yüzeye yapışan hücre miktarı azaldıkça, direncin de buna bağlı 

olarak azalması olgusuna dayanmaktadır. xCELLingence RTCA-DP sistemi aracılığıyla 

hücre proliferasyonu ve hücre ölümü gerçek zamanlı ve sürekli olarak 

kaydedilebilmekte ve kaydedilen veriler grafikler halinde bilgisayar ekranına 

aktarılmaktadır. 

 

 

Şekil 3.1: xCELLigence DP cihazı ve E-Plate. 
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Gerçek zamanlı hücre analiz sistemi xCELLigence DP kullanılarak elde edilecek hücre 

indeksi parametresinin değerlendirilebilmesi için 16 kuyucuklu E-Plate kullanılmıştır. 

Öncelikle E-Plate’in her bir kuyucuğuna 100 µl besiyeri eklenmiş ve xCELLigence DP 

cihazında background ölçümleri alınmıştır. Daha sonra MDA-MB-231 hücreleri için 

100 µl besiyerinde 5.000 hücre, MCF-7 hücreleri için ise 100 µl besiyerinde 10.000 

hücre olacak şekilde her bir kuyucuğa ekim yapılmıştır. Ekim işleminin ardından E-

Plate’ler 20 dakika boyunca steril çalışma kabini içerisinde oda sıcaklığında inkübe 

edilmiş ve daha sonra xCELLigence DP cihazındaki yerlerine yerleştirilerek 37
0
C ve 

%5 CO2 ortam şartlarında inkübasyona devam edilmiştir. E-Plate’lere hücre ekimi 

gerçekleştirildikten sonra xCELLigence DP cihazına her 15 dakikada bir ölçüm alması 

için komut verilmiştir. Hücre ekiminde yaklaşık 24 saat sonra hücrelerin çoğalma 

fazının 1/3’lük diliminde EPlate’lerdeki besiyeri ilaçlı besiyeri ile değiştirilerek 72 saat 

süresince 15 dakika aralıklarla ölçüm alınmaya devam edilmiştir. Konsantrasyona ve 

zamana bağımlı hücre indeksi değerlerine ait grafikler bilgisayar ekranına aktarılmıştır 

[63]. 

3.7.3. Mitotik İndeks 

Deney gruplarına göre hazırlanan preparatlar ilk olarak oda sıcaklığındaki 1 N HCl ile 1 

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

işleminin ardından preparatlara 1 saat boyunca Feulgen metodu uygulanmıştır. Bu 

preparatlar daha sonra Feulgen metodunun yıkama solüsyonu ile her biri 2 dakika 

olmak üzere 3 kez yıkanmış ve havada kurutulmuştur. Preparatlar kuruduktan sonra 2 

dakika süre ile Giemsa boyası ile boyanmıştır. Sayım için hazır duruma gelen 

preparatlardan mitoz indeksi (MI) değerlerini saptamak amacıyla geç  profaz, metafaz, 

anafaz ve telofaz evreleri sayılmıştır. Erken profaz evresi interfaz grubundaki hücrelere 

morfolojik olarak benzerlik gösterdiği için bu evre ile birlikte değerlendirilmiştir. 

Uygulanan inhibitör konsantrasyonu her süre için üçer preparat olarak değerlendirilmiş 

ve her bir preparattan ortalama 3.000 hücre sayılarak, MI değerleri saptanmıştır. 

3.7.4. İstatiksel Değerlendirme 

Tüm deney gruplarına uygulanan konsantrasyonların ve zamana göre saptanan hücre 

kinetiği parametrelerinin değerleri kontrol gruplarına ve birbirlerine göre 

değerlendirilmiştir. Deney gruplarından saptanan değerlere tek yönlü  ANOVA testi 
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uygulanmıştır. Grupların kontrole göre anlamlılıkları DUNNETT’S testi ile 

değerlendirilirken, grupların birbirleri ile olan anlamlılıkları ise t-testi ile 

değerlendirilmiştir. İstatistiksel değerlendirmelerde p<0.01 anlamlılık seviyesi temel 

alınmıştır. 
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4. BULGULAR 

Bu tez çalışmasında hedefe yönelik tedavide kullanılması amaçlanan EGFR inhibitörü 

AG 1478 kullanılmıştır. In vitro koşullarda östrojen, progesteron reseptörü ve HER-2 

gen anlatımı negatif olan triple negatif meme kanseri hücreleri MDA-MB-231 ile 

östrojen reseptörü pozitif meme kanseri hücreleri MCF-7 üzerine bu inhibitör, değişik 

süre ve konsantrasyonlarda uygulanmış; çoğalma hızı, mitotik indeks ve apoptotik 

indeks verilerinin değerlendirmeleri yapılmıştır. Bu inhibitörün Triple negatif ve 

Luminal A meme kanseri modeli olarak kullanılan MDA-MB-231 ve MCF-7 hücreleri 

üzerinde meydana getirdiği antiproliferatif etkiler araştırılmıştır. 

4.1. ÇOĞALMA HIZI 

Triple negatif meme kanseri hücre hattı MDA-MB-231 ve östrojen reseptörü 

bakımından pozitif olan MCF-7 hücre hatları üzerine AG 1478’ in hücrelerin 

mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesinde meydana getirdiği değişikliklerin 

belirlenmesi amacıyla, kültüre edilen hücrelere ilk olarak 24 saat süresince başlangıçta 

20 µM, 50 µM, 100 µM, 150 µM inhibitör konsantrasyonları kullanılmıştır. İnhibitör 

uygulanmayan kontrol grubu ile paralel yürütülen deney serilerinden elde edilen 

absorbans değerleri Tablo 4.1 ve 4.2. ile Şekil 4.1. ile Şekil 4.2. de gösterilmiştir. 
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Tablo 4.1:  24 saat süresince 50µM, 100 µM ve 150µM AG 1478 uygulanan MDA-MB-231 

hücrelerine ait mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi değerleri (450-690 nm) (* Kontrole 

göre anlamlı p<0.01) 

 

 

Tablo 4.2: 24 saat süresince 20 µM, 100 µM ve 150 µM AG 1478 uygulanan MCF-7 

hücrelerine ait mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi değerleri (450-690 nm) (* Kontrole 

göre anlamlı p<0.01).    

 

 



22 

 

 

 

 

Şekil 4.1: 24 saat süresince 50 µM, 100 µM ve 150 µM AG 1478 uygulanan MDA-MB-231 

hücrelerine ait mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi değerleri (450-690 nm) (* Kontrole 

göre anlamlı p<0.01).  

 

Şekil 4.2: 24 saat süresince 20 µM, 100 µM ve 150 µM AG 1478 uygulanan MCF-7 hücrelerine 

ait mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi değerleri (450-690 nm) (* Kontrole göre 

anlamlı p<0.01).    
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Absorbans değerleri incelendiğinde; MDA-MB-231 hücreleri için % 100 kabul edilen 

kontrol grubuna göre 50 µM’lık AG 1478 konsantrasyonunun hücrelerin canlılığını % 

51,8 ‘e, 100 µM AG 1478 konsantrasyonunun % 47,63 ‘e ve 150 µM AG 1478 

konsantrasyonunun ise % 32,95 ‘e düşürdüğü gözlemlenmiştir (Şekil 4.3.).  

 

 

 

Şekil 4.3: 24 saat süresince 50µM, 100 µM ve 150 µM AG 1478 uygulanan MDA-MB-231 

hücrelerine ait % canlılık değerleri (* Kontrole göre anlamlı p<0.01). 
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MCF-7 hücrelerine ait absorbans değerleri incelendiğinde ise % 100 kabul edilen 

kontrol grubuna göre 20 µM’lık AG 1478 konsantrasyonunun hücrelerin canlılığını % 

51,76 ‘ya, 100 µM AG 1478 konsantrasyonunun % 45,42 ‘ye ve 150 µM AG 1478 

konsantrasyonunun ise % 37,94 ‘e düşürdüğü gözlemlenmiştir (Şekil 4.4).  

 

 

Şekil 4.4: 24 saat süresince 20µM, 100 µM ve 150 µM AG 1478 uygulanan MCF-7 hücrelerine 

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

 

Elde edilen veriler doğrultusunda MDA-MB-231 hücre hattı için 50µM AG 1478, 

MCF-7 hücre hattı için ise 20µM AG 1478 konsantrasyonu hücrelerin yarısının 

ölümüne neden olan IC50 dozu olduğu görülmektedir. Elde edilen verilerin kontrole 

göre istatistiksel açıdan p<0.01 seviyesinde anlamlı olduğu belirlenmiştir. 
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MCF-7 ve MDA-MB-231 hücre hatları için belirlenmiş olan IC50 dozlarının 0-72 saat 

süresince uygulanması sonucunda elde edilmiş olan absorbans değerleri Tablo 4.3 ve 

Tablo 4.4’te gösterilmiştir.  

 

Tablo 4.3: 0-72 saat süresince 50 µM AG 1478 uygulanan MDA-MB-231 hücrelerine ait 

mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi değerleri (450-690 nm) (* Kontrole göre anlamlı 

p<0.01). 

 

 

Tablo 4.4:  0-72 saat süresince 20 µM AG 1478 uygulanan MCF-7  hücrelerine ait 

mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi değerleri (450-690 nm) (* Kontrole göre anlamlı 

p<0.01). 

 

 

0-72 saatlik absorbans değerlerine ait grafikler incelendiğinde MDA-MB-231 ve MCF-

7 hücrelerinin çoğalma hızlarında zamana bağlı olarak kontrole göre istatistiksel açıdan 

p<0.01 seviyesinde anlamlı bir düşüşün meydana geldiği gözlenmiştir (Şekil 4.5 ve 

Şekil 4.6). 
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Şekil 4.5: 0-72 saat süresince 50µM AG 1478 uygulanan MDA-MB-231 hücrelerine ait 

mitokondriyal dehidrogenaz enzim aktivitesi değerleri (450-690 nm)  

(* Kontrole göre anlamlı p<0.01). 

 

Şekil 4.6: 0-72 saat süresince 20 µM AG 1478 uygulanan MCF-7  hücrelerine ait mitokondriyal 

dehidrogenaz enzim aktivitesi değerleri (450-690 nm) (* Kontrole göre anlamlı p<0.01). 
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4.2. XCELLİGENCE GERÇEK ZAMANLI HÜCRE ANALİZ SİSTEMİ İLE 

HÜCRE İNDEKSİ 

AG 1478 in MDA-MB-231 hücre hattına 50 µM, 100 µM ve 150 µM, MCF-7 hücre 

hattına 20 µM, 100 µM ve 150 µM konsantrasyonlarda uygulanması sonucunda gerçek 

zamanlı hücre analiz sisteminden elde edilen hücre indeksi değerleri incelendiğinde; 

ajanın hücreler üzerinde antiproliferatif etkilerinin olduğu görülmektedir. Hücre indeksi 

değerlerine ait grafiğin eğrileri, kullanılan standart eğriler ile karşılaştırıldığında, 

uygulanan tüm AG 1478 konsantrasyonlarının her iki hücre hattında da sitostatik etki 

meydana getirdiğini düşündürmektedir. 

 

Şekil 4.7: 50 µM, 100 µM ve 150 µM dozlarında AG 1478 uygulanan MDA-MB-231 

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

grafiği  (-- Kontrol, -- 50 µM, -- 100 µM , -- 150 µM ). 

 

 

Şekil 4.8: 20 µM, 100 µM ve 150 µM dozlarında AG 1478 uygulanan MCF-7 hücrelerine ait 

Gerçek Zamanlı Hücre Analiz Sistemi kullanılarak elde edilen hücre indeksi grafiği  (-- Kontrol, 

-- 20 µM, -- 100 µM , -- 150 µM ). 
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4.3. MİTOTİK İNDEKS 

MDA-MB-231 ve MCF-7 hücreleri üzerine AG 1478 uygulanması sonucunda, mitotik 

indeks değerlerindeki değişimi belirlemek amacıyla; 0-72 saat süresince kültüre edilen 

MDA-MB-231 hücrelerine 50 µM ve MCF-7 hücrelerine 20 µM inhibitör 

konsantrasyonları uygulanmıştır. İnhibitör uygulanmayan kontrol grubu ile paralel 

yürütülen deney sonucu elde edilen mitotik indeks değerleri Tablo 4.5 ve tablo 4.6 da 

gösterilmiştir.    

Tablo 4.5: 0-72 saat süresince 50 µM AG 1478 uygulanan MDA-MB-231 hücrelerine ait 

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

 

Tablo 4.6: 0-72 saat süresince 20 µM AG 1478 uygulanan MCF-7 hücrelerine ait mitotik 

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

 

Şekil 4.9. ve Şekil 4.10. da görüldüğü gibi AG 1478 uygulaması sonucu MDA-MB-231 

ve MCF-7 hücrelerine ait mitotik indeks değerleri zamana bağlı olarak anlamlı ölçüde 

düşüş göstermiştir. Meydana gelen bu düşüşün her iki hücre soyunda da istatistiksel 

olarak anlamlılığı (p<0.01) saptanmıştır. 
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Şekil 4.9: 0-72 saat süresince 50 µM AG 1478 uygulanan MDA-MB-231 hücrelerine ait mitotik 

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

 

Şekil 4.10: 0-72 saat süresince 20 µM AG 1478 uygulanan MCF-7 hücrelerine ait mitotik 

indeks değerleri (* Kontrole göre anlamlı p<0.01).  
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Çağımızın en önemli hastalıklarından biri olan kanserin tedavi yöntemlerinin 

geliştirilmesi, kullanılan yöntemlerin etkinliklerinin arttırılması ve yan etkilerinin 

giderilmesi amaçları doğrultusunda tedavilerin belirli hedeflere yönlendirilmesi 

hastaların sağ kalım şanslarını yükseltmektedir. 

Triple negatif meme kanseri kötü prognoza ve agresif bir fenotipe sahiptir. Hormon 

reseptörlerini ve insan epidermal büyüme faktörü reseptörü 2 yi hedef alan ilaçlara 

duyarsızdır. Bu nedenle, triple negatif meme kanserini tedavi etmek için etkili bir 

terapötik reaktifin geliştirilmesi gereklidir [64]. 

Tirozin kinaz inhibitörlerinden AG1478, laboratuvar çalışmalarında HER1 inhibitörü 

olarak yaygın olarak kullanılmaktadır. 

EGF, HER1'e bağlanır ve onun tirozin kinaz aktivitesini aktive eder. Bu olayda, 

mitojen-aktive protein kinaz (MAPK) yolaklarının aktivasyonuyla sonuçlanır. HER1, 

klasik bir MAPK yolu olarak bilinen Ras-Raf-MEK-ERK yolağı aracılığıyla sinyal 

verir. MAPK aktivasyonu, büyüme faktörlerinin bir sensörü olarak hizmet eden siklin 

D1'in indüksiyonu ile sonuçlanır ve genellikle siklin bağımlı kinazları aktive veya 

inhibe edebilen p21'in eşzamanlı indüksiyonu ile sonuçlanır [65,66]. 

Bishop ve arkadaşları kanser hücrelerinin EGFR ailesinin farklı inhibitörlerine karşı 

gösterdikleri hassasiyetleri inceleyen çalışmalarında, bütün HER1 ekspresyonu olan 

hücrelerde HER1 ve MAPK sinyalizasyonunun AG 1478 tarafından inhibe edildiğini 

gözlemlemiştir. Bu çalışmada AG 1478’ in hücrelerin G1 fazında duraklamasına aracılık 

ettiği ve yüksek HER1 ekspresyonu olan hücre hatlarında; düşük konsantrasyonlarda 

inhibitörün hem HER1 fosforilasyonunu hem de MAPK yolağını potansiyel olarak 

inhibe ettiği, düşük HER1 eksprese eden hücre hatlarında ise aynı etkiler için daha 

yüksek inhibitör konsantrasyonlarına ihtiyaç olduğu gözlemlenmiştir [67]. 
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Yapılan bu çalışmada; Triple negatif ve Luminal A meme kanseri hücre hatlarına farklı 

konsantrasyonlarda AG 1478 uygulanıp xCELLigence Gerçek Zamanlı Hücre Analiz 

Sistemi ile değerlendirildiğinde, elde edilen hücre indeksi değerleri ve bu değerlerden 

elde edilen eğrilerin standart eğrilerle karşılaştırılması sonucunda eğrilerin her iki hücre 

hattı için hücreler de, hücre büyümesini durdurucu etki meydana getirdiğini 

düşündürmesi, yukarıda ki literatür de bahsedilen AG 1478’ in G1 fazında duraksamaya 

aracılık etmesi ile uygunluk göstermektedir. 

EGFR 'nin aktivasyonu, PI3K / AKT sinyal yolakları (sağ kalım sinyali) da dâhil olmak 

üzere hücre içi sinyal yolaklarının aktivasyonuna yol açtığından, AG1478 ile EGFR 

aktivasyonunun inhibisyonu PIK3CA gen durumuna bağlı olarak apoptozu 

indükleyebilmektedir. Baba ve arkadaşları AG1478'in farklı PIK3CA gen statüsüne 

sahip kanser hücreleri üzerindeki etkilerini incelemiştir. PIK3CA mutant baş ve boyun 

skuamöz hücreli karsinoma üzerinde yaptıkları çalışmada; mutant PIK3CA geni olan 

hücrelerin EGFR fosforilasyonu inhibisyonu için yeterli konsantrasyonda AG 1478 ile 

muamele edilmesine rağmen apoptoza girmediği, buna karşılık doğal fenotip PIK3CA 

genine sahip hücrelerde doza bağlı olarak apoptoz indüklendiği bulgularını elde etmiş 

ve AG1478 'in apoptotik etkisinin PIK3CA gen durumuyla derinden ilişkili olduğunu 

ileri sürmüşlerdir [68]. 

Zhang ve arkadaşlarının MCF-7 ve MDA-MB-231 hücre hatları üzerinde yaptığı 

çalışmada AG1478' in EGFR, ERK1 / 2 ve AKT sinyal yolaklarının aktivasyonunu 

engelleyebildiği ve iki hücre hattının EGFR ‘yi farklı seviyelerde eksprese ettikleri 

halde inhibitörün hücre hatları üzerinde benzer antiproliferatif etkinliğe sahip olduğu 

gösterilmiştir. Bununla birlikte çalışma AG 1478 ‘in bu hücre hatlarında telomeraz 

aktivitesini doza bağımlı olarak baskıladığını ve apoptozu indüklediğini göstermektedir. 

Bu sonuçlar, AG 1478 'in meme kanseri hücrelerinde hücresel apoptotik yanıtı teşvik 

edebileceğini göstermektedir [69]. 

AG 1478 ile yapılan çalışmalar antitümör etkinliğine sahip olduğunu göstermektedir. in 

vitro çalışmalarda inhibitör, glioblastoma [70], leyomiyoma [71], kolorektal karsinom 

[72] ve nazofaringeal karsinoma hücrelerinde [53] önemli antiproliferatif etkiler 

göstermiştir ayrıca tümörleri cisplatin ve temozolomidin sitotoksik etkisine veya bir 
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anti-EGFR antikoru olan monoklonal antikor mAb 806 ‘ya karşı hassaslaştırdığı 

gösterilmiştir [73-75]. 

Son yıllarda hem klinik gözlemler hem de deneysel çalışmalar, östrojenlerin ve östrojen 

reseptörlerinin meme tümörlerinin gelişiminde ve ilerlemesinde kritik rolleri 

bulunduğunu tespit etmiştir. Meme tümörlerinin yaklaşık % 70'inde ER ve / veya 

progesteron reseptörü eksprese edildiği için klasik hormonsuz bir tümördür [76]. 

Östrojenlerin etki mekanizması, ER 'lerin varlığı veya olmaması ve yalnızca çekirdekte 

değil aynı zamanda sitoplazmada ve hücre zarında lokalizasyonu ile tanımlanmaktadır 

[77]. Hormonal tedaviler ER pozitif meme kanserinin tedavisinde kullanılmaktadır; 

Bununla birlikte, bu endokrin terapilere içsel ve edinilmiş direnç hala ortak bir 

özelliktir. 

Tsonis ve arkadaşları yaptığı çalışmada kanser progresyonunda yer alan biyoaktif ECM 

makromoleküllerinin ekspresyonunda ER 'lerin ve ER-IGFR-EGFR çapraz-sırasının 

rolünü incelemiş ve ER 'lerin EGFR ve / veya IGFR ile eşgüdümlü hareketinin çok 

önemli olduğunu ve endokrin terapiler için yeni, güçlü ajanlar tasarlamak ve 

geliştirmede potansiyel hedefler sağladığını göstermişlerdir [78]. 

Lei ve arkadaşları küçük hücreli olmayan akciğer kanseri hücreleri üzerinde yaptıkları 

araştırmanın sonucunda kemoterapötik ilaçlarla kombinasyon halinde tirozin kinaz 

inhibitörlerinin, EGFR 'nin kuvvetli ekspresyonunu gösteren küçük hücreli olmayan 

akciğer kanseri türlerinin tedavisi için uygulanabilir bir terapötik strateji olduğunu öne 

sürmüşlerdir. Bu çalışmadaki bulgular ile güçlü EGFR ekspresyonu olan NCI-H596 

hücrelerinin Cisplatin, doksorubisin ve etoposid'in büyüme önleyici etkilerine daha 

dirençli olduğunu, genel bir tirozin kinaz inhibitörü olan Genistein ve AG 1478’ in 

NCI-H596'da EGFR'nin fosforilasyonunu inhibe ettiğini ve NCI-H596 hücrelerinde 

antiproliferatif etkileri arttırdığı ve programlanmış hücre ölümünü indüklediğini 

göstermişlerdir [73]. 

Yapılan bu çalışmada; MDA-MB-231 hücreleri için IC50 dozu olarak belirlenen  

50 µM’lık ve MCF-7 hücreleri için IC50 dozu olarak belirlenen 20 µM’lık AG 1478 

konsantrasyonu hücrelerin canlılığını 24., 48. ve 72. saatlerde anlamlı olarak 

düşürmüştür. Bu veriler yukarıda bahsedilen çalışmalar ile örtüşmektedir. 
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Mikrotübül aktif ilaçlar da dahil olmak üzere, kemoterapötik ajanlar, normal ve kanserli 

hücreler arasında kötü ayrım yapmaktadır. Kanser hücreleri büyüme faktörlerine daha 

az bağımlıdır ve / veya büyüme inhibitörlerine dirençlidir, fazlar arası normal hücrelerin 

seçici olarak durdurulması mümkündür, mikrotübül-aktif ilaçlar, siklik hücrelerde 

mitotik tutulma oluşturabilme yetenekleri nedeniyle sitotoksiktir ve ara evrede tutulan 

hücreler mikrotübül-aktif ilaçlara karşı duyarlı olmayabilir [79,80].  

Blagosklonny ve arkadaşları normal meme epitel hücresi MCF-10A ve MCF-7 hücre 

hatları üzerinde yaptıkları araştırmada AG1478 ile ön işlem yapılmasının, MCF-7'de 

paclitaxel ile indüklenen Bcl-2 / Raf-1 fosforilasyonu etkilemediğini ancak MCF-

10A'da bu fosforilasyonu yok ettiğini gözlemlemiştir. Yapılan çalışmada düşük dozda 

AG1478 uygulaması ile MCF-10A tutuklaması olmuş ve paclitaxelin etkileri ortadan 

kalkmış, ancak MCF-7 hücrelerinde bu etki görülmemiştir. Bu sonuç büyüme faktörü 

bağımlılığının sömürüsü, normal hücrelerin mikrotübül-aktif ilaçlardan korunmasına 

izin verebileceğini göstermektedir [81]. 

İntegrin ailesinin üyeleri meme tümörojenezinde ve ilerlemesinde rol oynayan önemli 

sinyalleme bileşenleridir çünkü integrinler hücre göçü, hücre proliferasyonu ve hücre 

sağ kalımı üzerinde önemli roller oynamaktadır. Bazı çalışmalar, β1'in bloke 

edilmesinin hücre proliferasyonunu inhibe ettiğini ve hücre apoptozunu indüklediğini 

bildirmiştir [82,83]. Daha önce yapılan araştırmalar MDA-MB-231 hücrelerindeki α6β4 

integrinin EGFR kümelemesine neden olduğunu göstermiştir [84].  

Hou ve arkadaşları yaptıkları çalışmada MDA-MB-231 hücrelerinde, β1 geninin 

susturulması yoluyla çalışma yapmışlar ve β1'in sadece hücre göçü ve sağkalım için 

önemli olmadığını, hücre çoğalmasını hücre yoğunluğuna bağlı olarak düzenlediğini 

göstermişlerdir. Ayrıca bu çalışma ile AG1478 'in hücre proliferasyonu üzerindeki 

inhibe edici etkilerinin β1 nakavt hücrelerde, doğal fenotip hücrelere göre daha etkili 

olduğunu ve anti-EGFR tedavisinin anti-integrin ilaçlarla birleştirilmesinin kanser 

tedavisi için önemli olduğunu göstermişlerdir [85]. 

Sonuç olarak bu tez çalışmasında; Triple negatif meme kanseri modeli olarak MDA-

MB-231 ve Luminal A meme kanseri modeli olarak kullanılan MCF-7 hücre hatları 
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üzerine EGFR inhibitörü AG 1478 ‘in etkisi hücre canlılığı, hücre indeksi, mitotik 

indeks gibi hücre kinetiği parametreleri kullanılarak değerlendirilmiştir. Çalışmanın 

sonucunda elde edilen veriler hücre canlılığı, hücre indeksi, mitotik indeks değerlerinde 

zamana bağlı olarak anlamlı bir düşüşün olduğunu göstermektedir.  

Elde edilen bu veriler ile meme kanseri ve diğer kanser türlerinde EGFR ye yönelik 

tedavilerin kanser tedavisinde olumlu sonuçlar doğuracağı düşünülmektedir. Bulgular 

Triple negatif meme kanseri gibi tedavisi zor, HER2-negatif kanser tiplerinde HER1 

hedeflenerek tedavi stratejilerinin geliştirilebileceğini göstermektedir. Ayrıca tedaviye 

dirençli kanserlerin de tedavisinde yararlı olacağı düşünülmektedir. Gelecekte yapılacak 

in vitro çalışmalar ve hayvan deneyleri ile AG 1478 gibi EGFR inhibitörlerinin veya 

EGFR monoklonal antikorlarının tek başına ve kombin olarak kullanımlarının etki 

mekanizmalarının, daha iyi araştırılması ve desteklenmesiyle EGFR ye yönelik tedavi 

yöntemlerinin, klinik kullanımlarda başarılı sonuçlar vereceği düşünülmektedir. 
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