
 

 

 

 

 

 

 

G
Ü

V
E

N
 Y

E
N

M
İŞ

 
 

İS
T

A
N

B
U

L
 Ü

N
İV

E
R

S
İT

E
S

İ C
E

R
R

A
H

P
A

Ş
A

 L
İS

. 

E
Ğ

T
. E

N
S

T
. 

 
D

O
K

T
O

R
A

 T
E

Z
İ  

 
İS

T
A

N
B

U
L

-2
0

1
8
 

Tez kabul edildikten sonra yapılan sabit ciltte sırt 

yazısı bu şablona göre yazılacak. Yazılar tek satır olacak 

Cilt sırtı yazıların yönü yukarıdan aşağıya  

(sol yandaki gibi) olacak . 

Tez, Yüksek Lisans’sa, YÜKSEK LİSANS TEZİ; 

Doktora ise  DOKTORA TEZİ  ifadesi kalacak 

Adınızı soyadınızı giriniz 

Tez Sınavının yapılacağı yılı yazınız 



    

 

 

 

 

DANIŞMAN  

PROF.DR. ALİ NUR TURGUT ULUTİN  

  

II. DANIŞMAN 

PROF.DR. GÖNÜL KANIGÜR SULTUYBEK  

 

TIBBİ BİYOLOJİ ANABİLİM DALI 

TIBBİ BİYOLOJİ DOKTORA PROGRAMI 

İSTANBUL-2018  

GÜVEN YENMİŞ 

DOKTORA TEZİ 

METFORMİNİN YAŞLANMA VE KANSER ÜZERİNDEKİ ETKİSİNİN 

MOLEKÜLER MEKANİZMALARININ ARAŞTIRILMASI 

 

T.C.  

İSTANBUL ÜNİVERSİTESİ-CERRAHPAŞA 

LİSANSÜSTÜ EĞİTİM ENSTİTÜSÜ 

 



 2 

TEZ ONAYI  

 



 3 

BEYAN 

 

 



 4 

İTHAF  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Bahtışan ve çocuklarım Doruk ve Çınar’a ithaf ediyorum 

 

 



 5 

TEŞEKKÜR 

Daha tez konusunun ne olacağına karar verildiği o ilk gün başlayan 

itirazlarımıza, bitmeyen direnmemize rağmen, kararlılığı, dik duruşu, sahip olduğu 

donanıma olan güveniyle bir anne edasıyla kendisine duyduğum güveni perçinleyen, 

tezimin mimarı çok sevgili hocam Prof. Dr. Gönül Kanıgür’e, bir yol ayrımındayken bir 

can simidi misali olası karmaşadan beni çekip alıp danışmanlığımı üstlenen, tezi bitirme 

konusundaki motivasyonuyla beni de bu günlere güvenle sürükleyen sevgili hocam 

Prof. Dr. Turgut Ulutin’e, bana akademik dünya dışında da bir mentor misali yol 

gösteren, deneyim ve tavsiyelerinden hemen hemen hergün yararlandığım sevgili 

hocam Prof. Dr. Mustafa Cengiz Yakıcıer’e, her konudaki soğukkanlılığı ve 

donanımıyla içine düştüğümüz ve dipsiz olduğunu düşündüğümüz kör kuyularda bile 

bize ışık tutan, herkesin ağabeyi benim sevgili hocam Prof. Dr. Matem Tuçdemir’e, 

Bütün laboratuvarını benim için seferber eden, tezimin laboratuvar 

çalışmalarının başlayabilmesi için gerekli her türlü imkanı sağlayan, kendisine duyulan 

güveni hiçbir zaman boşa çıkarmayan, sadece yaptıklarıyla değil yapacaklarıyla da 

gurur duyduğum sevgili hocam Prof. Dr. Ercüment Ovalı’ya, tezim için seferber olan 

Acıbadem Labcell ekibine, arka plandaki desteğini ve bana sağladığı motivasyonu 

hayatımın hiçbir anında unutmayacağım değerli ağabeyim Yrd. Doç. Dr. Cumhur 

Gökhan Ekmekçi’ye, tezin başlayabilmesi konusunda kelimeleri yetersiz bırakan 

desteği dolayısıyla çok sevgili kardeşim Muhammet Yılancı’ya, tez için gerekli hasta 

örneklerinin tedarikinden sorumlu genel cerrah Yrd. Doç. Dr. Kazım Şenol’a, ortağım, 

iş ve akademi paydaşım, arkadaşım Yrd. Doç. Dr. Fatma Sinem Hocaoğlu Emre’ye, 

tecrübeleriyle tez çalışmamın şekillenmesinde tarifi imkansız destekleri dolayısıyla 

Labcell Ar-Ge sorumlusu Dr. Derya Dilek Kançağı ve Labcell Ar-Ge Danışmanı Dr. 

Cihan Taşdan’a, 

Tezimi sahiplenerek laboratuvar kısmında ve bir türlü yetemediğim bürokrasi 

konularında öne çıkarak tezin bu şekilde ortaya çıkmasına olanak sağlayan kardeşim 

Nail Beşli’ye, ekibimin tez çalışmamdaki motivasyon destekçisi Tuğba Soydaş ve 

tecrübe ve birikimiyle kendisinden çok şey öğrendiğim ve öğrenmeye devam etmekte 

olduğum sevgili Elif Yaprak Saraç’a, doktora sürecine beraber girdiğim, sıkıştığım her 

noktada elini uzatarak beni destekleyen arkadaşım Hülya Arkan’a, laboratuvar 



 6 

çalışmamda sorun çözen, hızlı destek ekip arkadaşlarım Jülide Coşkun ve Murat 

Kolay’a, malzeme ve lojistik konularındaki desteği için arkadaşım Türker Toktay’a, 

“Herşey onlar için” diye yola çıktığım, hayatımı anlamlandıran oğullarım Doruk 

ve Çınar’a, teşekkürün en özelini hak eden, ders çalışabilmem için her türlü sıkıntıyı 

göğüsleyen, benimle ders çalışan, benimle düşünen, benimle gülen, benimle üzülen ama 

beni her geçen gün daha çok büyüten, hayatımın tam olarak bedene bürünmüş hali olan 

sevgili eşim Bahtışan’a minnetle teşekkür ederim.  

Bu çalışma, İstanbul Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri Birimi tarafından 

desteklenmiştir. Proje No: 24066.       

 



 7 

İÇİNDEKİLER 

TEZ ONAYI ..................................................................................................................... 2 

BEYAN ............................................................................................................................. 3 

İTHAF ............................................................................................................................... 4 

TEŞEKKÜR ...................................................................................................................... 5 

İÇİNDEKİLER ................................................................................................................. 7 

TABLOLAR LİSTESİ .................................................................................................... 10 

ŞEKİLLER LİSTESİ ...................................................................................................... 11 

SEMBOLLER / KISALTMALAR LİSTESİ ................................................................. 13 

ÖZET .............................................................................................................................. 15 

ABSTRACT .................................................................................................................... 17 

1. GİRİŞ VE AMAÇ ....................................................................................................... 19 

2. GENEL BİLGİLER .................................................................................................... 20 

2.1. Meme Kanseri Sınıflandırması .............................................................................. 20 

2.2. Moleküler Sınıflandırma ........................................................................................ 20 

2.2.1. Endokrin Reseptörler ........................................................................................ 21 

2.2.1.1. Östrojen Reseptörü ....................................................................................... 21 

2.2.1.2. Progesteron Reseptörü ................................................................................. 22 

2.2.1.3. HER2 ............................................................................................................ 24 

2.2.1.4. Androjen Reseptörü (AR) ............................................................................ 25 

2.2.2. Proliferasyon Belirteçleri .................................................................................. 26 

2.2.2.1. KI67.............................................................................................................. 26 

2.2.2.2. TOP2A ......................................................................................................... 27 

2.2.2.3. Hücre Döngüsü Genleri ................................................................................ 27 

2.2.3. İnvazyon ve Metastaz Aktivasyonu .................................................................. 27 

2.2.3.1. Bazal Belirteçler ........................................................................................... 27 

2.2.3.2. Kök Hücre Belirteçleri ................................................................................. 29 

2.2.3.3. Matriks Metalloproteinaz 2 ve 9 .................................................................. 30 

2.2.4. Bağışıklık Sisteminin İşgal Edilmesi ................................................................ 33 

2.2.4.1. İmmün yanıt genleri ER-PR-HER2-tümörlerini kurtarır ............................. 33 

2.2.5. Hücre Ölümüne Direnç Gösterme..................................................................... 33 



 8 

2.2.5.1. BCL2 tümör prognoz sonucu ve tahmini üzerinde çift rol üstlenir ............. 33 

2.2.6. Genom Mutasyonları ve Düzensizliği ............................................................... 34 

2.2.6.1. TP53 disfonksiyonu tümörün ilaç direncini artırır ....................................... 34 

2.3. Meme Kanseri Histolojik Alt Tipleri ..................................................................... 34 

2.3.1. Histolojik Alt tipler ........................................................................................... 35 

2.3.2. Moleküler Alt tipler .......................................................................................... 37 

2.4. Kanser ve Yaşlanma .............................................................................................. 39 

2.4.1. Yaşlanma sinyalleri NF-KB aktivatörleridir ..................................................... 42 

2.4.1.1. Oksidatif Stres .............................................................................................. 42 

2.4.1.2. Genotoksik Stres .......................................................................................... 43 

2.4.1.3. Kalıtsal bağışıklık: PAM’lar ve DAMP’lar ................................................. 43 

2.4.1.4. TNF Super ailesi .......................................................................................... 44 

2.4.1.5. Insulin/IGF Sinyalleşme ............................................................................... 44 

2.4.1.6. Protein modifikasyonları: Asetilasyon ve O-glikozilasyon ......................... 45 

2.4.2. Uzun Ömür Faktörleri NF-kB Sinyalleşmesini İnhibe Eder ............................. 45 

2.4.2.1. p53 ................................................................................................................ 45 

2.4.2.2. Isı şok proteinleri (HSP)............................................................................... 45 

2.4.2.3. Mikro RNA’lar ............................................................................................. 46 

2.4.3. Kalori kısıtlaması, uzun ömür faktörleri ve NF-kB Sinyalleşmesi ................... 48 

2.4.4. Bir sağ kalım faktörü: NF-KB Sinyalleşmesi ................................................... 48 

2.5. Metformin ve Kanser ............................................................................................. 49 

2.5.1. Neden Metformin ve Kanser? ........................................................................... 49 

2.5.2. Metforminin Anti-diyabetik Ajan olarak Etki Mekanizması ............................ 50 

2.5.3. Metforminin Kanser Hücresi Biyoenerjisindeki Etki Mekanizması ................. 51 

2.5.4. Metformin: Bir anti-metabolit ilaç .................................................................... 52 

2.5.5. Metforminin Taşınması ..................................................................................... 53 

2.5.6. Metforminin diğer mekanizmaları .................................................................... 54 

2.5.7. Metforminin In vitro ve In vivo Etkisi: Konsantrasyon Problemi .................... 54 

2.6. Proteomik Analizi .................................................................................................. 56 

2.6.1. Meme Kanseri ve Proteomiks ........................................................................... 56 

2.6.1.1. Çalışmada anlamlı olarak saptanan proteinler ............................................. 57 

3. GEREÇ VE YÖNTEM ............................................................................................... 61 

3.1. Çalışmada Kullanılan Kimyasal ve Kitler ............................................................. 61 



 9 

3.2. Çalışmada Kullanılan Araç ve Gereçler ................................................................ 62 

3.3. Primer Hücre Kültürü ............................................................................................ 64 

3.3.1. Taşıma solüsyonunun hazırlanması .................................................................. 64 

3.3.2. Dokunun işlenmesi ............................................................................................ 64 

3.3.3. Pasajlama .......................................................................................................... 65 

3.4. Hücre Canlılığı ....................................................................................................... 65 

3.4.1. Deneyin kurulması ............................................................................................ 66 

3.5. Proliferasyon Miktarının Hesaplanması (BrdU) .................................................... 67 

3.6. MMP-2, MMP-9 ve NF-kB ifadelerinin immünositokimyasal olarak saptanması 68 

3.7. NF-kB aktivitesinin ELISA yöntemiyle saptanması .............................................. 69 

3.8. MMP-2, MMP-9 ve NF-kB genlerinin gerçek zamanlı polimeraz zincir 

tepkimesiyle ekspresyonlarının saptanması .................................................................. 70 

3.8.1. Ters Transkriptaz Tepkimesi ............................................................................ 72 

3.8.2. Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Tepkimesi ................................................... 72 

3.9. Apoptoz .................................................................................................................. 73 

3.10. Protein Karakterizasyonu ..................................................................................... 73 

4. BULGULAR ............................................................................................................... 75 

4.1. Canlılık ................................................................................................................... 75 

4.2. Proliferasyon .......................................................................................................... 76 

4.3. MMP-2 ekspresyonunun immünositokimyasal ve gerçek zamanlı polimeraz 

tepkimesi yöntemleriyle gösterilmesi ........................................................................... 78 

4.4. MMP-9 ekspresyonunun immünositokimyasal ve gerçek zamanlı polimeraz 

tepkimesi yöntemleriyle gösterilmesi ........................................................................... 80 

4.5. NF-kB ekspresyonunun immünositokimyasal ve gerçek zamanlı polimeraz 

tepkimesi yöntemleriyle gösterilmesi ........................................................................... 83 

4.6. Apoptoz Değişiminin Akım Sitometri Yöntemiyle Gösterilmesi .......................... 86 

4.7. Proteomiks ............................................................................................................. 89 

5. TARTIŞMA ................................................................................................................ 93 

KAYNAKLAR ............................................................................................................. 103 

ETİK KURUL KARARI .............................................................................................. 157 

İNTİHAL RAPORU İLK SAYFASI ............................................................................ 158 

ÖZGEÇMİŞ .................................................................................................................. 159 



 10 

TABLOLAR LİSTESİ 

Tablo 2-1: Histolojik derecelendirmede modifiye edilmiş Bloom-Richardson Sistemi . 36 

Tablo 2-2: Histolojik Tip Puanlama Tablosu ................................................................. 36 

Tablo 2-3: Majör moleküler alt tiplerin gen ekspresyon profillerine göre 

değerlendirilmesi ............................................................................................................ 38 

Tablo 3-1: Gerçek zamanlı PCR tepkimesi için kullanılan primer dizileri .................... 72 

Tablo 4-1: Farklı dokular (tümör ve non-tumoral) arasında istatistiksel olarak anlamlı 

bulunan proteinleri etkileyen proteinler .......................................................................... 90 

Tablo 4-2: Farklı dokular (tümör ve non-tumoral) arasında istatistiksel olarak anlamlı 

bulunan proteinlere ait etkiyen ve bu proteinlerle etkileşen protein sayıları .................. 90 

 



 11 

ŞEKİLLER LİSTESİ 

Şekil 2-1: Metformin, NF-kB ve MMP ilişkisi ............................................................... 32 

Şekil 2-2: Metforminin taşınması ve AMPK-p53 ve NFKB ilişkisi .............................. 51 

Şekil 4-1: Tümör ve non-tumoral primer hücre kültürlerinde farklı metformin 

dozlarında 24. ve 72. saat sonundaki canlılık profilleri. ................................................. 75 

Şekil 4-2: Non-tumoral primer kültürüne ait farklı dozlardaki metformin uygulaması 

sonrası BRDU boyama profilleri. A) 0 mM Metformin, B) 5 mM Metformin, C) 10 mM 

Metformin, D) 25 mM Metformin. ................................................................................. 76 

Şekil 4-3: Tümör primer kültürüne ait farklı dozlardaki metformin uygulaması sonrası 

BRDU boyama profilleri. A) 0mM Metformin, B) 5 mM Metformin, C) 10 mM 

Metformin, D) 25 mM Metformin. ................................................................................. 77 

Şekil 4-4: Farklı dozlardaki metforminin tümör ve non-tumoral primer hücrelerinde 

proliferasyona olan etkisinin BRDU boyama profile. .................................................... 77 

Şekil 4-5: Tümör ve non-tumoral primer kültürlerine ait immünositokimyasal MMP-2 

boyama profilleri. A) Non-tumoral (0 mM), B) Non-tumoral (25 mM), C)Tümör (0 

mM), B) Tümör (25 mM). .............................................................................................. 78 

Şekil 4-6: Farklı dozlardaki metformin (0 mM ve 25 mM) koşullarında tümör ve tümör 

non-tumoral primer hücrelerdeki immünositokimyasal MMP-2 boyama profillerin 

grafiksel değerlendirmesi. ............................................................................................... 79 

Şekil 4-7: Farklı dozlardaki metformin (0 mM ve 25 mM) koşullarında tümör ve tümör 

dışı hücrelerdeki gerçek zamanlı ters transkriptaz polimeraz zincir tepkimesi yöntemiyle 

saptanan MMP-2 ekspresyonlarının grafiksel değerlendirmesi. ..................................... 80 

Şekil 4-8: Tümör ve non-tumoral primer kültürlerine ait immünositokimyasal MMP9 

boyama profilleri. A) Non-tumoral (0 mM), B) Non-tumoral (25 mM), C)Tümör (0 

mM), B) Tümör (25 mM). .............................................................................................. 81 

Şekil 4-9: Farklı dozlardaki metformin (0 mM ve 25 mM) koşullarında tümör ve non-

tumoral primer hücrelerdeki immünositokimyasal MMP-9 boyama profillerin grafiksel 

değerlendirmesi. .............................................................................................................. 81 

Şekil 4-10: Farklı dozlardaki metformin (0 mM ve 25 mM) koşullarında tümör ve non-

tumoral primer hücrelerdeki gerçek zamanlı ters transkriptaz polimeraz zincir tepkimesi 

yöntemiyle saptanan MMP-9 ekspresyonlarının grafiksel değerlendirmesi. .................. 82 



 12 

Şekil 4-11: Tümör ve non-tumoral primer hücre kültürlerine ait immünositokimyasal 

NFKB boyama profilleri. A) Non-tumoral (0 mM), B) Non-tumoral (25 mM), C)Tümör 

(0 mM), D) Tümör (25 mM). .......................................................................................... 83 

Şekil 4-12: Farklı hastalara ait (n=5) non-tumoral ve tümör primer kültürleri içerisinde 

farklı (0 mM ve 25 mM) metformin konsantrasyonlarındaki Nükleer ve Sitoplazmik 

NF-kB değişimi (%). ....................................................................................................... 84 

Şekil 4-13: Farklı dozlardaki metformin (0 mM ve 25 mM) koşullarında tümör ve non-

tumoral primer hücrelerdeki gerçek zamanlı ters transkriptaz polimeraz zincir tepkimesi 

yöntemiyle saptanan NF-kB ekspresyonlarının grafiksel değerlendirmesi. ................... 85 

Şekil 4-14: Farklı dozlardaki metformin (0 mM ve 25 mM) koşullarında tümör ve non-

tumoral primer hücrelerdeki ELISA yöntemiyle saptanan NF-kB (p65) aktivitesinin 

grafiksel değerlendirmesi. ............................................................................................... 86 

Şekil 4-15: Non-tumoral örneklere ait 0-25 mM metformin konsantrasyonlarındaki 

apoptoz değişimi. ............................................................................................................ 87 

Şekil 4-16: Tümör örneklerine ait 0-25 mM metformin konsantrasyonlarındaki apoptoz 

değişimi ........................................................................................................................... 87 

Şekil 4-17: Meme tümörü ile non-tumoral primer hücre kültürü arasında farklı (0 mM 

ve 25 mM) metformin konsantrasyonlarında apoptoz değişimi (%). ............................. 88 

Şekil 4-18: Farklı dozlardaki metformin (0 mM ve 25 mM) koşullarında tümör ve non-

tumoral primer hücrelerdeki akım sitometri yöntemiyle saptanan apoptoz değişimlerinin 

grafiksel değerlendirmesi. ............................................................................................... 89 

Şekil 4-19: İstatistiksel olarak anlamlı bulunan GARS, ANP32A, NEFM, KRT7 ve 

THAP3 proteinlerine ait STRING analizi. ..................................................................... 91 

Şekil 4-20: Saptanan proteinlere ait PANTHER analizi. ................................................ 92 

 



 13 

SEMBOLLER / KISALTMALAR LİSTESİ  

NF-kB: NUKLEAR FAKTÖR KAPPA B 

MMP: MATRIKS METALLOPROTEINAZ 

DNA: DEOKSIRIBONÜKLEIK ASIT 

RNA: RIBONÜKLEIK ASIT 

IHK: İMMÜNOHISTOKIMYA 

ÖR: ÖSTROJEN RESEPTÖRÜ 

PR: PROGESTERON RESEPTÖRÜ 

HER2: EPIDERMAL BÜYÜME FAKTÖRÜ RESEPTÖRÜ 2 

RT-PCR: GERÇEK ZAMANLI POLIMERAZ ZINCIR TEPKIMESI 

EBFR: EPIDERMAL BÜYÜME FAKTÖR RESEPTÖRÜ 

GEP: GEN EKSPRESYONU PROFILLEME 

AR: ANDROJEN RESEPTÖRÜ 

CMF: SIKLOFOSFAMID, METOTREKSAT, 5-FLOROURASIL 

TOP2A: TOPOIZOMERAZ 2 ALFA 

CK: SITOKERATIN 

TP53: TÜMÖR PROTEIN 53 

BRCA1: MEME KANSERI 1 GENI 

EMT: EPITELYAL MEZENKIMAL GEÇIŞ 

CLDN: KLAUDIN 

ECM: EKSTRASELÜLER MATRIKS 

IKB: İNHIBITÖR KAPPA B 

BCL2: B HÜCRE LENFOMA 2 

TNM: TÜMÖR NOD METASTAZ PARAMETRELERI 

AIO: AVRUPA ONKOLOJI ENSTITÜSÜ 

ROS: REAKTIF OKSIJEN TÜRLERI 

MTDNA: MITOKONDRIYAL DNA 

NIK: NF-KB UYARICI KINAZ 

ATM: ATAKSI TELANJIYEKTAZISI MUTASYONLU 
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ATR: ATM VE RAD 3-ILIŞKILI 

PAMP: PATOJEN-ILIŞKILI MOLEKÜLER PATERNLER 

PRR: PATERN TANIMA RESEPTÖRLERI 

TLR: TOLL BENZERI RESEPTÖR 

IL: İNTERLÖKIN 

TNF: TÜMÖR NEKROZ FAKTÖRÜ A 

IGF: İNSÜLIN BENZERI BÜYÜME FAKTÖRÜ 

HSP: ISI ŞOK PROTEINLERI 

RISC: RNA KAYNAKLI SUSTURUCU KOMPLEKSINE 

PTEN: FOSFATAZ VE TENSIN HOMOLOĞU 

PDCD4: PROGRAMLANMIŞ HÜCRE ÖLÜM 4 PROTEINI 

KK: KALORI KISITLAMASI 

IAP: APOPTOZ INHIBITÖRÜ 

T2DM: TIP 2 DIYABET MELITUS 

AMPK: AMP ILE AKTIVE OLAN PROTEIN KINAZ 

CAMP: SIKLIK AMP 

PKA: CAMP' YE BAĞLI PROTEIN KINAZ 

HIF: HIPOKSI ILE INDÜKLENEBILIR FAKTÖR 

KKH: MEME KANSERI KÖK HÜCRELERI 

OCT: ORGANIK KATYON TAŞIYICILARI 

HCC: HEPATOSELÜLER KARSINOM 

MS: KÜTLE SPEKTROMETRISI 

MALDI TOF/TOF-MS: MATRIX-ASSISTED LASER DESORPTION/IONIZATION 

TIME-OF- FLIGHT, MASS SPECTROMETRY 

DMEM: DULBECCO’NUN MODIFIYE EAGLE MEDYUMU 
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ÖZET 

Yenmiş, G. (2018). Metforminin Yaşlanma Ve Kanser Üzerindeki Etkisinin Moleküler 

Mekanizmalarının Araştırılması. İstanbul Üniversitesi-Cerrahpaşa Lisansüstü Eğitim 

Enstitüsü, Tıbbi Biyoloji ABD. Doktora Tezi. İstanbul.  

Epidemiyolojik veriler, biguanidin, yani 1960’lı yıllardan beri tip 2 diyabette ilk 

basamak tedavi olan metforminin, kanser insidansı ve mortalitesindeki potansiyelini 

incelemek için birçok in vitro ve in vivo çalışmaların yanı sıra çok sayıda klinik çalışma 

yapıldığını vurgulamaktadır. Metformin yaygın olarak reçete edilen bir anti-diyabetik 

ilaçtır ve kullanımı daha düşük kanser insidansı ile ilişkilidir. Metforminin 

tümörogenezi zayıflattığı mekanizmalar tam olarak anlaşılmamış olmasına rağmen, bu 

bileşiğin veya ilgili biguanilerin antineoplastik aktiviteye sahip olabileceği 

düşünülmektedir. Mevcut kanıtlar, NF-kB sinyal yolunun anormal aktivasyonunun 

karsinojenez ile ilişkili olduğunu güçlü bir şekilde göstermektedir. Her ikisi de kanserin 

gelişmesinde önemli olan immün yanıtı ve apoptoz gibi bir dizi anahtar hücresel süreç, 

bu yolun etkileyicileri tarafından yönetilmektedir. Matriks metalloproteinazlar (MMP) 

da tümör metastazı için önemli ajanlardır ve tümör tanısı için muhtemel adaylardır. Bu 

nedenle, etkili bir doz ile metforminin, NF-kB sinyalini azaltarak tümör 

proliferasyonunu ve MMP-2 ve MMP-9 ifadelerini inhibe edebileceği hipotezini 

oluşturduk. İmmünositokimya yöntemiyle MMP-2, MMP-9 ve NF-kB protein 

miktarlarına, gerçek zamanlı PCR ile MMP-2, MMP-9 ve NF-kB ekspresyonlarına, 

ELISA yöntemiyle NF-kB aktivitesine, akım sitometri ile apoptoz değişimine ve 

MALDI/TOF-MS ile protein profillerine bakıldı. Tümör hücrelerinin 

proliferasyonunun, 25 mM metformin dozunda 24 saat sonrasında inhibe edildiği, 

metformin dozlarının artmasıyla NF-kB aktivitesinin azaldığı gözlendi. Tümör 

hücrelerinde apoptoz 25 mM metformin dozunda artarken tümör dışı meme dokusu 

hücrelerinde anlamlı bir değişiklik gözlenmedi. MMP-2 ve MMP-9 ekspresyon 

seviyelerinde metfomin uygulaması sonrasında anlamlı düşüşler gözlendi. Yine 

metformin uygulaması sonrasında kanser hücrelerindeki apoptoz miktarlarında artma 

gözlendi. Bu sonuçlar, metforminin meme kanseri üzerindeki anti-kanser etkisinin 

invazyonu engelleme ve apoptozu teşvik etme şeklinde olduğu sonucunu doğurabilir. 

Proteomik veriler, tümör ve tümör dışı hücrelerin farklı protein profillerine sahip 

olduğunu göstermiştir. Tümör regresyonunda in vivo olarak metforminin kısa süreli 

yararı olmamasına rağmen, meme kanserine karşı önleyici bir rolü vardır; bu kısmen 

tümör proliferasyonunun zayıflamasına atfedilebilir. Yine de metforminin anti-

proliferatif etkisini tümöre özgü olup olmadığını değerlendirmek için daha fazla 

araştırma gereklidir. 

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, Metformin, NF-kB, Matrix Metalloproteinazlar, 

Primer kültür. 
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ABSTRACT 

Yenmiş, G. (2018). Investigation of the Molecular Mechanisms of the Effect of 

Metformin on Aging and Cancer. Istanbul University-Cerrahpasa, Institute of Graduate 

Studies, Department of Medical Biology. Doctoral Thesis. Istanbul.   

Epidemiologic data have highlighted the positive effects of a biguanide, namely 

metformin,which is the first-line treatment for type 2 diabetes since the 1960’s, to 

reduce cancer incidence and mortality, many in vitro and in vivo studies, as well as a 

large number of clinical trials, have been conducted in order to study its potential. 

Metformin is a widely prescribed anti-diabetic drug and its use is associated with lower 

cancer incidence. Although the mechanisms by which metformin attenuates 

tumorigenesis are not clearly understood, it has been proposed that this compound or 

related biguanides may have antineoplastic activity. Current evidence strongly suggests 

that aberrant activation of the NF-kB signaling pathway is associated with 

carcinogenesis. A number of key cellular processes such as immune responses and 

apoptosis, both crucial in the development of cancer, are governed by the effectors of 

this pathway. The matrix metalloproteinases are also key agent for tumor metastasis and 

to be the probable candidates for tumor diagnosis. We, therefore, hypothesized that 

metformin with an effective dose can inhibit tumor proliferation and MMP-2 and MMP-

9 expressions via decreasing NF-kB signaling. MMP-2, MMP-9 and NF-kB protein 

content are determined by immunocytochemistry, MMP-2, MMP-9 and NF-kB 

expressions by real-time PCR, NF-kB activity by ELISA method, apoptosis change by 

flow cytometry and protein profiles  by MALDI / TOF-MS. The proliferation of tumor 

cells is inhibited in 24 hours time at metformin dose of 25 mM. NF-KB activity is 

decreased by increasing metformin doses. Apoptosis in tumor cells is increased at 

25mM metformin dose, while no significant change was observed in non-tumoral breast 

tissue cells. MMP-2 and MMP-9 expression levels were significantly lower after 

metformin application. Increased levels of apoptosis in cancer cells were observed after 

metformin administration. These results may suggest that the anti-cancer effect of 

metformin on breast cancer is to prevent invasion and promote apoptosis.The 

proteomics data has shown the different protein patterns of the tumor and non-tumoral 

cells. Despite the lack of short-term benefit of metformin in tumor regression in vivo, a 

preventive role of metformin against breast cancer was implicated, which is at least 

partially attributable to the attenuation of tumor proliferation, regulation of MMP-2 and 

MMP-9 expression, and NF-kB activity. Further investigation is required to evaluate 

whether the anti-proliferative effect of metformin is tumor-specific. 

Key Words: Breast cancer, Metformin, NF-kB, Matrix Metalloproteinases, Primer 

culture. 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Meme kanseri, ölümle sonuçlanan dünya geneli kadın kanserleri içerisinde 

akciğer kanseriyle birlikte ilk sırada yer almaktadır. Bunun en temel sebebi, hastalığın 

oluşmasından çok, ortaya çıkması sonrasında tedavisinin bireysel olarak farklılık 

göstermesi ve hastaların DNA profillerine spesifik tedavi yöntemi ihtiyacı olarak göze 

çarpmaktadır. Kanserlerin ölümle sonuçlanmasının en temel sebebi metastaz adını 

verdiğimiz, kanserin ortaya çıktığı lokasyondan kan ve / veya lenf damar sistemlerine 

sızarak vücudun başka yerlerine göçmesi ve burada daha farklı kanserlere sebep 

olmasıdır. Bunu ekstraselüler matriksi (ECM) parçalayan matriks metalloproteinazları 

(MMP) kullanarak yaparlar. Nüklear faktör kappa b (NF-kB) sade bir transkripsiyon 

faktörü olarak bilinse de proliferasyondan farklılaşmaya, apoptozdan otofajiye kadar 

birçok olayda merkezi rol oynamaktadır. Özellikle inflamasyon belirteci olduğu 

düşünülünce kanserleşme sürecindeki etkisi kaçınılmazdır. Proteomiks, 21. yüzyılda 

genomiksin alternatifi olarak kullanılacak bir yöntem olarak göze çarpmaktadır. Kanser 

hücrelerindeki protein profilindeki değişiklikler hastalığı anlayabilmemiz konusunda 

bize yol gösterici olabilecektir. Bir Tip 2 diyabet tedavi ajanı olarak kullanılan 

metforminin, son senelerde kanserogenezi yavaşlattığı ve kimi zaman durdurabildiği 

bilinmektedir. Bu ajanın meme kanserindeki etkisi bilinmekte ama etkin dozdaki 

farklılıklar, etki mekanizması gibi önemli kriterler henüz aydınlatılamamıştır. Bu 

parametreleri birlikte düşündüğümüzde, aynı hastaya ait tümör ve non-tumoral dokular 

arasında NF-kB merkezli metalloproteinaz, proliferasyon ve protein profilleri arasındaki 

farklılıkların etkin bir metformin dozunda hastalığa olan etkisinin araştırılması ve 

aydınlatılması amaçlanmaktadır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

Meme kanseri, gelişmiş ülkelerin çoğunda yeni teşhis edilen malignitelerin üçte 

birini oluşturan kadınlar arasında en sık görülen neoplazmdır (Spitale ve ark., 2008). 

Özgül patolojik özellikler ve birtakım farklı biyolojik davranışları olan oldukça 

heterojen bir hastalıktır (Spitale ve ark., 2008; Tang ve ark., 2008). Farklı meme tümörü 

alt tiplerinin farklı risk faktörleri, klinik prezentasyonu, histopatolojik özellikleri, 

sonuçları ve sistemik tedaviye yanıtı vardır (Desmedt ve ark., 2009; Iwamoto ve 

Pusztai, 2010; Jorge S Reis-Filho ve ark., 2010; Sotiriou ve Pusztai, 2009; Britta ve 

ark., 2010). Bu nedenle, klinik olarak ilgili alt tipler tarafından meme kanserinin 

sınıflandırılması gerekmektedir. İmmünhistokimya (IHK) belirteçleri ile birlikte tümör 

boyutu, tümör derecesi, nodal tutulum, histolojik tip ve cerrahi sınırlar gibi 

klinikopatolojik değişkenler, prognoz, tahmin ve tedavi seçimi için yaygın olarak 

kullanılmaktadır (Cheang ve ark., 2009; Vallejos ve ark., 2010). 1970’li yıllarda, meme 

kanseri iki alt tipe ayrılmıştır. Östrojen reseptörü (ÖR) cevabının olup olmaması bilinen 

tek sınıflandırma yöntemi olarak kabul görmüştür. Yeni teknolojilerin ortaya çıkması ve 

karmaşık tümör oluşumunun ilerlemesinin artmasıyla yeni biyobelirteçler ve yeni alt 

tipler tanımlanmıştır. Bu, bir yandan, daha doğru hastalık yönetiminde bize yardımcı 

olmakla birlikte, öte yandan, meme kanseri heterojenliğine karşı anlayışımızı 

karmaşıklaştırmaktadır.  

2.1. Meme Kanseri Sınıflandırması 

Meme kanseri sınıflandırması yaygın olarak 2 şekilde yapılmaktadır: Moleküler 

ve Histolojik sınıflandırma. 

2.2. Moleküler Sınıflandırma 

Moleküler sınıflandırmada esas alınan kriterlere göre bu sınıflandırma 

dallanabilmektedir. Buna göre moleküler sınıflandırma vaka durumundaki çeşitlilik 

dolayısıyla farklılık da gösterebilmektedir. Moleküler sınıflandırmada hormon ve 

büyüme reseptörleri, meme tümörü temel moleküler alt tiplerini tanımlar. 

Meme tümörü moleküler alt sınıflandırması için klasik olarak ÖR, progesteron 

reseptörü (PR) ve insan epidermal büyüme faktörü reseptörü 2 (HER2) dahil olmak 

üzere immünohistokimya (IHK) belirteçleri kullanılmaktadır (Fulford ve ark., 2006). Bu 
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belirteçleri test eden deneyler, patoloji laboratuvarlarında rutin olarak 

gerçekleştirilmektedir (Spitale ve ark., 2008). Bu hormon ve büyüme reseptörlerinin 

hücre büyümesi sinyalleşmesine aracılık ettiği bilinmektedir. Mesela östrojenin, meme 

kanserinin gelişimini desteklediği ve östrojen reseptörlerine sahip meme kanseri hücre 

hatlarının in vitro büyümesini uyardığı bilinmektedir (Lippman ve ark., 1976; Moon ve 

ark., 1981). Meme tümörleri, bu belirteçlere göre dört temel alt gruba ayrılır. [ÖR + | PR 

+] HER2- (ÖR veya PR pozitifliği olan ve HER2 negatifliği olan tümörler), [ÖR + | PR 

+] HER2 + (ÖR veya PR pozitifliği olan ve HER2 pozitifliği olan tümörler), ÖR-PR-

HER2 + (ÖR ve PR negatifliği olan ve HER2 pozitif olan tümörler), ÖR-PR-HER2- 

(ÖR, PR, HER2 negatifliği olan tümörler, başka bir deyişle "üçlü negatif"). Genel 

olarak, ÖR-PR-tümörleri (hem ÖR hem de PR negatif olan tümörler), [ÖR + | PR +] 

tümörlerinden (ÖR veya PR pozitif olan tümörler) kıyasla daha kötü prognoza sahiptir. 

2.2.1. Endokrin Reseptörler 

2.2.1.1. Östrojen Reseptörü 

ÖR, meme kanseri sınıflandırması için en önemli ve yaygın biyobelirteçtir. İlk 

olarak 1960’larda tanımlanmış ve meme kanseri klinik yönetiminde 1970’lerin 

ortalarından beri endokrin yanıtının birincil göstergesi ve erken nüks için prognostik 

faktör olarak kullanılmaktadır (Rakha ve ark., 2010). Meme kanserogenezinde önemli 

rol oynayan ÖR’nin inhibisyonu meme kanseri endokrin tedavisinin temelini oluşturur. 

ÖR pozitif tümörler, tüm meme kanseri hastalarının % 75 kadarını oluşturur ve 50 yaşın 

altındakilerde bu oran % 65 iken 50 yaşın üzerindeki hastalarda % 80 civarındadır 

(Anderson ve ark., 2002). ÖR pozitif tümörler büyük ölçüde iyi ayırt edilebilir, daha az 

agresif ve cerrahi operasyon sonrası ÖR-negatif olanlardan daha iyi sonuçlar 

verebilmektedir (Putti ve ark., 2005). ÖR, tek başına, hastanın uzun süreli sağ kalımının 

değerlendirilmesi göz önüne alındığında küçük bir farkla sınırlı prognostik değer 

sağladığı halde (Lancet, 2005), meme kanserinde tanımlanan en güçlü tek öngörebilir 

faktör olarak kabul edilmiştir (Badve ve Nakshatri, 2009; Lancet, 2005; Oh ve ark., 

2006; Sørlie ve ark., 2003). Genel olarak, ÖR negatif tümörlerin endokrin tedavisine 

yanıt vermesi olası değildir ve ÖR-pozitif hastaların ancak yarısı, anti-östrojen veya 

aromataz inhibitörlerine yanıt vermektedir (Lancet, 1998). ÖR-negatif tümörlerinin 

küçük bir oranının da hormonal tedaviye yanıt verdiği bilinmektedir (Dowsett ve ark., 

2006; Esserman ve ark., 2005). ÖR tedavisine farklı yanıt veren ÖR-pozitif 
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tümörlerdeki farklılık transkripsiyonel düzeyde (Dai ve ark., 2014; Perou ve ark., 2000; 

Sørlie ve ark., 2003) ya da hastalar arasındaki genetik farklılık / karmaşıklık 

olabilmektedir (Chin ve ark., 2006; Natrajan ve ark., 2009; Natrajan ve ark., 2010).  

2.2.1.2. Progesteron Reseptörü 

Bir iç salgı tarafından indüklenen PR aktivasyonu aslında aktif bir ÖR sinyaline 

işaret eder (Horwitz ve McGuire, 1975; Horwitz ve ark., 1978; Lanari ve ark., 2009; 

Walker, 2008). Meme kanserinin % 65-75’inde PR-pozitif tümörler bulunmaktadır ve 

birçok çalışma bu tümörlerin meme kanseri sınıflandırmasındaki klinik etkilerine dikkat 

çekmektedir (Colomer ve ark., 2005; Elledge ve ark., 2000; Ravdin ve ark., 1992; 

Regan ve ark., 2006; Ryden ve ark., 2005; Stendahl ve ark., 2006). Bununla birlikte, 

PR’nin endokrin terapötik yanıtla ilgili ÖR üzerindeki öngörücü rolünü destekleyen 

kanıt eksikliği nedeniyle birçok araştırmacı tarafından sınıflandırmadaki rolü 

sorgulanmıştır (Lancet, 1998, 2005; Olivotto ve ark., 2004). PR-pozitif tümörler nadiren 

ÖR-negatiftir (Olivotto ve ark., 2004) ve kullanılan yöntemin hassasiyetine göre bu oran 

% 0.2- 10 arasındadır (Allred, 2008; de Cremoux ve ark., 2002; Rakha ve ark., 2010; 

Viale ve ark., 2007; Yu ve ark., 2008). Bu nedenle, ÖR-negatif bir vakada güçlü PR 

pozitifliği, hastaya rutin pratikte de sıklıkla karşılaşılan yanlış ÖR-negatif sonucu 

verilmesine neden olabilmektedir (Allred, 2008). ÖR-pozitif tümörlerin yaklaşık %40’ı 

PR-negatiftir (Rakha ve ark., 2007). Özellikle tamoxifen tedavisi gören metastatik 

tümörlerde (Elledge ve ark., 2000; Ravdin ve ark., 1992), ÖR+ PR- tümörleri, ÖR + PR 

+ tümörlere göre endokrin tedavisine daha az yanıt vermektedir. ÖR-pozitif tümörlerde 

PR ekspresyonunun olmaması, daha sonradan tamoxifen direncine de sebep olması 

muhtemel bozulmuş büyüme faktörü sinyalleşmesini düşündürebilir (Arpino ve ark., 

2005; Bardou ve ark., 2003; Ferno ve ark., 2000; Rakha ve ark., 2007). PR geleneksel 

olarak meme tümörü alt tiplemesinde ÖR ile birlikte kullanılır, yani ÖR + PR +, ÖR + 

PR-, ÖR-PR +, ÖR-PR- olarak sınıflandırılır. Çift pozitif grup (ÖR + PR +), meme 

tümörlerinin % 55-65’ini oluşturur (Anderson ve ark., 2001; Dunnwald ve ark., 2007; 

Rakha ve ark., 2007) ve bunların % 75-85’i endokrin tedavisine yanıt vermektedir 

(Dowsett ve ark., 2006). Diğer alt gruplarla karşılaştırıldığında, bu tümörler yaşlılık, 

düşük histolojik derece, daha küçük tümör boyutu ve daha düşük ölüm oranı ile 

ilişkilendirilmişlerdir. Çift negatif grup (ÖR-PR-) tümörlerin %18-25’ini oluşturur ve 

bunların % 85'i histolojik derece 3’tür. Bu tümörler daha yüksek nüks oranı, azalmış sağ 
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kalım süresi ile ilişkili olup endokrin tedavisine cevap vermemektedir (Anderson ve 

ark., 2001; Bardou ve ark., 2003; Elledge ve ark., 2000; Kinne ve ark., 1987; Parl ve 

ark., 1984; Ravdin ve ark., 1992). ÖR ve PR’nin eşzamanlı negatifliği olan tümörlerde, 

genel olarak, preoperatif taksan/antrasiklin bazlı tedavide iyi yanıt alınabilmektedir 

(Maggie CU Cheang ve ark., 2009; M Dowsett ve ark., 2006). Birçok kanıt, bu sınıftaki 

tümörlerin oldukça heterojen olduğunu (Britta Weigelt ve ark., 2010; Weigelt ve Reis-

Filho, 2009) ve HER2 gibi diğer belirteçlerin durumuna göre birçok alt gruba 

ayrılabileceğini göstermektedir (Sorlie ve ark., 2001; Sørlie ve ark., 2003). Meme 

kanseri hastalarının tek pozitif fenotipli görünme sıklıkları ÖR + PR- için % 12 -17 

(Anderson ve ark., 2001; Dunnwald ve ark., 2007; Rakha ve ark., 2007), ÖR-PR + için 

ise % 0.2-10 arasındadır. Çift pozitif tümörlerle karşılaştırıldığında, bu kanserlerde daha 

yüksek histolojik derece, daha büyük tümör boyutu ve kromozomal anöploidi olma 

olasılığı daha artmıştır ve epidermal büyüme faktörü reseptörü (EBFR) ve HER2 gibi 

proliferasyonla ilişkili genlerin ekspresyonunu daha yüksektir (Arpino ve ark., 2005; 

Rakha ve ark., 2007). Tek hormon reseptörü pozitifliği olan tümörler, sadece hormonal 

manipulasyona % 40 yanıt vermekle birlikte (M Dowsett ve ark., 2006), aslında, 

endokrin tedavisine, çift pozitif hormon reseptörleri barındıranlara göre daha az iyi 

yanıt verirler (Bardou ve ark., 2003; Osborne ve ark., 1980; Ravdin ve ark., 1992), Tek 

pozitif grubun, çift pozitif ve çift negatif grup arasında kalan biyolojik ara sınıf özelliği 

gösterdiği bilinmektedir (Blenkiron ve ark., 2007; Rakha ve ark., 2007; Sundblad ve 

Caprarulo, 1996). Alt tiplemede reseptör durumunun tanımlanması için ikili gösterimin 

yani pozitif ve negatifin kullanılması yerine, tümörlerin endokrin tedavisine yanıtını 

öngörmek için ÖR ve PR ekspresyon seviyeleri kullanılmaktadır (Goldhirsch ve ark., 

2007). ÖR + PR + tümörleri iki kategoride değerlendirilmektedir, yani, hem ÖR hem de 

PR'yi aşırı eksprese eden tümörler (ÖR> %50 ve PR> %50) ya da her iki reseptör 

seviyesini de düşük eksprese eden tümörler (%10 <ÖR < %50 veya PR < %50). İlk 

kategorinin hormon tedavisine son derece duyarlı olduğu ve ikinci grupta ise endokrin 

yanıtının olmadığı bildirilmiştir. Öte yandan, ÖR- / PR- grubu (ÖR < %10 ve PR < 

%10), endokrin tedaviden fayda görememektedir (Goldhirsch ve ark., 2007). Bir meta 

analiz, 5 yıllık tamoksifen tedavisinin kadınlardaki etkisinin ÖR düzeyiyle orantılı 

olduğunu göstermektedir (Lancet, 1998). Stendahl ve ark. klinik pratiğinde hem ÖR 

hem de PR’nin iki zıt gruba ayrılmış immünohistokimyasal değerlendirmesinden ziyade 

parçalara ayrılmış bir kullanımını önermektedir (Stendahl ve ark., 2006). Birlikte ele 
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alındığında, birleşik ÖR ve PR değerlendirmesi, meme kanseri varyantlarını tek başına 

kullanmaktan daha iyi ayırt edebilmektedir. İki reseptör tarafından sınıflandırılan meme 

kanseri alt tipleri ÖR + PR +, ÖR + PR-, ÖR-PR +, ÖR-PR- olarak değerlendirilirken; 

tümör boyutu, tümör derecesi, hormonal tedaviye cevap, tedavi sonrası sağ kalım süresi 

düşünüldüğünde ÖR + PR + en uygun ve ÖR-PR- en agresif kanserler olarak 

sıralanabilir (Anderson ve ark., 2001; Arpino ve ark., 2005; Bardou ve ark., 2003; 

Dowsett ve ark., 2005; Dunnwald ve ark., 2007; Elledge ve ark., 2000; Ferno ve ark., 

2000; Rakha ve ark., 2007; Ravdin ve ark., 1992). 

2.2.1.3. HER2 

HER2 amplifikasyonunun klinik etkileri 1987’den beri bilinmektedir (Slamon 

ve ark., 1987). Çok sayıda çalışma, HER2 gen amplifikasyonu veya protein aşırı 

ekspresyonunun, zayıf prognoz ve sistemik kemoterapi tedavisi alındığında iyi klinik 

sonuçla ilişkili olduğunu ortaya koymuştur (Bartlett ve ark., 2003; Chia ve ark., 2008; 

Wolff ve ark., 2007). HER2 proteininin aşırı ekspresyonu ve gen amplifikasyonu, 

invazif duktal meme kanserinin % 13-20’sinde gözlenmekte olup bu hastaların 

yarısından fazlası (yaklaşık % 55) ÖR-PR- fenotipindedir (Dandachi ve ark., 2002; 

Quenel ve ark., 1995; Slamon ve ark., 1987). HER2 pozitifliğinin prognostik değeri, 

lenf nodu (lenf düğümü)-pozitif olanlarda negatif olan hastalara göre daha yüksektir. 

HER2 pozitifliğini sorgulamak, trastuzumabın ileri tümörlere uygulanması veya 

potansiyel HER2-pozitif erken evre hastalara adjuvan tedavi uygulanmasından önce 

rutin bir klinik uygulama olarak kullanılmıştır (Piccart-Gebhart ve ark., 2005; Slamon 

ve ark., 2001). HER2 pozitifliğinin varlığı yine Anthracycline temelli kemoterapi 

tedavisine iyi yanıtla ilişkilendirilmiştir (Thor ve ark., 1998; Wood ve ark., 1994). 

HER2 pozitifliği, endokrin tedavilere mutlak dirençle ilişkili değil, göreceli olarak 

ilişkilidir (Konecny ve ark., 2003), ki bu da HER2’nin ÖR / PR ekspresyonuyla ters 

ilişkisiyle tutarlıdır (Quenel ve ark., 1995). Yukarıda belirtilen tedavilere ve stratejilere 

rağmen, HER2, HER2 proteininin iç tirozin kinaz kısmını hedefleyen lapatinib ve aşılar 

da dahil olmak üzere çeşitli yeni kanser terapilerinin önemli bir hedefidir. 

 Bu üç reseptörün (ÖR, PR ve HER2) iki fazlı immünohistokimyasal 

değerlendirmesini kullanarak, meme tümörleri [ÖR + | PR +] HER2 -, [ÖR + | PR +] 

HER2 +, ÖR-PR-HER2 + ve ÖR-PR-HER2- olarak sınıflandırılabilir. [ÖR + | PR +] 

HER2- ve [ÖR + | PR +] HER2 +, gen ekspresyonu profilleme (GEP) isimlendirmesi ile 
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tanımlanan lümen A ve lümen B tümörlerine benzerdir (Carey ve ark., 2006; Matos, 

Dufloth ve ark., 2005). Bununla birlikte, IHK ve GEP sınıflandırması arasındaki böyle 

bir dönüşüm üzerinde hala fikir ayrılıkları bulunmaktadır. Klinik öncesi ve klinik 

veriler, HER2’nin aşırı ekspresyonunun, ÖR + veya PR + tümörlerde hormonal tedaviye 

karşı içsel direnç sağladığını göstermektedir; bu da, [ÖR + | PR +] HER2 + 

tümörlerinin, tek ajanlık hormon terapisinden çok fayda sağlayamayacağına işaret 

etmektedir. [ÖR + | PR +] HER2 + postmenopozal hastalarda hormon tedavisini ve 

hedefe yönelik anti-HER2 tedavisini birleştiren randomize klinik çalışmalardan elde 

edilen sonuçlar, bu yeni çift hedefleme stratejisinin hasta sağlığını önemli ölçüde 

düzeltebildiğini göstermektedir (Cuzick ve ark., 2009). Konecny ve ark. HER2 

ekspresyonunun ÖR ile ters orantılı olduğunu ve [ÖR + | PR +] HER2 + tümörlerdeki 

hormon tedavisine direncin [ÖR + | PR +] HER2- alt tipi ile karşılaştırıldığında kısmen 

azalmasını, azalmış ÖR ya da PR ekspresyonuyla ya da ÖR ve PR de HER2’den daha 

fazla proliferasyon hızıyla ilişkilendirmişlerdir (Konecny ve ark., 2003). Diğer 

çalışmalar, [ÖR + | PR +] HER2 + meme kanserinin anti-HER2 terapisinin 

kemoterapiyle birlikte daha fazla fayda sağlayabileceğini düşündürmektedir (Hu ve ark., 

2006). Patolojik tam yanıtın (meme bölgesinde ve en yakın aksiller lenf nodu 

bölgesinde rezidüel invazif kanserin yokluğu olarak tanımlanan (Nikas ve ark., 2012) 

başarısına bakılmaksızın [ÖR + | PR +] HER2 + tümörlerinin iyi prognoza sahip 

olduğu, buna karşılık ÖR-PR-HER2 + ve ÖR-PR-HER2-fenotipindeki hastaların 

prognozunun en kötü olduğu gösterilmiştir (Lehmann ve ark., 2011). Hayes ve ark.  

HER2 + tümörlerinin, ÖR-statüsünden bağımsız olarak, ÖR-HER2-tümörlerinin bu tür 

tedaviden az fayda sağlamasına rağmen, doksorubisin ve siklofosfamid ile adjuvan 

tedaviden sonra paklitaksel ilavesinden yararlandıklarını göstermişlerdir (Hayes ve ark., 

2007). Mevcut tüm kanıtlar, [ÖR + | PR +] HER2 tümörlerinin hormon tedavisine en iyi 

prognoza ve yanıta sahip olduğunu göstermektedir. ÖR-PR-HER2 + ve ÖR-PR-HER2-

tümörleri kötü diferansiye, agresif davranış ve kötü sonuç gösterirler ve hormon 

tedavisine çok az yanıt verirler. 

2.2.1.4. Androjen Reseptörü (AR)  

ÖR, PR ve HER2 yanı sıra, androjen reseptörü (AR) de meme kanseri alt 

sınıflandırmasında kullanılmaktadır. AR, ÖR-pozitif tümörlerin % 90’ında ve ÖR-

negatif tümörlerin % 55’inde eksprese edilen yaygın seks steroid hormon reseptörüdür 
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(Hu ve ark., 2011; Ogawa ve ark., 2008). Meme kanserinde potansiyel bir prognostik 

belirteç ve terapötik hedeftir. HER2 ile benzer bir rol oynar gibi görünmektedir. Lakis 

ve ark. ÖR-PR-tümörleri ÖR-PR-AR + ve hormon reseptör negatif (ÖR-PR-AR-) 

karsinomlar olarak sınıflandırmışlardır (Farmer ve ark., 2005; Lakis ve ark., 2014) ve 

ÖR-PR-HER2+ ile ÖR-PR-AR+ tümörler arasında belirgin bir örtüşme gözlenmiştir. 

ÖR-PR-AR+ fenotip tüm meme kanseri vakalarının % 13.2’sini oluşturur ve genellikle 

KI67 + ile karakterizedir (Lakis ve ark., 2014). Hastanın relaps ve ölümüyle ilgili ÖR-

PR-tümörlerinin yüksek riskine rağmen, ÖR-PR-AR+ tümörleri [ÖR + | PR +] tümörler 

ile karşılaştırılabilir derecede iyi hasta sonuçlarına sahiptir (Farmer ve ark., 2005; Lakis 

ve ark., 2014). Birlikte ele alındığında, klasik meme kanseri moleküler alt tipleri, en 

önemli kanser belirtecine göre, yani, "proliferatif sinyalleşmeyi sürdürme" ye göre, 

hormonal ve büyüme reseptörleri tarafından tanımlanmaktadır. Proliferatif sinyallere 

karşı azalmış yanıt ile meme kanserlerinin agresifliği artmakta ve mevcut hedefe 

yönelik muhtemel farklı tedavi sayısını azaltmaktadır. Üç hormonal reseptör (ÖR, PR, 

AR) ve HER2 arasında ÖR, meme tümörlerini proliferasyon kabiliyetleri (proliferatif 

sinyalleşmenin sürdürülmesi) ile ilgili olarak ayırt etmede belirleyici bir rol 

oynamaktadır. 

2.2.2. Proliferasyon Belirteçleri 

Hormonal reseptörlerden daha çok kabul gören proliferasyon belirteçleri, meme 

tümör sınıflandırmasında özellikle [ÖR + | PR +] HER2-tümörlerinde kullanılmaktadır. 

Hücre proliferasyonunun artmasının meme kanseri hastalarında klinik sonucun önemli 

bir belirleyicisi olduğu yaygın bir şekilde kabul edilmektedir (van Diest ve ark., 2004). 

CMF (siklofosfamid, metotreksat, 5-florourasil), taksan ve antrasiklin bazlı tedavileri 

içeren kemoterapi ajanları hücre bölünmesi veya DNA sentezini etkilemektedir. 

Böylelikle, proliferasyon ve konvansiyonel IHK belirteçlerinin eş zamanlı 

değerlendirmesi, tek başına IHK kullanmaktan daha fazla öngörü ve daha kesin klinik 

çıkarımlar sağlayabilmektedir. 

2.2.2.1. KI67 

Ağırlıklı olarak normal hücre döngüsü içerisindeki KI67, meme kanserinde en 

yaygın kullanılan proliferasyon belirtecidir (Colozza ve ark., 2005). KI67, neoadjuvan 

yanıtı (Ellis ve ark., 2008; Jacquemier ve ark., 2009; Miglietta ve ark., 2009; Viale ve 
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ark., 2008; Vincent-Salomon ve ark., 2004) veya meme kanseri için adjuvan kemoterapi 

(ÖR-pozitif tümörler için endokrin tedavisi) sonucunu tahmin etmek için 

kullanılmaktadır. Chang ve ark. meme tümörlerini sınıflandırmak için ÖR, PR ve 

HER2'ye ek olarak KI67 kullanmışlar, burada [ER+ | PR+] tümörler KI67 ve HER2’nin 

ekspresyonuna dayanarak üç prognostik olarak farklı alt sınıflara ayrılmışlardır (Cheang 

ve ark., 2009). Çalışmalarında [ER+ | PR+] HER2-tümörleri [ER+ | PR+] HER2-KI67- 

ve [ER+ | PR+] HER2-KI67 + olarak sınıflandırılmışlardır.  

2.2.2.2. TOP2A 

Topoizomeraz II alfa (TOP2A), çift iplikçikli DNA'nın kopmasını ve 

birleşmesini katalize ederek, DNA süper sarmallarının gevşemesine yol açan bir 

proteindir (Nielsen ve ark., 2008). DNA replikasyonu, transkripsiyon, kromozom yapısı, 

kondensasyon ve segregasyon (Nielsen ve ark., 2008) gibi bir dizi temel nükleer 

proseste önemli rol oynayarak hücre proliferasyonunu büyük ölçüde etkiler. TOP2A 

ekspresyonu KI67’ninki ile ilişkili olup (Cardoso ve ark., 2004; Mueller ve ark., 2004), 

TOP2A 'daki sapma, HER2- fenotipindeki meme kanserinde sıklıkla bulunur ve bu 

tümörlerin yaklaşık %30-90'ını oluşturur. Antrasiklin temelli kemoterapiye yanıtın 

artmış olması ile ilişkili olan anormalliklerle birlikte potansiyel bir biyobelirteç olarak 

gösterilmektedir (Ejlertsen ve ark., 2010; Knoop ve ark., 2005; Nielsen ve ark., 2008; 

Press ve ark., 2011). 

2.2.2.3. Hücre Döngüsü Genleri 

KI67'den başka, diğer proliferasyon belirteçleri de, [ER+ | PR+] tümörlerini 

ayırmada önemini ortaya koymuştur. Aşırı ekspresyonu varlığında kötü klinik 

sonuçların prognostik olduğu proliferasyonun hücre döngüsü genleriyle ilişkili olduğu 

bilinmektedir. Proliferasyon belirteçlerinin aşırı ekspresyonu, [ER+ | PR+] HER2-

tümörlerinde proliferatif sinyalleşmeyi sürdürmeyi hızlandırarak daha kötü klinik 

sonuçlara yol açar. 

2.2.3. İnvazyon ve Metastaz Aktivasyonu 

2.2.3.1. Bazal Belirteçler 

ÖR-PR-HER2-tümörleri, hedefe yönelik tedavilerin eksikliği ve agresif klinik 

davranışları göz önüne alındığında, meme tümörleri arasındaki en uygun alt tiplerden 
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biridir. Bu hastalar, davranışları, sonuçları ve terapötik olarak farklı olan en az iki ayrı 

molekül sınıfına, yani bazal fenotip ve bazal olmayan ÖR-PR-HER2 tümörlerinde 

sınıflandırılmıştır (Carey ve ark., 2006; Hennessy ve ark., 2009; Matos ve ark., 2005; 

Rakha ve Ellis, 2009; Rakha ve ark., 2009; Winger ve ark., 2009). Bazal tümörlerin 

tanımlanması için sayıca çok bazal IHK belirteçler kullanılmaktadır. Bunlar arasında en 

yaygın olarak kabul edilenler arasında sitokeratinler (CK) 5/6, 14, 17, 8/18 ve EGFR 

bulunmaktadır (Carey ve ark., 2006; Cheang ve ark., 2008; Fulford ve ark., 2006; Matos 

ve ark., 2005; Rakha ve ark., 2007; Rakha ve Ellis, 2009; Rakha ve ark., 2009; Romer 

ve ark., 2009; Yousefian ve ark., 2010). Bazal alt tiplerini tanımlamak için bu bazal 

belirteçlerin çeşitli kombinasyonları kullanılmıştır. Bazal alt tipin en pragmatik ve geniş 

kabul görmüş tanımı CK5 / 6 ve EGFR'nin pozitif ekspresyonunun gözlendiği ÖR-PR-

HER2- tümörlerdir (Carey ve ark., 2006; Cheang ve ark., 2008). Rakha ve ark. ÖR-PR-

HER2- kanserlerinin bazal tümörlerini karakterize etmede CK5 / 6, CK14, CK17 ve 

EGFR kullanımını önermektedirler (Rakha ve ark., 2009). Matos ve ark., P-kaderin, 

TP63 ve CK5’in kombine değerlendirmesinin ÖR-PR-HER2- tümörlerin bazal alt 

tipinin immünoprofilleme yoluyla ayırt edilmesinde etkili olduğunu göstermişlerdir 

(Matos ve ark., 2005). Sitokeratinler de tek başına bazal alt tipi tanımlamak için 

kullanılmaktadırlar. Örneğin, CK5 / 6 ve CK14, bazal alt tipi tanımlamada birlikte 

değerlendirilmiş (Rakha ve ark., 2007) tek başına CK14’ün, bazal karsinom ile güçlü bir 

şekilde ilişkili morfolojik özellikler gösteren meme tümörlerinin bir kısmını tanımladığı 

bildirilmiştir (Fulford ve ark., 2006). Üçlü negatif meme tümörü sınıflandırmasında 

bazal belirteçlerin çeşitli inklüzyonlarına rağmen, bu sınıfın belirteçleri kanserle 

ilişkilidir. Son çalışmalar, sitokeratinlerin, P-kaderin ve vimentinin kanserogenez ve 

metastaz ile yakından ilişkili olduğunu göstermiştir. Sitokeratinler, epitelyal dokunun 

intrasitoplazmik sitoskeletonunda keratin içeren ara filamanların proteinleridir. 

Vimentin mezenkimal hücrelerin majör ara filament proteinidir (Pan ve ark., 2010). 

Sitoiskelet proteinler (sitokeratinler dahil) ve hücre adezyon molekülleri (P-kaderin 

gibi) arasındaki etkileşimi düzenler ve böylelikle tümör hücrelerinde hücre adezyonu, 

migrasyon, invazyon ve hücre sinyal transdüksiyonuna katılır (Pan ve ark., 2010). 

Meme kanserlerinin % 10-25’ini oluşturan bazal tümörler (Perou, 2011), diğer ÖR-PR-

HER2-meme tümörlerinden daha kötü prognoza sahiptirler. Bu iki alt tip farklı 

moleküler ve biyolojik özelliklere sahiptir ve neoadjuvan kemoterapiye yanıtlarında 

farklılık gösterirler (Fan ve ark., 2006; Swenson ve ark., 2009). Birden fazla bazal 
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keratin ekspresyonu olan tümörlerin işlev bozukluğu olan BRCA1 yoluna sahip olma 

olasılıkları daha yüksektir (Turner ve ark., 2007). Bununla uyumlu olarak, diğer birkaç 

çalışma da BRCA1 mutasyonu üzerindeki bazal keratinlerin prediktif değerini dikkat 

çekmektedir (Maro ve ark., 2009; Quach ve ark., 2009). Bazal belirteçler esas olarak 

ÖR-PR-HER2-tümörleri ve özellikle de bazal alt tip olarak eksprese edilmesine rağmen, 

hormonal reseptör pozitifliği olan tümörlerin küçük bir yüzdesi de bazal belirteç 

ekspresyonu gösterir (yaklaşık % 1- 18 [ÖR+ | PR+] tümörler). Bu durum, bu hastaların 

luminal veya bazal tümörlere ait olup olmadığı ve buna karşılık gelen tedavinin nasıl 

verilmesi gerektiği sorularına yol açmıştır. Bazal belirteç ekspresyonu olan [ÖR+ | PR+] 

tümörlerin konvansiyonel luminal tümörlerden daha kötü prognoz sergiledikleri 

gözlenmiştir (Rakha ve ark., 2010). Bu, lümen B ve bazal meme tümörleri arasında 

potansiyel bir bağlantı olabileceğini düşündürmektedir (Sorlie ve ark., 2001; Sørlie ve 

ark., 2003). Bunun yanı sıra, bazal belirteçlerin, HER2 pozitif tümörlerin küçük bir 

oranında mevcut olduğu da bildirilmektedir ki bunlar Herseptin tedavisine klasik 

HER2+ tümörlerden daha az yanıt vermektedirler (Harris ve ark., 2007). Üçlü negatif 

tümörlerin zayıf prognozu, ‘aktive eden invazyon ve metastaz’ işareti ile ilişkilidir. 

Bazal belirteçler dahil edildiğinde tümör sınıflandırmasında sergilenen belirsizlikler, bir 

zamanlar 'aktive edici invazyon ve metastazda ayırt edici özelliği barındıran meme 

tümörlerinin, bir kez daha kötü prognoz (bazal belirteçli luminal tümörler) veya ilaç 

direnci sergilediğini düşündürmektedir. 

2.2.3.2. Kök Hücre Belirteçleri 

Epitelyal mezenkimal geçiş (EMT), hareketli, çok kutuplu veya iğ şekilli 

mezenkimal hücrelerden epitel denilen kutuplaşmış hücrelerin düzlemsel dizilerine 

geçişi içeren tersine çevrilebilir bir biyolojik işlemdir. EMT, metastaz için gerekli bir 

işlemdir. EMT’nin belirteçleri, VIM, SNAI1, SNAI2, TWIST1,TWIST2, ZEB1, ZEB2, 

CDH1, CLDN3 (klaudin 3), CLDN4 (klaudin 4), CLDN7 (klaudin 7)’dir (Palmer ve 

ark., 2006; West ve ark., 2005). Klasik olarak kök hücre belirteçleri olarak kabul edilen 

moleküller arasında CD44, CD24, EpCAM, CD10, CD49, CD29, MUC1, THY1 ve 

ALDH1A1 bulunur (Creighton ve ark., 2009). Bu belirteçler tarafından sağlanan iki 

grup meme tümörü, yani, klaudin-düşük ve metaplastik meme kanseri, ÖR-PR-HER2 

tümörlerinden daha farklı olarak ayrılabilir. Her iki alt tipte de tümör özellikleri, 

genomik bozukluklar, ilaç yanıtı ve klinik sonuçlarla ilgili birçok benzerlik vardır. 
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Bunlar, EMT belirteçleri için zenginleştirilmiş ve kök hücre karakteristiklerini gösteren 

GATA3 geni ile düzenlenmiş ve hücre-hücre adezyon genlerinin düşük ekspresyonu ile 

karakterize edilmektedirler (Hennessy ve ark., 2009; Prat ve Perou, 2011). Her iki 

meme tümörü alt tiplerinin, EMT ve kök hücre belirteçleri ile anlamlı bir benzerliği 

olmasına rağmen, metaplastik meme kanseri, PIK3CA, AKT veya KRAS 

mutasyonlarına sahip olduğu için klaudin-düşük tümörlerden farklıdır (Hennessy ve 

ark., 2009). 

2.2.3.3. Matriks Metalloproteinaz 2 ve 9 

Bir tümörün agresifliği esas olarak komşu dokuyu işgal etme ve uzak bölgelere 

metastaz yapma yeteneğine bağlıdır. Bazal membranın ve ECM’nin proteolitik 

bozunması, neovaskülarizasyon, yara iyileşmesi ve malign büyüme gibi fizyolojik ve 

patolojik doku-yeniden modelleme işlemlerinin merkezinde bulunur. 

Meme kanserinde, uzak metastazlar başlıca ölüm nedenidir. Uzak metastaz 

oluşumundaki temel süreç, tümör hücrelerinin lokal dokuya ve oradaki kan damarlarını 

işgal etmesine ve böylelikle yeni metastatik formasyonlar oluşturmasına izin veren 

hücre dışı matrisin parçalanmasıyla başlamaktadır. Bu işlem esas olarak tümör 

tarafından salgılanan proteinazların aktivitesinden etkilenir. Günümüzde en az dört 

proteinaz sınıfı bilinmektedir: Serin proteinazlar, Aspartatik proteinazlar, Sistein 

proteinazlar ve MMP’ler (Nagase ve ark., 2006; Page-McCaw ve ark., 2007; 

Stamenkovic, 2000). Toplu olarak, bu proteinazlar, ECM’nin tüm bileşenlerini 

parçalayabilir. Fizyolojik koşullar altında (örneğin, doku yeniden şekillenmesi, 

anjiyogenez, ovülasyon, yara iyileşmesi), proteolitik yıkım ve proteolizin düzenleyici 

inhibisyonu arasında kesin bir düzenleme vardır (Garbett ve ark., 2000; Nagase ve ark., 

2006; Page-McCaw ve ark., 2007; Stamenkovic, 2000). Bu fizyolojik denge kanser 

varlığında bozulmaktadır. MMP’ler hemen hemen her tip kanserde düzenlenir ve 

bunların ekspresyonu genellikle hastalar için kötü prognozla ilişkilidir (Curran ve ark., 

2004; Forget ve ark., 1999). Yapılan çalışmalarda, MMP’lerin ekspresyonunun ve 

ilerlemesinin meme kanserinin ileri evresine, tümör hücrelerinin invazyonuna ve 

metastatik oluşumların oluşturulmasına bağlı olduğu gösterilmiştir (Duffy ve ark., 

2000). MMP’ler yapısal ve fonksiyonel olarak birbirine benzeyen endopeptidaz 

ailesidir. Bunlar, MMP-11 dışında, inaktif zimogenler olarak salgılanır ve diğer aktive 

edilmiş MMP’ler veya serin proteazlar (örneğin tripsin, plazmin, kallikrein) (Nagase ve 
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ark., 2006; Page-McCaw ve ark., 2007; Stamenkovic, 2000) tarafından hücrenin dışında 

aktive edilir. Aktivasyonları için, propeptid alanın proteolitik olarak çıkarılması 

gereklidir. Bu, MMP’lerin katalitik alanına erişim sağlar. Aktifleştirilmiş MMP'ler 

tarafından ECM’nin parçalanması, tümör hücrelerinin istilasını ve ayrıca ECM bağlı 

büyüme faktörlerinin (ör. İnsülin benzeri büyüme faktörleri ve fibroblast büyüme 

faktörleri) salınmasını kolaylaştırır. Yine, ortaya çıkan ECM-protein fragmanlarının bir 

kısmı (Laminin-5 veya kolajen tip IV’ün bölünmesi gibi) yeni biyolojik fonksiyonlar 

kazanarak farklı hücre tiplerinin göçünü önleyebilen kriptik bölgelerinin ortaya 

çıkarılmasına neden olur (Nagase ve ark., 2006; Page-McCaw ve ark., 2007; 

Stamenkovic, 2000). Hâlihazırda, insanlarda MMP ailesinin 23 üyesi bilinmektedir. 

Substrat özgünlüğüne göre, bunlar altı alt sınıfa ayrılır: kolajenazlar, jelatinazlar, 

stromelisinler, matrizinler, membran-tipi MMP’ler ve diğerleri (Nagase ve ark., 2006). 

Yakın zamana kadar, çoğu araştırmacı, tip IV kolajeni yıkabilen iki jelatinazın -72 kDa 

tip IV kolajenaz (MMP-2, jelatinaz A) ve 92 kDa tip IV kolajenaz- ekspresyon profilleri 

üzerine odaklanmıştır (Giambernardi ve ark., 1998; Iwasaki ve ark., 2002). Tip IV 

kolajen, epitelyal hücreleri hemen altındaki stromadan ayıran bazal membranlarda bol 

miktarda bulunur. Bu subendotelyal taban zarının yıkılması, kanser hücrelerinin 

intravazasyonu ve ekstravazasyonuna doğru ilk adımdır. MCF-7 meme kanseri 

hücrelerinin aromataz-inhibitör letrozol ile in vitro tedavisinde, MMP-2 ve -9 

seviyelerinin etkili bir şekilde azaldığı gözlendi ve bu inhibitörün hem meme kanseri 

büyümesini hem de invazyonu baskıladığını düşündürdü (Mitropoulou ve ark., 2003). 

Yine farklı meme kanseri çalışmalarında, Northern blot analiziyle normal meme 

dokusuna kıyasla MMP-9 ve -11 ekspresyonlarında (Kossakowska ve ark., 1996) aynı 

teknikle başka bir çalışmada artmış MMP-2, -7, -9 ve -11 ekspresyonları gözlenirken 

(Pacheco ve ark., 1998), ELISA tekniği ile gerçekleştirilen başka bir çalışmada MMP-1 

ve -9 protein içeriği tespit edilmiştir (Przybylowska ve ark., 2006). Substrat zimografisi 

kullanılarak gerçekleşen başka bir çalışmada ise MMP-1, -2, -3 ve -9, sağlıklı 

numunelere kıyasla tümör dokularında daha yüksek bir aktivite göstermiştir (Garbett ve 

ark., 2000). Bu bağlamda, meme kanseri hastalarının kanser dokularında MMP-2’nin 

artan ekspresyonuyla hayatta kalma oranının azalması arasında bir korelasyon 

(Talvensaari-Mattila ve ark., 1998) ve ayrıca meme kanseri dokularında MMP-9 

seviyelerinin artması ile tümör derecesi arasında bir ilişki (Li ve ark., 2004) 

tanımlanmıştır. Kısacası, çok erken evre meme kanserinde MMP-2 eksprese edilmekte 
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ve tümör oluşumuna yol açan ilk olaylara katkıda bulunduğu düşünülmektedir (Garbett 

ve ark., 2000). Normal yetişkin meme dokusunda büyük oranda MMP-2 yoktur, ancak 

fibroadenomlar (Curran ve ark., 2004) gibi bazı iyi huylu tümörlerde eksprese edilir. 

Ekspresyonu, tümör derecesinin artmasıyla daha tutarlı hale gelir ve MMP-2 

immünoreaktivitesinin, meme kanseri hastalarının azalmış sağ kalım süresinin bağımsız 

bir ön göstergesi olduğu bulunmuştur (Duffy ve ark., 2000; Forget ve ark., 1999; 

Giambernardi ve ark., 1998). MMP-9, aynı zamanda, insan meme karsinomu dokusunda 

yüksek oranda eksprese edilir ve lenf nodu metastazı ile ilişkili olduğu düşünülmektedir 

(Iwasaki ve ark., 2002). Çoğu durumda, bu iki MMP malign epitelyum tarafından 

üretilmemektedir, bunun yerine etraftaki tümör stroması tarafından üretilmektedirler: In 

situ hibridizasyon deneyleri MMP-2’nin çevreleyen tümör hücre kümeleri fibroblastları 

tarafından sentezlendiğini göstermektedir. Birkaç grup, tümör invazyonuna komşu olan 

stromalarda seçici protein ekspresyonu bildirmiştir (Forget ve ark., 1999). Meme 

kanserinde MMP-9 mRNA da tümör stromasında lokalize olmakla birlikte, ekspresyonu 

daha fazla bölgesel olma eğilimindedir (Mitropoulou ve ark., 2003). Her iki ekspresyon 

paterni, tümör hücreleri ve stromal ortamları arasında karşılıklı ilişki olduğunu 

göstermektedir (Şekil 2-1). 

 

Şekil 2-1: Metformin, NF-kB ve MMP ilişkisi 

 



 33 

2.2.4. Bağışıklık Sisteminin İşgal Edilmesi 

2.2.4.1. İmmün yanıt genleri ER-PR-HER2-tümörlerini kurtarır 

İnterferonla düzenlenen genlerin aşırı ekspresyonuyla karakterize olan, 

interferonca zengin alt tip ÖR-PR-HER2-tümörlerinden yakın zamanda, tanımlanmıştır 

(Hu ve ark., 2006; Teschendorff ve ark., 2007). Bu tümörler meme tümörü olgularının 

yaklaşık % 10’udur (Hu ve ark., 2006). Bu alt-tipin tümörlerini diğer ÖR-PR-HER2- 

kanserlerinden ayıran, interferonla düzenlenmiş genler arasındaki STAT1 ve 

SP110’dan, STAT1 'in interferonla düzenlenmiş gen ekspresyonuna aracılık eden 

transkripsiyon faktörü olduğu (Hu ve ark., 2006) ve SP110’un ise prognostik değere 

sahip olduğu bildirilmiştir (Teschendorff ve ark., 2007). İnterferonca zengin meme 

tümörlerinin relapssız (hastalık nüksetmeden) sağ kalımı, bazal kanserler (ÖR-PR-

HER2 + ile karşılaştırılabilir) ve luminal A tümörleri arasında bir yerdedir ve luminal B 

tümörleriyle karşılaştırılabilir (Hu ve ark., 2006). Bu durum da tümörlerin bağışıklık 

sistemini daha kolay ateşlediğini ve böylece hastaların daha iyi sonuç ve daha uygun 

terapötik stratejisiyle değerlendirilebileceğini düşündürmektedir. 

2.2.5. Hücre Ölümüne Direnç Gösterme 

2.2.5.1. BCL2 tümör prognoz sonucu ve tahmini üzerinde çift rol üstlenir 

BCL2 proteini, çeşitli in vitro ve in vivo deneylerde doğrulanmış olan bir 

apoptoz baskılayıcıdır (Henderson ve ark., 1991; McDonnell ve ark., 1989; 

Vanhaesebroeck ve ark., 1993). İfadesi TP53 ile ters orantılı, fonksiyonu bir TP53 

mutasyonu ile değiştirilebilir (Haldar ve ark., 1994). BCL2’nin prognostik değeri birçok 

çalışma ile araştırılmıştır (Hwang ve ark., 2012; Joensuu ve ark., 1994). Orta ve güçlü 

BCL2 ekspresyonunun (BCL2 + tümörleri olarak kısaltılmış), düşük mitotik sayım, 

düşük S-fazı fraksiyon büyüklüğü, düşük katepsin D ekspresyonu, yüksek histolojik 

farklılaşma derecesi, p53 ekspresyonu ve tümör nekrozu olmaması gibi birçok olumlu 

prognostik özellik ile yoğun bir şekilde ilişkili olduğu bulunmuştur. Ayrıca, BCL2 + 

tümörleri olan hastalar, kısa vadeli fakat benzer uzun dönem meme kanserine özgü 

ölümlerde BCL2-tümörleri taşıyanlara kıyasla daha avantajlıdır (Joensuu ve ark., 1994). 

ÖR-PR-HER2-meme tümörleri için BCL2’nin prediktif değeri olduğu, ER-PR-HER2-

BCL2- hastalarında antrasiklin bazlı tedavinin başarılı olduğu bulunmuştur (Abdel-

Fatah ve ark., 2013). 
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2.2.6. Genom Mutasyonları ve Düzensizliği 

2.2.6.1. TP53 disfonksiyonu tümörün ilaç direncini artırır 

Tümör baskılayıcı TP53, hücre proliferasyonunu, hücre sağ kalımı, apoptoz ve 

en önemlisi genomik bütünlüğü kontrol eden birçok hücresel sinyalleşmede kritik bir rol 

oynar (Haldar ve ark., 1994; Olivier ve ark., 2006). Hücreler, DNA hasarı, hipoksi ve 

onkogen aktivasyonu gibi stres koşullarını tecrübe ettiğinde genomun bir kapıcısı olarak 

görev yapar. Böylece, TP53 eksikliği, genomik düzenin engellenmesi nedeniyle hasarlı 

hücrelerin kontrolsüz çoğalmasına yol açabilir ve bu da daha artan bir mutasyon hızına 

yol açar. Tümörlerin yaklaşık % 25-30’unda TP53 geninde mutasyon vardır (Borresen-

Dale, 2003; Fitzgibbons ve ark., 2000; Lacroix ve ark., 2006). Bu durum, tümör 

büyüklüğünden, lenf nodu durumundan ve hormon reseptör içeriğinden bağımsız olarak 

meme kanserinde önemli bir prognostik belirteç olarak rapor edilmiştir (Olivier ve ark., 

2006). TP53 ve PR arasındaki bir etkileşim ortaya çıkmakta olup, TP53-PR 

tümörlerinin tüm meme kanserleri arasında en kötü prognozla ilişkili olduğu, p53 

mutasyonunun tamoksifene karşı meme kanseri yanıtını olumsuz yönde etkilediği rapor 

edilmiştir (Olivier ve ark., 2006). Artan kanıtlar, TP + disfonksiyonunun ÖR + 

tümörlerinde anti-östrojen direncinin geliştirilmesinden sorumlu olduğunu göstermiştir 

(Rahko ve ark., 2006; Sayeed ve ark., 2007) ve ÖR-TP53-tümörleri kemoterapi tedavisi 

başarısızlığından sıkıntı yaşamaktadır (Borresen-Dale, 2003; Kandioler-Eckersberger ve 

ark., 2000; Lonning ve ark., 2007). 

Bu kanıtlar, "genom dengesizliği ve mutasyonunun", ait olduğu alt tipten 

bağımsız olarak, tümör ilaç direncine katkıda bulunduğunu düşündürmektedir. 

2.3. Meme Kanseri Histolojik Alt Tipleri 

İnvazif meme kanseri şu anda spesifik olmayan duktal karsinom ve spesifik alt 

tipler olarak sınıflandırılmaktadır. Meme kanserinin özel alt tiplerinin spesifik tanımları 

vardır, spesifik olmayan tip ise spesifik alt tipler dışındaki tüm karsinomları içeren bir 

çöplüğe benzemektedir. Spesifik olmayan invaziv duktal karsinomlar tüm meme 

kanserlerinin yaklaşık % 60-75’ini oluşturur. Spesifik tipler % 20-25’ini oluşturur ve bu 

gruptaki en yaygın tipler lobüler, tübüler, papiller ve müsinöz tümörlerdir (Weigelt ve 

Reis-Filho, 2009). Tek bir tümör (intratümöral) veya morfolojik olarak aynı tipteki 

tümörler (intertümöral) arasındaki heterojenite şu anda iyi bilinmektedir ve kabul 
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edilmektedir. Bu nedenle, patologlar, klinisyenlerin hastalarını daha iyi izleyebilmeleri 

için yeni sistemler üretmeye çalışmışlardır. Patoloji raporlarının mutlak gerekli bir 

bileşeni “histolojik derece”dir ve tümör farklılaşma derecesinin (tübül oluşumu), 

nükleer pleomorfizm (nükleus yapısı) ve proliferasyonun (mitoz oranı) 

değerlendirilmesi ile belirlenir. 

2.3.1. Histolojik Alt tipler 

Meme Karsinomunda Mikroskobik Derecelendirme (Bloom-Richardson 

sisteminin Nottingham Modifikasyonu): 

a. Tübül oluşumu 

1 puan: Tübül oluşumu tümörün % 75’inden fazlasını oluşturur. 

2 puan: Tübül oluşumu tümörün % 10-75’ini oluşturur. 

3 nokta: Tübül oluşumu tümörün % 10’undan daha azını oluşturur. 

Bu noktada, tübül oluşumu değerlendirmesi için tüm tümör dikkate 

alınmaktadır. 

b. Nükleer pleomorfizm 

1 puan: Çekirdek şekli ve boyut farkı hafif, 

2 puan: Çekirdek şekli ve boyut farkı orta derecede, 

3 puan: Çekirdek şekli ve boyut farkı belirgin. 

Bu noktada özellikle nükleer pleomorfizmi olan hücreler içeren alanlar 

değerlendirilmelidir. 

c. Mitoz Sayısı (x25,alan çapı 0.59 mm-10 alan) 

Mitotik sayım işlemi sadece tümörün periferinde yapılmalı ve en aktif mitotik 

bölgelerden başlanmalıdır. Sayım sırasında daha çok normal meme dokusu 

bulunmayan, tümör bakımından zengin bölgeler mümkün olduğunca tercih edilmekte, 

profaz evresindeki hücreler sayılmamaktadır. Değişen marka mikroskoplar nedeniyle 

görüntü alanındaki farklılıklar nedeniyle, mitotik sayının sayısı için belirlenmiş ve kabul 

edilen değerler vardır. Bu değerlere dayanarak mitotik sayım 0-9 arasında 1, 10-19 

sayım arası için 2 ve >20 için 3 olarak puanlanır (Tablo 2-1). 
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Tablo 2-1: Histolojik derecelendirmede modifiye edilmiş Bloom-Richardson Sistemi 

 

 

Tübül oluşumu, nükleer pleomorfizm ve mitotik sayım puanları ile toplam puan 

elde edilir. Histolojik derece, Tablo 2-2’de gösterildiği gibi elde edilen toplam puana 

göre belirlenir. 

Tablo 2-2: Histolojik Tip Puanlama Tablosu 

 

 

Bu yöntemle yapılan histolojik değerlendirme, yarı kantitatiftir, ancak hasta 

prognozunun belirlenmesinde çok güçlü bir öngörü sağlar (Rakha, Reis-Filho, Baehner, 

ve ark., 2010). Buna ek olarak, histolojik puanlamanın histolojik tipleme yanında 
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östrojen-progesteron reseptör ekspresyonu ve HER-2 amplifikasyonu gibi moleküler 

değişiklikler ile ilişkili olduğu bilinmektedir (Rakha ve ark., 2010). Geleneksel 

yaklaşımda, tümör boyutu ve yayılma durumu (özellikle lenf nodu tutulum durumu) 

gibi bir dizi güçlü parametreler hastalığın evresini belirler. Tüm kanser türlerine 

uygulanabilen evreleme sistemi prensipleri ve tümör, nod, metastaz parametreleri 

(TNM), Pierre Denoix tarafından tanımlanmış ve kısa bir zaman içerisinde geniş kabul 

görmüştür (Aujaleu ve Denoix, 1952). TNM sistemi tüm dünyada yaygın olarak tedavi 

merkezleri arasında ortak bir dil olarak kullanılmakta, tedavi planlamasına rehberlik 

etmekte, izlem sırasında tedavinin etkinliğini gösterme ve prognozu öngörme olanağı 

sunmaktadır. Bununla birlikte meme kanseri teşhisi ve tedavisinde gelişmeler, 

teknolojinin geliştirilmesi ve bilgi artışı, tümör biyolojisini ayrıntılı olarak 

değerlendirmek için girişimler, en prognostik faktörlerin tümörün biyolojik 

özellikleriyle ilişkili olduğunu göstermiştir. En önemlisi yeni verilerin toplanması aynı 

TNM grubu ve aynı histolojik tipteki tümörlerde gözlenen çok farklı sağ kalım oranları 

için alternatif çözüm arayışlarına yol açmıştır. 

TNMEIO sistemi, tedavi kararlarını etkileyen tümör özelliklerini TNM 

sistemine dahil etmek amacıyla Avrupa Onkoloji Enstitüsü (EIO) tarafından önerilmiştir 

(Veronesi ve ark., 2006). Bu sistemde tümörün ÖR, PR, HER-2 gibi tüm anatomik ve 

biyolojik özellikleri yer almaktadır. Meme karsinomunun çapı 1.3 cm ise, T1.3 olarak 

tanımlanmaktadır. Lenf nodu invazyonu için benzer uygulama, sentinel lenf dahil olmak 

üzere incelenen tüm lenf nodu sayısı (örn. N0 / 1, N3 / 9, Ns0 / 9, s: sentinel lenf nodu) 

ve metastaz bölgesi M (MH: Hepatik metastaz, ML: Akciğer metastazı) şeklindedir. Bu 

sisteme göre, boyutu 1.6 cm, ÖR pozitif, PR pozitif, HER2 negatif, karaciğer metastazı 

olan ve 23 lenf nodunun 4'ünde invazyon olan bir tümör T1.6, ÖR +, PR-, HER2 +, N4 / 

23, MH. Bazı merkezler lenfo-vasküler invazyonu olan tümörlerde daha agresif tedavi 

yöntemlerini tercih edebilmektedir. 

2.3.2. Moleküler Alt tipler 

Mevcut moleküler sınıflandırma meme kanserini luminal A, luminal B, HER-2, 

bazal ve normal meme gibi beş gruba ayırır. Moleküler alt sınıflandırma, birkaç 

immünohistokimyasal belirteç kullanılarak sağlanabilir. ÖR, PR, HER2, Ki-67, EGFR 

ve bazal sitokeratinler (CK14 ve CK5 / 6 vb.) içeren bir panel “luminal”, HER2 ve üçlü 

negatif tümörleri ayırt etmek için kullanılabilmektedir. Aslında, “bazal” tümörleri 
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tanımlayan belirteçler üzerinde bir fikir birliği yoktur, ancak EGFR ve CK5 / 6'nın 

kullanımının bu alt grubun belirlenmesinde ve prognozu öngörmede yardımcı 

olabileceği düşünülmektedir (Cheang ve ark., 2008). ÖR ve HER-2'nin yanı sıra 

özellikle ÖR-pozitif tümörlerde moleküler alt gruplarda proliferasyon belirteçleri çok 

önemlidir. Bununla birlikte, Ki67 veya daha ayrıntılı mitotik indeks puanlama 

sisteminin bir proliferasyon belirteci olarak kullanılmasının uygunluğu 

sorgulanmaktadır. Ki67 skorlamasının hasta takibi ve tedavisinde pozitif / negatif veya 

yüksek / düşük olarak uygulanması hala tartışılmaktadır ve henüz bu konuda bir fikir 

birliği yoktur. Luminal tümörlerin alt gruplara ayrılması temel olarak proliferasyon 

yoğunluğuna dayanır. Bu nedenle luminal B tümörlerinden luminal bir tümörün ayırt 

edilmesi için rutin olarak kullanılabilecek Ki67 sınır değerini belirlemek için IHK ile bir 

gen ekspresyonu profilleme çalışması rapor edilmiştir (Cheang ve ark., 2009). Her bir 

tümörün beş temel moleküler alt tipten (luminal veya luminal B, normal meme benzeri, 

HER2 ve bazal) birinde sınıflandırılması için çeşitli algoritmalar geliştirilmiştir (Hu ve 

ark., 2006; Parker ve ark., 2009; Sørlie ve ark., 2003). Majör moleküler alt tipler meme 

kanserinde gen ekspresyon profillerine göre Tablo 2-3’de özetlenmiştir (Correa Geyer 

ve Reis-Filho, 2009; Schnitt, 2010). 

Tablo 2-3: Majör moleküler alt tiplerin gen ekspresyon profillerine göre değerlendirilmesi 
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2.4. Kanser ve Yaşlanma 

Model organizmalarda yaşlanma mekanizmaları üzerindeki moleküler 

çalışmalar, yaşlanma sürecini geciktiren ve ömrünü uzatan birkaç uzun ömür geni 

tanımlamıştır. İnsan genomu, bu genlerin homologlarını içerir, ancak uzun ömürlülüğün 

düzenlenmesi ile açık bir ilişkisi olmamıştır. Öte yandan, çeşitli gözlemler, yaşlanma 

sürecinin genetik olarak programlanmadığı, ancak moleküler uygunluk kaybını ve daha 

sonra hücresel homeostazı bozan atık ürünlerin birikimini içeren rastlantısal bir süreç 

olduğu hipotezini desteklemektedir. Hücresel strese ve çevresel tehditlere karşı direnç, 
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başarılı bir yaşlanma sürecine ve uzun ömürlü bir hayata olanak sağlayabilir. İlginç bir 

şekilde, son çalışmalar, yaşam süresinin, daha düşük organizmalarda genetik, beslenme 

ve farmakolojik müdahalelerle uzatılabileceğini göstermiştir (Vijg ve Campisi, 2008). 

Bununla birlikte, kalori kısıtlaması tüm türlerde yaşam süresini uzatmanın tek ortak 

yolu olarak görünmektedir (Bishop ve Guarente, 2007). Yaşlanma sırasında, DNA 

hasarı miktarı sadece nükleer DNA'da değil, mitokondriyal DNA'da (mtDNA) da 

artmaktadır (Khrapko ve Vijg, 2009; Kukat ve Trifunovic, 2009). Reaktif oksijen türleri 

(ROS) üretimi ve verimsiz DNA onarımı, mitokondriyi mtDNA'daki mutasyon 

birikimine maruz bırakmaktadır. MtDNA'nın heteroplazması, mutasyonları yaymakta ve 

yaşlanma sırasında oksidatif metabolizmayı bozabilmektedir. Hala bu değişikliklerin 

yaşlanmanın nedenini veya sonucunu temsil edip etmediği sorusu sorulmaktadır. 

Yaşlanma sürecinin genetik olarak programlanmamış olduğu, aksine nükleer ve 

mitokondriyal DNA’ya zarar vermenin moleküler uygunluğu azaltabildiği ve art arda 

bozulan fizyolojik komponentlerin birikimine yol açarak fonksiyonel bozulmalara 

neden olduğu düşünülebilir. DNA bütünlüğündeki bozulma hücresel uygunluğu bozan 

ve hem hücresel hem de organizma düzeylerinde yaşlanmaya neden olan rastlantısal 

süreçlerdir. Bu süreç, yaşla ilişkili entropi artışını temsil etmektedir (Hayflick, 2007). 

Konak savunması rastgele bir süreç değildir, ancak tehlike tanıma ve transkripsiyonel 

olarak aracılık edilen adaptif bağışıklık tepkisi arasındaki çok katmanlı bir sinyal ağını 

kullanır. NF-kB sinyalizasyon sisteminin, akut transkripsiyonel yanıtları tehlike 

tanımaya bağlayan odak noktasında olduğunu gösteren kapsamlı çalışmalar 

bulunmaktadır. Yaşlanma ve yaşla ilişkili hastalık varlığında NF-kB sisteminin aktive 

olması şaşırtıcı değildir, çünkü yaşlanma sinyallerin ve koşulların çoğu net bir şekilde 

tanımlanmış NF-kB sistemi indükleyicileridir; ör. oksidatif stres DNA hasarı ve 

bağışıklık savunması. Bununla birlikte, homeostazın sağlanabilmesi için, NF-kB 

sinyalleşmesinin aşırı aktivasyonuna karşı bir frenleme sistemi kaçınılmazdır. Çarpıcı 

bir şekilde, uzun ömürlülük faktörlerinin birçoğu, doğrudan ya da dolaylı olarak NF-kB 

sinyalleşmesinin inhibitörleridir. NF-kB transkripsiyon faktörüdür, fakat aynı zamanda 

ilk olarak immünoglobulin güçlendiricisinde gözlenen sekanslar ile etkileşebilen gen 

ekspresyonunun bir pleiotropik düzenleyicisidir (Sen ve Baltimore, 1986). NF-kB 

sisteminin yapısal ve fonksiyonel özellikleri son yirmi yıl boyunca kapsamlı bir şekilde 

incelenmiştir (Hayden ve Ghosh, 2004; Perkins, 2007; Siebenlist ve ark.,  1994; 

Vallabhapurapu ve Karin, 2009). Memeli Rel / NF-kB ailesi, iki NF-kB bileşeni olan 
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p50 (ve onun prekürsörü p105) ve p52 (ve prekürsör p100) olarak üç Rel proteinini, 

RelA / p65, RelB ve c-Rel 'i içerir. Birkaç inhibitör IkB proteine (IkBz, IkBe, IkBb, 

IkBa ve Bcl-3) bağlı şekilde, sitoplazmaya sıkışmış bu bileşenler inhibitörden kurtulup 

birbirleriyle dimerik kompleksler oluştururlar. Bazı protein kinazlar IkB proteinlerini 

fosforile edebilir ve bu şekilde NF-kB komplekslerinin IkB proteinlerinden serbest 

kalmasına olanak sağlarlar. Daha sonra bu kompleksler, hedef genlerin, özellikle 

inflamatuar genlerin ekspresyonunu uyaracakları nükleus bölgesine geçiş sağlarlar. 

IKK’lar (IkB kinazlar a ve b) ve NIK (NF-kB-uyarıcı kinaz), NF-kB komplekslerini 

aktive eden başlıca protein kinazlardır. NEMO (temel bir NF-kB modülatör) proteini, 

IkB kinaz (IKK) kompleksinin düzenleyici alt birimidir ve IKK kinaz kompleksinin 

aktivasyonunu düzenlemektedir (Sebban ve ark.,  2006). Memeli NF-kB sistemi, evrim 

sırasında farklı sinyalleşme formlarına ayrılan eski bir konak savunma sistemini temsil 

etmektedir (Friedman ve Hughes, 2002). Özellikle, NF-kB sistemi, hem bağışıklık 

ataklarıyla hem de oksidatif stres, genotoksik stres ve doku yaralanmaları gibi, dış ve iç 

tehlike sinyallerinin çokluğu ile aktive edilebilen sitoplazmik bir sensördür (Perkins, 

2007; Schreck ve ark., 1992; Vallabhapurapu ve Karin, 2009). Savunma görevlerinin bir 

sonucu olarak, NF-kB sistemi, çeşitli yaşla ilişkili hastalıklarda büyük ölçüde aktive 

olmaktadır (Kumar ve ark., 2004). Protein karakterizasyonu, eski kemirgenlerin nükleer 

lizatlarında p52 ve p65 düzeylerinin açıkça arttığını ortaya çıkarmıştır. Diğer çalışmalar, 

IkK inhibitörlerinin protein seviyelerinin yanı sıra aktive edici kinaz IKKa, IKKb ve 

NIK düzeylerinin yaşlanmadan etkilenmediğini ortaya çıkarmıştır (Helenius ve ark., 

1996a, 1996b; Helenius ve ark., 2001). Çarpıcı bir şekilde, p52 ve p65’in ekspresyon 

seviyelerinde, yaşlanma sırasında mRNA seviyelerinde artma gözlenmemektedir 

(Helenius ve ark., 2001). Bu, NF-kB proteinlerinin hücre çekirdeği içerisine girişinin, 

yaşlanma ile arttığını açıkça ortaya koymuştur. Bunu takiben, NF-kB veya IkB bileşeni 

mRNA’larının ekspresyon seviyelerinde herhangi bir yaşa bağlı değişiklik 

saptayamayan birkaç mikrodizi profilleme çalışması da bu sonucu desteklemektedir. 

Tüm gözlemler, yaşlanma sürecinin NF-kB komplekslerinin, NF-kB-bağımlı genlerin 

bir kümesinin transkripsiyonunu güçlendirebilecekleri çekirdeklere tutulmasını 

indükleyerek aktivasyon seviyesini arttırdığı senaryosunu desteklemektedir. NF-kB 

sisteminin çok yönlü olduğu göz önünde bulundurulduğunda, yaşa bağlı yanıt, birkaç 

adımda, yani karmaşık formasyonda, çekirdeklere tutunmada, koaktivatörler ve 
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baskılayıcılarla etkileşimde ve son olarak da kromatin seviye düzenleme yoluyla 

gerçekleşebilir. 

2.4.1. Yaşlanma sinyalleri NF-KB aktivatörleridir 

2.4.1.1. Oksidatif Stres 

Serbest radikal kuramı, 1956’da Denham Harman'ın ileri sürdüğü klasik 

yaşlanma teorisidir (Harman, 1956). Oksijen, aerobik solunuma dayalı yaşamın evrimi 

sırasında çok önemli bir moleküldür. Bununla birlikte, oksijenin metabolik kullanımı, 

süperoksit anyonları, hidrojen peroksit ve hidroksil radikalleri gibi çeşitli ROS 

üretebilir. Mitokondrideki oksidatif fosforilasyon, ROS'un başlıca endojen üreticisi 

olup, bunun yanında 5-lipoksijenaz ve NADPH oksidaz gibi birçok enzim de hücrelerde 

oksit artıkları üretebilir. ROS, DNA, proteinler ve lipitler ile reaksiyona girebilir ve 

toksik bileşiklere dönüşebilir. Dahası, son çalışmalar, ROS’un çeşitli sinyal yollarında 

haberci moleküller olabileceğini ortaya koymuştur (Gloire ve ark., 2006; Nakano ve 

ark., 2006). Evrim sırasında, ROS’un antioksidatif sistemi olarak adlandırılan kompleks 

bir detoksifikasyon sistemi, hücrelerdeki oksidatif stresi ortadan kaldırmak için 

geliştirilmiştir. 

1990’ların başlarında, oksidatif stresi indükleyen tehditlerin aynı zamanda NF-

kB sinyalizasyon yolunu aktive ettiği gösterilmiştir (Schreck ve ark., 1992). ROS 

aracılığıyla oksidatif stresin, NF-kB sisteminin aktivasyonunu çağrıştırabilen tek sinyal 

olabileceği düşünülmüştür. Bununla birlikte, sonraki çalışmalar NF-kB sinyalini 

tetikleyebilen başka mekanizmaların olduğunu da ortaya çıkarmıştır. NF-kB 

sinyalleşmesinin ROS-güdümlü aktivasyonu, farklı hücre tipleri için oldukça spesifik 

görünmektedir ve uyaranlar arasındaki farklılıkları göstermektedir (Gloire ve ark., 

2006). ROS’un, IKK’ların aktivasyonunu içeren klasik yol aracılığıyla NF-kB sinyalini 

arttırdığı görülmektedir. Wuerzberger-Davis ve ark., oksidatif stresin yanı sıra 

genotoksik stres ve ısı şokunun, IKK kompleksini aktive eden sumolasyona bağlı 

NEMO kaskadını tetikleyebileceğini göstermiştir (Wuerzberger-Davis ve ark., 2007). 

NF-kB sinyalleşmesi, çeşitli antiapoptotik genlerin ekspresyonunu indükleyerek 

apoptoza karşı da mücadele eder, örn. c-FLIP, Bcl-xL, XIAP (Nakano ve ark., 2006). 

Sonuç olarak, yaşa bağlı oksidatif stresin hücrelerin apoptotik hücre ölümüne karşı 

savunması için NF-kB sistemini harekete geçirdiği, diğer taraftan hücre içi problemleri 
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arttırdığını, diğer bir deyişle hücrelerin kendilerini entropik bir konak savunmasına 

maruz bırakarak hayatta kalabildiklerini göstermektedir. 

2.4.1.2. Genotoksik Stres 

Genomik düzensizlik, yaygın rastlantısal bir yaşlanma mekanizması gibi 

görünmektedir (Lombard ve ark., 2005; Schumacher ve ark., 2008; Vijg ve Suh, 2005). 

Birçok çalışma, serbest radikallerin ve oksidatif stresin, muhtemelen yaşa bağlı DNA 

mutasyonlarının en önemli kaynağı olduğunu göstermiştir. DNA hasarı sonrasında 

ATM (Ataksi Telanjiyektazisi Mutasyonlu) ve ATR (ATM ve Rad 3-ilişkili) kinazların 

aktive edilmesi karmaşık bir konakçı savunma sistemini tetikleyen hücresel 

homeostaziyi korumaya yönelik bir girişimdir (Harrison ve Haber, 2006). Genotoksik 

stres tarafından tetiklenen başlıca sinyal yolları p53, NF-kB ve PARP-1’dir (Janssens ve 

Tschopp, 2006; Sancar ve ark., 2004; Schreiber ve ark., 2006). Son zamanlarda, NF-kB 

sinyalleşmesinin aktivasyonunun DNA hasarı ile uyarılan hücresel özelliklerinden biri 

olduğu gösterilmiştir (Habraken ve Piette, 2006; Janssens ve Tschopp, 2006; Wu ve 

Miyamoto, 2007). NEMO proteini, moleküler basamakta merkezi bir role sahiptir ve 

DNA hasarından sonra NF-kB sinyalleşmesinin aktivasyonunu indükler. Sitoplazmada, 

NEMO / ATM proteinleri IKK ve ELKS 'ye bağlanır ve böylece NF-kB sinyalini 

tetikleyen IKK kinazları aktive eder. Genotoksik streste NF-kB aktivasyonunun 

amacının, p53 ile indüklenen apoptozun önlenmesi olduğu görülmektedir. Bu varsayım, 

IKKb’nin p53 proteinini fosforile edebildiği ve daha sonra proteazomlar tarafından 

bozunmasını indükleyebildiği gözlemiyle desteklenmektedir (Xia ve ark., 2009). 

2.4.1.3. Kalıtsal bağışıklık: PAM’lar ve DAMP’lar 

Büyük bir araştırma grubu, yaşlanma sürecinin pro-inflamatuar değişikliklerle 

ilişkili olduğunu göstermiştir (de Magalhaes ve ark., 2009; Franceschi ve ark., 2007; 

Franceschi ve ark., 2000; Salminen ve ark., 2008; Sarkar ve Fisher, 2006). Yaşlanma 

sırasında adaptif immünite, immünosenesens denen şeyi açıkça reddeder (Larbi ve ark., 

2008). Doğuştan gelen bağışıklık, çok hücreli organizmalarda eski bir konak savunma 

sistemidir (Danilova, 2006). Doğuştan gelen bağışıklık sistemi, PAMP’lar (patojen-

ilişkili moleküler paternler) adı verilen istilacı patojen yapıları ve aynı zamanda tehlike 

ile ilişkili endojen moleküler paternler olan DAMP’leri de tanır (Bianchi, 2007; 

Medzhitov ve Janeway, 2000). PAMP’ler ve DAMP'lar, esas olarak NF-kB 
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sinyalizasyon yoluna bağlı olan çeşitli PRR’ler (patern tanıma reseptörleri) tarafından 

tanınabilmektedir. TLR’ler (Toll benzeri reseptörler), evrimsel olarak korunan bir PRR 

sistemini temsil etmektedir (Kaisho ve Akira, 2006; Medzhitov ve Janeway, 2000; 

Trinchieri ve Sher, 2007). TLR sinyalleşmesinin ana yolu, NF-kB sistemine IKKb 

üzerinden bağlanmaktadır (Kaisho ve Akira, 2006). 

2.4.1.4. TNF Super ailesi 

Yaşlanma sırasında doğuştan gelen bağışıklığın aktivasyonu, yaşlanma sırasında 

sitokinlerin çoğunlukla daha yüksek düzeyde olduğu gözlemlenen bir grup inflamatuar 

ürün üretir (Bruunsgaard ve ark., 2001; Danilova, 2006; Johnson, 2006; Krabbe ve ark., 

2004). Bazı sitokinler NF-kB sinyal yolunu aktive edebilir ve bu şekilde inflamatuar 

değişiklikleri çoğaltır ve şiddetlendirir. IL-6 (interlökin-6) ve TNF-a (tümör nekroz 

faktörü-a), yaşlanmayla açık bir şekilde düzenlenmiştir, ancak yaşlanma sürecindeki 

tam rolleri, karmaşık, hücre tipi özel fonksiyonlara sahip oldukları için netlik 

kazanmamıştır (Gupta ve Gollapudi, 2005; Huang ve ark., 2005; Maggio ve ark., 2006). 

Örneğin, TNF-a, adaptif immüniteyi düzenleyebilir ve immünosenesens oluşumuna 

dahil olabilir (Gupta ve Gollapudi, 2005; Huang ve ark., 2005; Larbi ve ark., 2008). 

2.4.1.5. Insulin/IGF Sinyalleşme 

Memeli insülin / IGF yolundaki eksiklikler, en azından kemirgenlerde uzamış 

yaşam süresiyle ilişkili bir cüce fenotipinin görünümüne neden olmaktadır (Bartke ve 

Brown-Borg, 2004; Brown-Borg, 2009). Bu durum yaşlanma araştırmalarında insülin / 

IGF paradoksu olarak adlandırılmıştır. İnsülin / IGF paradoksu, ileri yaşlarda aşırı 

insülin / IGF sinyalleşmesinin yaşlanma sürecini hızlandırabileceğine dikkati 

çekmektedir. Birçok çalışma, insülin / IGF sinyalinin, IKKa / b kompleksinin 

aktivasyonu yoluyla NF-kB sistemini uyarabildiğini göstermiştir. Bu sinyal, inflamatuar 

yanıtları arttırabilir (Che ve ark., 2002; Iwasaki ve ark., 2009; Martins ve ark., 2009) ve 

apoptoza direnci destekler (Bertrand ve ark., 1999; Mitsiades ve ark., 2002). İnsülin / 

IGF-1 reseptörlerinin uzamış yaşam süresi ilişkili sinyalleşmesine PI-3K / AKT yolu 

aracılık eder. PI-3K / AKT kinazların aktivasyonu FOXO uzamış yaşam süresi 

faktörünü inhibe eder ancak IKK / NF-kB sinyalini tetikler. Madrid ve ark., AKT 

kinazın, p65 bileşenine ait transaktivasyon bölgesindeki Ser 529 ve 536 kalıntılarını 

fosforile eden IKKb ve p38 kinazları aktive edebildiğini göstermiştir. Bu değişiklikler, 
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NF-kB kompleksinin transaktivasyon verimliliğini açık bir şekilde arttırmaktadır 

(Madrid ve ark., 2001). Tanaka ve ark., bir AKT kinaz olan PDK1'in aktivasyonunun 

ayrıca IKKb kinaz’ı aktive edip NF-kB sinyalini tetiklediğini ortaya çıkarmıştır (Tanaka 

ve ark., 2005). 

2.4.1.6. Protein modifikasyonları: Asetilasyon ve O-glikozilasyon 

NF-kB sinyal yolunun temel bileşenlerinin birkaç post-translasyonel 

modifikasyonu, yolun aktivasyonunu tetikleyebilir, aynı zamanda NF-kB sisteminin 

transkripsiyonel verimliliğini de düzenleyebilir (Perkins, 2006). Fosforilasyon ve 

ubikitinasyon aktivasyon aşamasında başlıca düzenleyici modifikasyonlardır, ancak 

asetilasyon ve O-glikozilasyon NF-kB’ye bağlı transkripsiyonun etkinliğini kontrol 

edebilir (Calao ve ark., 2008; Chen ve Greene, 2003; Perkins, 2006). Yaşlanma ile ilgili 

olarak, asetilasyon ve O-glikozilasyon, stres sırasında NF-kB sinyalini arttıran önemli 

modifikasyonlar gibi görünmektedir. 

2.4.2. Uzun Ömür Faktörleri NF-kB Sinyalleşmesini İnhibe Eder 

2.4.2.1. p53 

P53 tümör baskılayıcı protein, hem kanser hem de yaşlanma sürecinde önemli 

bir role sahiptir, ancak organizmanın yaşlanmasındaki işlevi açıklığa 

kavuşturulamamıştır (Campisi, 2005; Papazoglu ve Mills, 2007). P53 proteini, karmaşık 

sinyal yolları ağında yer alan ve çeşitli fonksiyonların bütünlüğünü -genom stabilitesi, 

DNA onarımı ve mitokondriyal metabolizma- önemli bir proteindir (Chumakov, 2007; 

Olovnikov ve ark.,, 2009). Ayrıca hücresel yaşlanma ve apoptotik hücre ölümlerinin 

düzenlenmesinde de yer alır. Son zamanlarda yapılan çalışmalar, enerji 

metabolizmasında, özellikle mitokondriyal solunum ve glikolizin dengelenmesinde 

önemli rolünün altını çizmiştir (Bensaad ve Vousden, 2007; Ma ve ark., 2007). Birçok 

çalışma, metabolik hızın maksimum yaşam süresinin düzenlenmesinde önemli bir 

parametre olduğunu, yani daha yüksek bir metabolik hızın daha kısa bir yaşam süresine 

dönüştüğünü göstermiştir (Hulbert ve ark., 2007). 

2.4.2.2. Isı şok proteinleri (HSP) 

Strese karşı artmış direnç, tüm uzun ömürlü mutantların, C. elegans, Drosophila 

ve hatta fareler vb. özelliklerinden biridir (Johnson ve ark., 2000; Munoz, 2003; 
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Murakami, 2006; Vermeulen ve Loeschcke, 2007). Moleküler şaperonların, özellikle de 

HSP’lerin, uzun ömürlülüğü arttıran stres direnci özelliklerini geliştirdikleri 

gösterilmiştir (Hsu ve ark., 2003; Morley ve Morimoto, 2004; Munoz, 2003; Murakami, 

2006; Soti ve Csermely, 2000). Etki, dokuya özgü olsa da, en azından memelilerde, 

HSP yanıtlarının yaşlanma sırasında açıkça azaldığı iyi bilinmektedir. Memeli HSP 

sistemi HSP90, HSP70, HSP60, HSP40 ve küçük HSP’lerin ailelerini içermektedir 

(Jolly ve Morimoto, 2000). Hücresel streste, HSP’ler protein denatürasyonunu ve 

agregasyonunu önleyebilir ve stres sonrası proteinin yeniden katlama işlemine yardımcı 

olabilir. Birçok çalışma, hücresel HSP seviyelerinin yükselmesini içeren hücresel 

stresin, NF-kB aracılı inflamatuar tepkileri baskılayabildiğini göstermiştir (Chen ve 

ark., 2007; DeMeester ve ark., 2001; Malhotra ve Wong, 2002). Agou ve ark. ve Ran ve 

ark., HSP70’in IKK kompleksinin NEMO düzenleyici birimine (IKKg) bağlanabildiğini 

ve NEMO proteinlerinin oligomerizasyonunu bozduğunu ve bu şekilde aktif IKK 

kompleksinin oluşumunu bozduğunu göstermişlerdir (Agou ve ark., 2002; Ran ve ark., 

2004). Yine Weiss ve ark., IKK kompleksindeki HSP70'in varlığının, IkBa proteininin 

fosforilasyonunu ve proteazomal bozulmasını ve sonuç olarak NF-kB sinyalini 

önleyebildiğini gözlemlemiştir (Weiss ve ark., 2007). Ayrıca, HSP70 ekspresyonunun 

sıçanlarda sepsis kaynaklı akut respiratuar distres sendromuna karşı koruyabildiğini de 

göstermişlerdir. Küçük bir HSP proteini olan HSP27’nin, IKK kompleksine 

bağlanabildiği ve NF-kB sinyalini aktive etme kapasitesini önleyebildiği de 

bilinmektedir (Park ve ark., 2003). 

2.4.2.3. Mikro RNA’lar 

İnsanlarda miRNA'lar, protein kodlayan genlerin %30’una kadarının 

transkripsiyon sonrası kontrolünde kilit bir role sahip olan ve gelişim ve yetişkin yaşamı 

sırasında birçok hücresel işlemi düzenleyen yaklaşık 22 nükleotit uzunluğunda tek 

iplikli RNA’lardır. MikroRNA’lar, meme kanseri hücrelerinde kendini yenileme ve 

tümör oluşumu (Yu ve ark., 2007) ve aynı zamanda invazyon ve metastaz dahil olmak 

üzere çeşitli hücre süreçlerini düzenlemektedirler (Ma ve ark., 2007; Tavazoie ve ark., 

2008). 

Kanonik miRNA biyogenez yolu nükleusta başlar (van Schooneveld ve ark., 

2015). MiRNA’lar ilk olarak primer RNA'lar oluşturmak üzere pri-miRNA'lar (uzun 

miRNA öncüleri) olarak adlandırılan yaklaşık 70 nükleotid uzunluğundaki transkriptler 
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olarak RNA polimeraz II tarafından kopyalanıp, DROSHA RNaz III enzimi tarafından 

işlenerek öncü primer miRNA haline getirilirler (Smith-Vikos ve Slack, 2012). Son 

olarak, dubleksin iki şeridi, Dicer-TRBP kompleksi ile birbirinden ayrılır. Daha sonra 

spesifik miRNA'lar, komplementer olarak Argonaute proteini ve hedef mRNA’dan 

oluşan RNA kaynaklı susturucu kompleksine (RISC) bağlanır. Sonuç olarak, hedef 

mRNA'ların translasyonu, translasyonal susturma ile bastırılır (Bullrich ve ark., 2001; 

Jung ve Suh, 2014; Smith-Vikos ve Slack, 2012). Son araştırmalar, miRNA’ların, 

spesifik hedef genleri ile çoklu ilişki içinde işlev gösterdiğini göstermiştir. Bu nedenle, 

belirli bir miRNA, bin mRNA’ya kadar olan ekspresyonu düzenleyebilir ve spesifik bir 

mRNA, çok sayıda miRNA’lar tarafından koordine edilebilir, bu da, miRNA’ların 

yaşlanma, inflamasyon ve kanser süreçlerindeki etkileşiminin karmaşık olduğunu 

göstermektedir (Huang ve ark., 2014). MikroRNA’lar, doğrudan ve dolaylı olarak insan 

uzun yaşam ağı (Human Longevity Network) üzerinden yaşlanma ve tümör oluşumunu 

birbirine bağlar (Huang ve ark., 2014; Lee ve Calin, 2011). Ayrıca, mayadan fareye, 

hücresel yaşlanma genlerinin evrimsel korunum paterni, kanserle ilişkili genlerinkiyle 

hemen hemen aynıdır, bu benzerlik, bu iki süreç arasındaki ortak hedefin bir sonucudur. 

Yine, hücresel yaşlanma, malign transformasyon için risk altında kalan hücrelerin 

tutulduğu bir moleküler programın tümör destekleyici mekanizması olarak 

düşünülebilir. Hücresel yaşlanma, uzun ömürlülük ve kanser genleri miRNA'lar 

aracılığıyla bağlanabilir. 39 miRNA’nın hedefi olan 40 hücresel yaşlanma geni 

saptanmıştır. Bu miRNA'lardan birçoğunun (miR-21, MiR-17, miR-29b dahil), diğer 

yaşla ilişkili hastalıklar ve uzun sağ kalım ile ilişkili olan kanserlerle ilgili hedefleri 

vardır (Bullrich ve ark., 2001; Huang ve ark., 2014; Piano ve Titorenko, 2015; Smith-

Vikos ve Slack, 2012; van Schooneveld ve ark., 2015). Araştırmacılar, kanser 

(oncomiRs), inflamasyon (inflamma-miR’ler) ve yaşlanma (SA-miR’ler) ile ilişkili 

olabilecek miRNA'ları rapor etmişlerdir. Bunlardan üçü, yani miR-21, miR-126 ve miR-

146a ve bunların hedef mRNA’ları, yaşa bağlı hastalıklarda pro-inflamatuar durumun 

ana modülatörü olan NF-kB yolağının bir parçasıdır (Bonafe ve Olivieri, 2015; Olivieri 

ve ark., 2013; Sikora ve ark., 2010; Sood ve ark., 2015). Örneğin, invaziv meme 

tümörlerinde yüksek seviyelerde miR-21 eksprese edilir. MiR-21 hedefleri arasında iki 

tümör baskılayıcı vardır: tropomiyosin I ve fosfataz ve tensin homoloğu (PTEN), ve 

bunlara ek olarak baskılama, invazyon ve metastaz yapan proteinler: programlanmış 

hücre ölüm 4 proteini (PDCD4) ve maspin (Chen ve ark., 2015; LeBlanc ve Morin, 
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2015; Qi ve ark., 2009). Kanser hücrelerinde, tüm bu proteinler yüksek düzeyde Mir-21 

tarafından inhibe edilirken, bu miRNA’nın inhibisyonu tümör hücrelerinin büyüme, göç 

ve invazyonunun azaltılmasında ters etkiye sahiptir (Fatima ve ark., 2015). Son 

zamanlarda miR-146a’nın doğal immün yanıtın modülasyonunda önemli bir rol 

oynadığı gösterilmiştir (Labbaye ve Testa, 2012). Çeşitli çalışmalar meme kanserinde 

NF-kB / miR-146a’nın artmış regülasyonunun hastalık patogeneziyle ilgisini 

göstermiştir. Ek olarak, hücresel yaşlanmanın pro-inflamatuar etkilerine karşı koymak 

suretiyle miR-146, anti-inflamatuar ve genel baskılayıcı etki sağlar (Olivieri ve ark., 

2013). 

2.4.3. Kalori kısıtlaması, uzun ömür faktörleri ve NF-kB Sinyalleşmesi 

Kalorik kısıtlama (KK), memelilerde, özellikle de kemirgenlerde yaşam süresini 

uzatmanın en etkili yoludur (Bishop ve Guarente, 2007; Weindruch, 1996). KK’nın 

ayrıca IKK / NF-kB sinyalizasyon yolunun aktivasyonunu da azaltabildiğini gösteren 

yeni kanıtlar vardır. Sonuç olarak KK’nın vücutta bir stres tepkisi oluşturduğu ve uzun 

ömürlü faktörlerin NF-kB sinyalleşmesinin inhibisyonu dahil olmak üzere stres 

direncini indükleyebileceği ve bu şekilde yaşa bağlı inflamatuar ve dejeneratif 

değişikliklerin önlenebileceği düşünülmektedir. 

2.4.4. Bir sağ kalım faktörü: NF-KB Sinyalleşmesi 

NF-kB sistemi, hem yararlı hem de zararlı geri dönüşleri olan, zıt etkiler 

gösteren bir pleiotropik regülatördür. Ana fonksiyonu, doğuştan gelen bağışıklık 

reaksiyonlarına ve apoptotik hücre ölümüne neden olabilecek doku hasarına karşı güçlü 

bir koruma sağlamaktır (Dutta ve ark., 2006; Karin ve Lin, 2002). NF-kB sistemi, 

IAP’lerin (apoptoz inhibitörü) ve JNK sinyalinin inhibitörü Gadd45b gibi çeşitli sağ 

kalım genlerinin ekspresyonunu aktive edebilir (van Uden ve ark., 2008). HIF-1, 

glikolitik enerji üretimini ve glikozitik enerji üretimini artıran ve bu şekilde farklı 

patolojik durumlarda dokuların hayatta kalmasını arttıran glikolitik enzimlerin ve glikoz 

taşıyıcıların ekspresyonunun güçlü bir indükleyicisidir (Marin-Hernandez ve ark., 

2009). Genel olarak, geçici NF-kB sinyalleşmesinin yararlı etkileri olduğu, ancak aşırı 

ve / veya uzun süreli aktivasyonun zararlı etkilere yol açtığı görülmektedir. IkB protein 

ekspresyonunun indüksiyonu iyi bilinen bir mekanizmadır, ancak NF-kB aktivasyonu 

aynı zamanda NF-kB komplekslerinin aktivasyonunu inhibe eden A20 ve Cezanne gibi 
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deubikutinleştirici enzimlerin transkripsiyonunu da indükleyebilir (Coornaert ve ark., 

2009; Enesa ve ark., 2008). 

2.5. Metformin ve Kanser 

2.5.1. Neden Metformin ve Kanser? 

Bir biguanid olan metformin, on yıllardır T2DM için ilk basamak tedavi olan ve 

en yaygın olarak reçete edilen bir anti-hiperglisemik ajandır. 40 yıl boyunca anti-

diyabetik olarak yaygın şekilde kullanılmasına rağmen, memelilerdeki antikanser 

etkisini ilk kez gösteren rapor 2001’de yayınlanmıştır (Schneider ve ark., 2001) ve yine 

metformin ile tedavi edilen T2DM hastalarında azalmış kanser riskinin gösterildiği ilk 

rapor sadece 13 yıl önce yayınlanmıştır (Evans ve ark., 2005). Amerikan Diyabet 

Derneği ve Amerikan Kanser Derneği konsensüs raporuna göre diyabet hastalarında 

diyabet olmayanlara karşın göreceli risk karaciğer, pankreas ve endometriyum 

kanserleri için yaklaşık iki kat veya daha yüksek iken; kolon, rektum, meme ve mesane 

kanserleri için yaklaşık 1.2-1.5 kat olarak bildirilmiştir (Giovannucci ve ark., 2010). 

Klinik gözlemler yeni tanı konmuş kanser hastalarında diyabet prevalansının % 8 ile % 

18 arasında değiştiğini ve bu iki hastalık arasında çift yönlü bir ilişki olduğunu 

göstermektedir (Barone ve ark., 2010; Richardson ve Pollack, 2005). Diyabet ve kanser 

ilişkisi ilk olarak 1932’de rastlantısal bir bulgu olarak bildirilmiştir (Smith ve Gale, 

2009). Günümüzde bu birliktelik iyi bilinmektedir, ancak yoğun çalışmalara rağmen 

mekanizmaları hala belirsizliğini korumaktadır. T2DM ve kanserin yaşlanma, cinsiyet, 

obezite, fiziksel hareketsizlik, diyet, alkol ve sigara içimi gibi bazı potansiyel risk 

faktörlerini paylaştığı konusunda genel bir kanı vardır. T2DM’de insülin direnci ve 

hiperinsülinemi, kanser gelişimi için bağımsız risk faktörleri olarak kabul edilir (Azar 

ve Lyons, 2010; Smith ve Gale, 2010). Ek olarak, hiperglisemi ile ilişkili oksidatif stres, 

ileri glikolizasyon son ürünlerinin birikimi ve düşük dereceli inflamasyon da malign 

transformasyon riskini artırabilir (Azar ve Lyons, 2010; Drzewoski ve ark., 2011) Çok 

sayıda preklinik, epidemiyolojik ve klinik çalışmanın sonuçları, metformin 

kullanımının, diğer hipoglisemik ilaçların kullanıcılarıyla karşılaştırıldığında kanser 

hücresi büyümesinin ve tüm kanser vakalarında proliferasyonun önlenmesi ile ilişkili 

olduğunu göstermiştir. 
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2.5.2. Metforminin Anti-diyabetik Ajan olarak Etki Mekanizması 

Metforminin bir antihiperglisemik ilaç olarak etki mekanizmasını açıklayan ilk 

hipotez, kas tarafından glikoz alımının uyarılması üzerine kurulmuştur (Klip ve Leiter, 

1990). Metforminin antidiyabetik ajan olarak birincil etkisinin, glukoneogenez 

inhibisyonunun bir sonucu olarak hepatik glukoz üretimini azaltmak olduğu yönündeki 

giderek artan kanıtlar mevcuttur (Song ve ark., 2001). Ayrıca, birkaç rapor metformin 

uygulamasının karaciğerdeki ATP ve ATP / ADP oranında bir azalmaya yol açtığını ve 

bunun da hücresel biyoenerjide bir azalmaya neden olduğunu göstermektedir (Argaud 

ve ark., 1993; Hawley ve ark., 2010). Moleküler düzeyde, metforminin en çok tarif 

edilen etkisi, elektron transport zincirinin ilk bileşeni olan mitokondriyal kompleks I 

(NADH ubiquinone oxidoreductase) inhibisyonudur (Drahota ve ark., 2014). Metformin 

ile kompleks I inhibisyonu, mitokondriyal solunumu kesintiye uğratır, protonla uyarılan 

ATP üretiminde bir azalmaya neden olur ve bu durum sonuç olarak AMP / ATP 

oranında bir enerji stresine ve azalmaya neden olabilmektedir. Son yıllarda, AMP / ATP 

oranının azalmasının AMP ile aktive olan protein kinazı (AMPK) uyardığı ve bu 

enzimin bu nedenle metforminin glikoz düşürücü etkisinin önemli bir sensörü ve aracı 

olduğu düşünülmüştür (Ouyang ve ark., 2011; G. Zhou ve ark., 2001). Kasta AMPK 

aktivasyonu da glikoz tüketimini artırabilir ve hepatik AMPK aktivasyonu 

glukoneogenezi inhibe ederken glikolizi aktive edebilir (Hardie ve Alessi, 2013). 

Metforminin bu etkilerinin her ikisi de kan şekerini düşürebilir ve tip II diyabette anti-

hiperglisemik etkiye katkıda bulunabilir. AMPK-dan bağımsız olan mekanizmaya göre 

ise metformin, glukagon-bağımlı siklik AMP (cAMP) sinyalleşmesi ile antagonize 

edilebilir (Miller ve ark., 2013). Bu şekilde, metformin adenilil siklazın glukagon 

aktivasyonunu ve sonuç olarak cAMP üretimini bozarak cAMP’ye bağlı protein kinazın 

(PKA) aktivasyonunu inhibe eder. PKA aktivasyonu, fruktoz-2,6, -bisfosfat seviyelerini 

düşürür, böylece karaciğerde glukoneogenezi ve kan glikoz seviyelerini arttırır (Cao ve 

ark., 2014) (Şekil 2-2). 
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Şekil 2-2: Metforminin taşınması ve AMPK-p53 ve NFKB ilişkisi 

 

2.5.3. Metforminin Kanser Hücresi Biyoenerjisindeki Etki Mekanizması 

Metforminin kanser hücrelerinde mitokondriyal kompleks I’i inhibe ettiği 

gösterilmiş olmasına rağmen, metformin ile NADPH redüktaz arasındaki etkileşimin 

bugüne kadar moleküler bir tarifi yoktur. Metformin, izole mitokondride oksijen 

tüketimini süksinat gibi kompleks II substratların varlığında değil yalnızca kompleks I 

substratların (malat ve piruvat) varlığında inhibe eder (Andrzejewski ve ark., 2014). 

Metforminin etkilerinde kompleks I’in rolüyle ilgili Wheaton ve ark. metforminin kolon 

kanseri hücrelerinde antiproliferatif bir etki yaptığını, ancak Saccharomyces 

cerevisiae’den metformine dirençli bir NADH redüktazın (NDI1) aşırı eksprese 

edildiğinde bu etkinin ortadan kalktığını göstermişlerdir. Bu sonuçlar, NDI1 proteinini 

aşırı ifade eden farelerde de doğrulanmıştır (Wheaton ve ark., 2014). Enerjik bir 

dengesizliğe katkıda bulunmanın yanı sıra, mitokondriyal kompleks I'in inhibisyonu, 

insülin / insülin benzeri büyüme faktörü-1 (IGF-1) sinyalleşmesinde bir azalmayla ve 

rapamisinin memeli hedefinin (mTOR) inhibisyonuyla, AMPK aktivasyonu ve reaktif 

oksijen türleri (ROS) üretimindeki azalma ve ilişkili DNA hasarı ile ilişkilendirilmiştir 

(Algire ve ark., 2012; Gandini ve ark., 2014; Gwinn ve ark., 2008; Memmott ve ark., 

2010). AMPK ve mTOR sinyalleşmesi, tümör proliferasyonunda merkezi bir rol 

üstlenir (Faubert ve ark., 2015) ve meme kanseri (Dowling ve ark., 2007; Guo ve ark., 
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2015), özofagus kanseri (Honjo ve ark., 2014), pankreatik kanser (Nair ve ark., 2014) ve 

mide kanseri (Han ve ark., 2015) gibi kanserlerdeki metformin aktivitesi ile 

ilişkilendirilmişlerdir. Katı tümörlerin ana ve iyi bilinen özelliklerinin, hem glukoz hem 

de oksijenin varlığını etkileyen ve tümör hücrelerinin habis fenotipini arttıran 

vaskülarizasyonda bir azalma olduğu unutulmamalıdır. Moleküler olarak, hipoksi ile 

indüklenebilir faktörlerin (HIF’ler) stabilizasyonu, düşük oksijen ortamına adaptasyona 

izin veren metabolik değişikliklerin kabul görmesi önemli bir adımdır. Sonuç olarak, 

HIF’lerin aktivasyonu (HIF-1a gibi) birkaç kanser türünde bildirilmiştir (Maftouh ve 

ark., 2014; Xiong ve ark., 2015; Yoshiba ve ark., 2009). Bu ortamda metforminin kısa 

süre önce hipoksi ile indüklenen HIF-1a stabilizasyonunu ve tümör hücrelerinde HIF 

hedef genlerinin ekspresyonunu azalttığı gösterilmiştir (Wheaton ve ark., 2014). Bu 

etkiler, metforminin, hipoksik koşullar altında hayatta kalmak için HIF sinyaline 

bağımlı olan kanserlerde de terapötik bir role sahip olabileceğini düşündürmektedir. 

2.5.4. Metformin: Bir anti-metabolit ilaç  

Folat metabolizması kemoterapötik ilaçlar için önemli bir hedef olarak 

vurgulanmıştır. Kanser hücrelerinde folat metabolizması, nükleotid sentezi, metionin 

döngüsü, glutatyon sentezi, poliamin metabolizması ve diğer metabolik yolları 

bütünleştiren “tek karbonlu” metabolizmayla tümör hücresi sağkalımı ve / veya 

kemoterapide direnç için önemli süreçleri içerir (Locasale, 2013). Metformin ve folat 

metabolizması değişiklikleri arasındaki ilişki, metformin ile uzun dönem tedavi edilen 

T2DM olan hastalarda homosistein artışını ve folat ve B12 vitamini düşüşünü bildiren 

çeşitli çalışmalara üzerine kurulmuştur (Aarsand ve Carlsen, 1998; de Jager ve ark., 

2010; Ham ve ark., 2014; Ko ve ark., 2014; Sahin ve ark., 2007). Homosistein, folat 

metabolizmasına, bir metil grubu donörü olan 5-metil-tetrahidrofolat ve ana kofaktör 

olarak B12 vitaminini kullanarak, homosisteini metile eden bir enzim olan metionin 

sentazın etkisi ile bağlıdır (Locasale, 2013). Ancak, folat metabolizması ile metforminin 

antitümör etkisi arasındaki ilişki henüz açıklığa kavuşturulamamıştır. 2012 yılında 

Corominas-Faja ve ark. metformin, meme kanseri hücrelerinde (MCF-7, BT-474 ve 

MDA-MB-231 hücre dizileri) folat metabolizmasını değiştirdiğini, son sitotoksik etki 

olarak da timidin ve purin nükleotidlerinin de novo sentezinin inhibisyonunu 

indüklediğini bildirmiştir (Corominas-Faja ve ark., 2012). Bu folat metabolizması 

değişikliği de glutatyon sentezinde azalma ile bağlantılıdır. Kanser hücrelerindeki 
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metformin, aynı zamanda, homosistein birikimini de arttırmakta, ancak indirgenmiş 

glutatyon düzeylerini ve bu tiyolün disülfid formunu azaltmaktadır (Corominas-Faja ve 

ark., 2012). Bu sonuçlardan sonra Janzer ve ark. metformin ile tedavi edilen meme 

kanseri kök hücreleri (KKH’ler), homosistein seviyelerinde bir artış ve trifosfat 

nükleotidlerinde HPLC / MS ile ölçüldüğü üzere önemli bir düşüş göstermişlerdir. 

İlginç bir şekilde, KKH’lerde metformin glikolitik ara ürünleri veya trikarboksilik asit 

döngü ürünlerini değiştirmez, bu durum da hücrelerde mitokondri homeostazında bir 

değişiklik olmadığını göstermektedir (Janzer ve ark., 2014). Ek olarak Cioce ve ark. 

kemoterapiye dirençli meme kanseri hücrelerinin (MCF-7, BT-474 ve SUM 159 hücre 

çizgilerinden türetilen) kültür ortamının metabolit profilini değerlendirmiş ve metformin 

ile tedavi edilen hücrelerden alınan kültür ortamının azalmış hücre içi glutatyon 

seviyelerine paralel olarak daha yüksek seviyelerde piroglutamat içerdiği gösterilmiştir 

(Cioce ve ark., 2014). 

2.5.5. Metforminin Taşınması 

SLC22 ailesindeki birçok taşıyıcı gibi organik katyon taşıyıcıları (OCT), 12 alfa-

heliks transmembran domaini (TMD’ler), bir hücre içi N terminali, bir hücre içi C 

terminali, TMD 1 ve 2 arasında bulunan geniş glikozile olmuş hücre dışı bir ilmek ve 

TMD 6 ve 7 arasında fosforilasyon bölgeleri olan hücre içi büyük bir ilmek bulunan 

tahmini bir membran topolojisine sahiptir. OCT’ler dengeleyici taşıyıcılardır. 

Katyonların bu taşıyıcılar tarafından translokasyonu da elektrojeniktir. Böylece, 

membran potansiyeli konsantrasyon gradyanına ek olarak bir itici güç olarak etki 

edebilmektedir. Çok çeşitli moleküler yapılarla çok çeşitli substratları translokasyona 

uğratırlar ve benzer şekilde, translokasyon yapılmadan taşıyıcılar ile etkileşime 

girebilen çok sayıda bileşik tarafından da inhibe edilebilirler (Volk ve ark., 2009). 

OCT1, kromozom 6.q26-7 bölgesinde bulunan, 11 ekson ve 10 intron içeren SLC22A1 

geni tarafından kodlanır (Koepsell ve ark., 2007). OCT1 proteini çoğunlukla epitel 

hücrelerinde eksprese edilir. Doku dağılımı ile ilgili olarak, OCT1 esas olarak 

hepatositlerin sinüzoidal membranında yer aldığı karaciğerde eksprese edilir (Nies ve 

ark., 2009). OCT1 ayrıca, akciğer, bronş epitel hücrelerinin lümen membranında; kalp; 

iskelet kası; mikrodamarların endotel hücrelerinde beyin; plasenta; meme bezi; 

böbreküstü bezi; göz, korneada ve kan retina bariyerinde; yağ dokusu,bağışıklık 

hücreleri ve ince bağırsak dahil çok çeşitli doku ve organlarda da ifade edilir (Gilchrist 
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ve Alcorn, 2010; Han ve ark., 2013; Jonker ve Schinkel, 2004; Koepsell ve ark., 2007; 

Lin ve ark., 2010; Minuesa ve ark., 2008; Moreno-Navarrete ve ark., 2011; Nishimura 

ve Naito, 2005; Zhang ve ark., 2008). Tümörlerde de OCT1 ekspresyonunun etkisi 

geniş ölçüde bilinmektedir (Gupta ve ark., 2012; Koepsell ve ark., 2007; More ve ark., 

2010; Schaeffeler ve ark., 2011), ancak bazı vakalarda karaciğer kanseri için son 

zamanlarda gösterildiği gibi, ekspresyon seviyeleri çevredeki normal doku ile 

karşılaştırıldığında azalmış olarak rapor edilmiştir (Martinez-Becerra ve ark., 2012). 

Metformin hidrofilik yapıda (pH 6.0'da 26.13 logD) ve tüm fizyolojik pH değerlerinde 

elektriksel olarak yüklü (pKa 12.4) bir ajandır (Schaeffeler ve ark., 2011). Bu nedenle, 

hücre zarı boyunca pasif difüzyon yaparak hücreye giremez ve hücre içi hedef olan 

AMPK’yi harekete geçirebileceği hücreye girmek için katyon seçici taşıyıcılara ihtiyaç 

duymaktadır (Martinez-Becerra ve ark., 2012). Organik katyon taşıyıcılar (OCT) 

(SLC22A1-3), plazma monoamin taşıyıcı (PMAT) (SLC29A4) ve çoklu ilaç ve toksin 

ekstrüzyon proteinleri (MATE1 ve 2) (SLC47A1 ve SLC47A2) gibi taşıma proteinleri, 

bağırsak, karaciğer ve böbrek gibi farklı organlarda metformin trafiğini kolaylaştırır 

(Giacomini ve ark., 2010; Tachampa ve ark., 2008). Karaciğerde, metformin, ağırlıklı 

olarak OCT1 yoluyla hepatositlere alınır ve böylece bu taşıyıcı, metforminin 

antidiyabetik etkisinde kritik bir rol oynar. 

2.5.6. Metforminin diğer mekanizmaları 

Hepatoselüler karsinomda, metformin, siklin D1 ve siklin E (Miyoshi ve ark., 

2014; Qu ve ark., 2012) gibi hücre döngüsü düzenleyici proteinlerin modülasyonu 

yoluyla hem in vitro hem de in vivo bir inhibitör etki gösterir. Ek olarak, c-MYC 

geninin karsinojenezin bir pivotal aracı olduğu öne sürülen HCC’lerde (Blandino ve 

ark., 2012), metformin tedavisinin tümör süpresörü let-7 ailesi üyeleri mikroRNA’ları 

up-regüle ederek in vitro c-MYC ekspresyonunu inhibe ettiği gösterilmiştir (Miyoshi ve 

ark., 2014). 

2.5.7. Metforminin In vitro ve In vivo Etkisi: Konsantrasyon Problemi 

Metforminin etki tarzını açıklamayı amaçlayan in vitro deneylerle ilgili en 

yaygın eleştiri kullanılan konsantrasyondur. Metformin plazma konsantrasyonunun 

farmakokinetik analizleri, 3 gr / gün (terapötiklerde izin verilen maksimum doz) düzenli 

bir uygulamadan sonra ortalama konsantrasyonun yaklaşık 1.5 mg / L olduğunu ortaya 
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çıkarmıştır; metforminin molekül ağırlığı (129.2 g / mol) dikkate alındığında, 

plazmadaki ortalama molar konsantrasyon yaklaşık olarak 11 uM’dir (Duong ve ark., 

2013; Graham ve ark., 2011). Bununla birlikte, metforminin mitokondriyal aktivitesini 

araştıran deneyler, insanlarda plazma konsantrasyonlarından en az 50 kat daha fazla 

olan, 0.5 ila 10 mM’lik konsantrasyonları kullanmıştır (Algire ve ark., 2012; 

Andrzejewski ve ark., 2014; Menendez ve ark., 2012; Wheaton ve ark., 2014; Zakikhani 

ve ark., 2006; Zhuang ve ark., 2014). Ek olarak, bazı raporlar ilacın antifolat 

aktivitesinin de plazma konsantrasyonundan daha büyük olan 0.3 ve 1 mM 

konsantrasyonlarda gözlemlendiğine dair kanıtlar sağlamaktadır (Cioce ve ark., 2014; 

Corominas-Faja ve ark., 2012; Janzer ve ark., 2014). In vitro ve in vivo verilerden 

kaynaklanan bir başka endişe, kültür ortamındaki glikozun metformin metabolizmasına 

müdahale edebileceğidir. Gözden geçirilen çalışmaların çoğunda, sırasıyla 24 ve 17.5 

mM glukoz içeren kültür ortamı olarak DMEM veya DMEM / F12 kullanılmıştır; 

bununla birlikte, plazmadaki normal glukoz konsantrasyonu aralığı 7 mM’nin 

altındadır. Bu bağlamda, Zhuang ve ark. metforminin sitotoksik etkisinin düşük glikoz 

ortamında güçlü olduğunu kanıtlamıştır, bu da in vitro deneylerde yüksek bir metformin 

konsantrasyonunun gerekliliğinin, glikozun uyguladığı maskeleme etkisine bağlı 

olduğunu göstermekte böylece bu deneylerde elde edilen verilerin geçersiz olmadığını 

göstermektedir (Zhuang ve ark., 2014). 

Bir çalışmada kullanılan metformin konsantrasyonları, metformin tedavisi 

altındaki diyabetiklerde metformin serum düzeylerine göre 1000 kat daha yüksek olarak 

rapor edilmiştir (Frid ve ark., 2010). Başka bir çalışmada ise prostat kanseri hücrelerini 

inhibe etmek için de yine benzer metformin dozları (5 mM) uygulanmıştır (Ben Sahra 

ve ark., 2008). Bununla birlikte, bir in vivo xenograft modelinde, aynı yazarlar, hastalar 

için kullanılan aynı metformin dozu ile prostat kanseri hücre büyümesinin güçlü bir 

şekilde durdurulduğunu rapor etmişlerdir. Yine başka bir klinik çalışmada, kolorektal 

epitelyal proliferasyonu baskılamak için daha düşük bir metformin dozunun (250 mg / 

d) yeterli olduğu bildirilmiştir (Hosono ve ark., 2010). Bu veriler, in vitro olarak 

kullanılan metforminin supratherapötik dozlarının, in vivo olarak metforminin 

proliferasyonu durdurma etkisini elde etmek için zorunlu olmadığını düşündürmektedir. 

Aslında, anti-diyabetik biguanid metforminin in vitro kültüre edilmiş kanser 

hücrelerinde hücre büyümesini önemli ölçüde inhibe etme kabiliyeti, çoğunlukla 
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milimolar aralıkta yeterli olmaktadır (Martin-Castillo ve ark., 2010; Vazquez-Martin ve 

ark., 2010). Yine, son derece yüksek miktarda büyüme faktörü ve glukoz içeren kültür 

ortamlarında rutin olarak çoğaltılan tümör hücrelerinde hücre proliferasyonunu inhibe 

etmek için metforminin millimolar konsantrasyonları kullanılmaktadır. Çoğu sağlıklı, 

diyabetik olmayan yetişkinler 5 mmol / L civarında açlık glukoz seviyelerini korurken, 

ortalama doku kültür ortamı 10 ila 25 mmol / L arasında ve ayrıca insülin açısından 

zengin fetal sığır serumu (% 5-10 v / v) arasında glukoz konsantrasyonlarına sahiptir. 

Glikoz seviyeleri sırasıyla metabolik sendrom ve diyabetik hastalarda 7 mmol / L ile 10 

mmol / L arasında değiştiğinden ve bir konak yanıtı in vitro olarak kabul 

edilemediğinden, birçok bilim adamı çoğu durumda sezgisel dozda birleşmekte, 

doğrudan (insülinden bağımsız) metformin etkilerinin, kanser hastalarının klinik 

durumları ile ilişkili olmayacağını düşünmektedir (Bonanni ve ark., 2012; Dowling ve 

ark., 2012; Kourelis ve Siegel, 2012; Martin ve Marais, 2012). 

2.6. Proteomik Analizi 

30 yılı aşkın bir süredir, kütle spektrometresi (MS) ve moleküler tekniklerdeki 

ilerlemeler neticesinde protein çalışmaları gelişim göstermiştir ve proteomiks bilimsel 

araştırmalar için etkili bir araç olarak kabul edilmiştir (Mishra, 2011; SS, 2008). 

Proteomun incelenmesi, daha önce oluşturulmuş veri tabanlarındaki sonuçların 

karşılaştırılması yoluyla proteinlerin yapısını, işlevini ve birbirleriyle olan 

etkileşimlerini ortaya çıkarmakta ve yeni proteinlerin ve sinyal mekanizmalarının 

tanımlanmasına yardımcı olmaktadır (Mishra, 2011). Proteomik çalışmaları ile 

hücrelerdeki bütün proteinlerin tanımlanması, karşılıklı etkileşim ve yolak analizleriyle 

kanserlerin erken evrede yakalanabilmesi ve önleyici biyomarkerların saptanması 

mümkün olabilmektedir (Al-Zaidan ve ark., 2017). 

2.6.1. Meme Kanseri ve Proteomiks 

Birçok çalışmayla birlikte proteomiks tabanlı çalışmalar yardımıyla meme 

kanserinin moleküler biyolojisi de detaylandırılmaya çalışılmaktadır. 

Proteomiks ve meme kanseri ile ilgili, Al Zaidan ve ark.’nin yaptığı meme 

kanseri için güvenli ve alternatif tedavi seçenekleri keşfetmek olan proteomiks bazlı 

çalışmada meme kanserine özgü, biyobelirteç olarak da kullanılabilecek proteinler 

saptanmıştır (Sacco ve ark., 2016). Yine Sacco ve ark., metformin kullanımının hücre 
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proliferasyonu üzerinde etkisinin olduğunu derin proteomiks verilerini kullanarak 

göstermişlerdir (Mi ve ark., 2017). Hastalara ait örneklerden üretilen primer hücre 

kültürlerinde yapılan proteomiks çalışmasıyla ortaya konulacak hedef proteinler meme 

kanserine erken evrede tanı konulmasına, hastalığın ilerleyişini önlemeye, hastalık 

patofizyolojisinin daha iyi anlaşılmasına ve daha geniş bir tabirle tedavi alternatifleri 

adına yeni stratejilerin geliştirilmesine olanak tanıyacaktır. 

2.6.1.1. Çalışmada anlamlı olarak saptanan proteinler 

Hastalara ait tümör ve non-tümoral primer kültürleri arasında istatistiksel 

anlamlılık farklılık gösteren, MALDI TOF/TOF-MS (Matrix-Assisted Laser 

Desorption/Ionization time-of- flight, Mass Spectrometry) analizine tabi tutulan protein 

spotlarında tanımlanan proteinlerin aşağıda verilmiştir. 

A. GARS 

Glisil-tRNA sentetazı olup Glisinin tRNA’ya bağlanmasını katalize eder. Ayrıca 

hücre düzenleme yolları için gerekli olan evrensel bir pleiotropik sinyal molekülü olan 

diadenosin tetraposfat (Ap4A) üretebilir (UNIPROT ID: P41250). GARS ile etkileşen 

proteinlerden; 

EPRS-glutamil-prolil-tRNA sentetazı; iki aşamalı bir reaksiyonda kognat amino 

asitin karşılık gelen tRNA’ya bağlanmasını katalize eder. İnflamasyon işlemlerinde 

interferon-gama kaynaklı transkript-selektif translasyon inhibisyonuna aracılık eden 

GAIT (gama interferon-aktive edici inhibitör inhibitörü) kompleksinin bileşenidir. 1512 

amino asit uzunluğundadır. 

IARS-İzolusil-tRNA sentetaz 1262 amino asit uzunluğundadır.  

AARS-Alanil-tRNA sentetazı, iki aşamalı bir reaksiyon-alanin içindeki alaninin 

tRNA'ya bağlanmasından sorumludur. 968 amino asit uzunluğundadır.  

YARS-Tirosil-tRNA sentetaz, iki aşamalı bir reaksiyon-tirosin içinde tirozinin 

tRNA'ya bağlanmasından sorumludur. 528 amino asit uzunluğundadır. 

TARS-treonil-tRNA sentetaz 723 amino asit uzunluğundadır. 

 

B. NEFM 
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Nörofilament, medyum polipeptid adlı bu protein nörofilamentler genellikle üç 

ara filament proteini içerirler - L, M ve H, nöronal kalibrenin bakımında rol alırlar. 

NEFM 916 aminoasitlik peptid dizisine sahiptir (UNIPROT ID: P07197). NEFM ile 

etkileşen proteinlerden; 

MAPK11-Mitojenle uyarılan protein kinaz 11; MAP kinaz sinyal iletim yolunun 

temel bir bileşeni olarak işlev gören serin / treonin kinazdır. MAPK11, proinflamatuar 

sitokinler veya transkripsiyon faktörlerinin doğrudan aktivasyonuna yol açan fiziksel 

stres gibi hücre dışı uyarılar tarafından uyarılan hücresel tepkilerin kaskadlarında 

önemli bir rol oynayan dört p38 MAPK’lardan biridir. 364 amino asit uzunluğundadır. 

MAPK14-Mitojenle uyarılan protein kinaz 14, MAP kinaz sinyal iletim yolunun 

temel bir bileşeni olarak işlev gören serin / treonin kinazdır. 360 amino asit 

uzunluğundadır. 

PRPH-Periferin, Sınıf III nöronal ara filament proteinidir. 470 amino asit 

uzunluğundadır. 

MAPK12-Mitojenle uyarılan protein kinaz 12, MAP kinaz sinyal iletim yolunun 

temel bir bileşeni olarak işlev gören serin / treonin kinazdır. 367 amino asit 

uzunluğundadır. 

MAPK13-Mitojenle uyarılan protein kinaz 13, MAP kinaz sinyal iletim yolunun 

temel bir bileşeni olarak işlev gören serin / treonin kinazdır. 365 amino asit 

uzunluğundadır. 

C. THAP3 

THAP bölgesi içeren, apoptosis ile ilişkili protein 3 adlı bu protein RRM1 

transkripsiyon aktivitesinin düzenlenmesi için gerekli olan THAP1 / THAP3-HCFC1-

OGT kompleksinin bileşenidir. 239 amino asit uzunluğundadır (UNIPROT ID: 

Q8WTV1). THAP3 ile etkileşen proteinlerden; 

THAP11-THAP bölgesi içeren 11, embriyonik kök (ES) hücrelerinin 

embriyogenez ve pluripotensi için merkezi bir rol oynayan transkripsiyon 

baskılayıcısıdır. Anahtar genetik lokuslara doğrudan bağlanarak ve epigenetik modifiye 

edicilerle (benzerliğe göre) pluripotent ES hücrelerinde gen ekspresyonunu baskılayan 

sekansa spesifik DNA-bağlama faktörüdür. 314 amino asit uzunluğundadır.  



 59 

PRKRIR-Protein-kinaz, interferon ile indüklenebilir çift zincirli RNA'ya bağlı 

inhibitör adlı bu protein, interferon kaynaklı serin / treonin protein kinaz R yukarı akış 

regülatörünün baskılayıcısıdır. 761 amino asit uzunluğundadır. 

HCFC1-Konakçı hücre faktörü C1 (VP16-yardımcı protein), hücre döngüsünün 

kontrolünde yer alır. EGR2 ve GABP2 için koaktivatördür. Kromatin, Set1 / Ash2 

histon H3 "Lys-4" metiltransferaz ve Sin3 histon deasetilaz komplekslerini (sırasıyla, 

transkripsiyonun aktivasyonu ve baskılanması) modifiye eder. 2035 amino asit 

uzunluğundadır. 

BLZF1-Temel lösin fermuar nükleer faktör 1, normal golgi yapısı ve 

endoplazmik retikulumdan golgi aparatı aracılı hücre yüzeyine protein aktarımı için 

gereklidir. 400 amino asit uzunluğundadır. 

RFESD-Rieske (Fe-S) bölgesi içeren protein olup 210 amino asit 

uzunluğundadır. 

D. ANP32A 

Asidik (lösin bakımından zengin) nükleer fosfoprotein 32 ailesi, üye A adlı 

protein proliferasyon, farklılaşma, kaspaz bağımlı ve kaspazdan bağımsız apoptoz, 

transformasyonun baskılanması (tümör baskılayıcı), protein fosfataz 2A'nın 

inhibisyonu, mRNA trafiğinin düzenlenmesi ve ELAVL1 ile birlikte stabilite dahil 

olmak üzere bir dizi hücresel işlemde ve INHAT (histon asetiltransferazların inhibitörü) 

kompleksinin bir parçası olarak asetiltransferazların inhibisyonunda ve E4F1 aracılı 

transkripsiyonel baskıda rol oynar. 249 aminoasitlik peptid dizisine sahiptir (UNIPROT 

ID: P39687). ANP32A ile etkileşen proteinlerden; 

SET-SET Nükleer onkogen, Apoptoz, transkripsiyon, nükleozom kompleksi ve 

histon şaperonla ilgili çok görevli bir proteindir. 290 amino asit uzunluğundadır. 

APEX1-APEX nükleaz (çok fonksiyonlu DNA onarım enzimi) 1, oksidatif 

strese hücresel cevapta merkezi bir rol oynayan çok fonksiyonlu bir proteindir. 318 

amino asit uzunluğundadır. 

ELAVL1-ELAV (embriyonik ölümcül, anormal görüş, Drosophila) -benzeri 1 

(Hu antijeni R); MRNA'ların 3'-UTR bölgesine bağlanan ve stabilitelerini arttıran RNA 

bağlayıcı proteindir. 326 amino asit uzunluğundadır. 
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HMGB2-Yüksek hareketlilik grup kutusu 2, farklı hücresel bölmelerde çeşitli 

rollere sahip çok fonksiyonlu bir proteindir.Çekirdekte, transkripsiyon, kromatin 

yeniden biçimlenmesi ve V (D) J rekombinasyonu ve muhtemelen başka süreçlerde yer 

alan bol kromatin ilişkili histonik olmayan bir proteindir. 209 amino asit 

uzunluğundadır. 

NME1-NME / NM23 nükleosit difosfat kinaz 1, ATP dışındaki nükleosit 

trifosfatların sentezinde önemli rol oynar.Hücre proliferasyonu, farklılaşması ve 

gelişimi, sinyal transdüksiyonu, G proteinine bağlı reseptör endositozu ve gen 

ekspresyonunda etkindir. 177 amino asit uzunluğundadır. 

E. KRT 

Keratin 7 adı verilen KRT7, interferon bağımlı interfazı bloke eder ve 

hücrelerde DNA sentezini uyarır. İnsan papilloma virüsü tip 16 E7 mRNA'nın (HPV16 

E7) translasyonel düzenlemesinde yer almaktadır. 469 amino asit uzunluğundadır 

(UNIPROT ID: P08729). KRT7 ile etkileşen proteinlerden; 

SLC4A3-Çözücü taşıyıcı ailesi 4, anyon değiştirici, üye 3 adlı bu protein geniş 

dağılımlı plazma membran anyon değişim proteinidir. Kardiyak miyositlerde Cl (-) / 

HCO3 (-) değişiminin en azından bir kısmına aracılık eder. Hem BAE3 hem de CAE3, 

Cl (-)taşıma yapar. 1259 amino asit uzunluğundadır. 

CDX2-Kaudal tipi homeobox 2; Bağırsak epitelyumunda eksprese edilen çoklu 

genlerin transkripsiyonal regülasyonunda etkindir. 

CEACAM5-Karsinoembriyonik antijen ile ilişkili hücre adezyon molekülü 5; 

Hücre yapışmasında ve hücre içi sinyalleşmede rol oynayan hücre yüzeyi 

glikoproteinidir. 702 amino asit uzunluğundadır. 

NKX2-1-Tiroglobulin, tiroperoksidaz ve tirotropin reseptörü gibi tiroid spesifik 

genlerin promotörünü bağlayan ve aktive eden transkripsiyon faktörüdür. Tiroid 

farklılaşma fenotipinin bakımında çok önemlidir. Akciğer gelişimi ve sürfaktan 

homeostazında rol oynayabilir. Akciğer epitel hücre morfojenezi ve farklılaşmasını 

koordine eden GRHL2 ile düzenleyici bir döngü oluşturur. 401 amino asit 

uzunluğundadır. 

PIP-Prolaktinle uyarılmış protein adındaki bu protein 146 amino asit 

uzunluğundadır. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Çalışmada Kullanılan Kimyasal ve Kitler 

❖ AEC staining kit (Invitrogen) 

❖ Annexin V-FITC Apoptosis Detection KIT(eBioscience) 

❖ Antikor sulandırıcı (Zymed)  

❖ Anti Br-dU antikoru (Santa Cruz)  

❖ Betamercaptoetanol (Applichem) 

❖ Borik asit (Sigma) 

❖ DMEM/F12 (HAM) 1:1 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) (Biological 

Industries) 

❖ Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline(PBS) (Biological Industries) 

❖ Etanol (Millipore) 

❖ FBS (Fetal Bovine Serum) (gibco)  

❖ FxCycle PI/RNase Staining Solution (Thermofisher) 

❖ Gentamisin (Wisent) 

❖ Gliserol (Sigma) 

❖ Halt Protease Inhibitor Cocktail(Thermoscientific) 

❖ HRP Large Volume AEC Substrate System(Thermofisher) 

❖ H2O2 (Hidrojen peroksit) (Merck) 

❖ Metformin 

❖ NF-KB aktivasyon elisa kiti (Cayman) 

❖ NF-KB Primer antikoru ( NFKB p65 Polyclonal Antibody) (Thermofisher) 

❖ MMP-2 Primer antikoru( MMP-2 Monoclonal Antibody (MMP2/2C1) 

(Thermofisher) 

❖ MMP-9 Primer antikoru (MMP-9 Monoclonal Antibody; 5G3) (Thermofisher) 
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❖ Mouse and Rabbit Specific HRP / AEC (ABC) detection IHC Kit (ab93705) 

❖ Penisilin (Wisent)  

❖ Quantitech Reverse Transcription Kit (Qiagen) 

❖ QIAamp® RNA Blood Kit (Qiagen) 

❖ Quantitect SYBR Green PCR Kit (Qiagen) 

❖ Ringer Solüsyonu (Baxter) 

❖ Sentetik Primerler 

❖ Streptomisin (Wisent)  

❖ Trypan Blue Solution (Sigma) 

❖ Tripsin Edta Solution C (Biological Industries) 

❖ UPX™Universal Protein Extraction Kit (Expedeon) 

3.2. Çalışmada Kullanılan Araç ve Gereçler 

❖ Akım Sitometri Cihazı (MacsQuant Analyzer 10) 

❖ Akım Sitometri Programı (MacsQuantify Version 2.8 Flow Cytometry Screening 

System) 

❖ Buzdolabı ve Derin Dondurucu (Beko, Arçelik) 

❖ Derin Dondurucu (-80ºC) (Sanyo) 

❖ Elisa okuyucu (Synergy ht-BIOTEK) 

❖ Enjektör  

❖ Etüv (Heraeus) 

❖ Gerçek Zamanlı PCR cihazı (Rotorgene Q-Qiagen) 

❖ Güç Kaynağı (Olympus Europe) 

❖ Hassas Terazi (Ohaus) 

❖ Hücre Sayım Cihazı (TC 20 Automated Cell Counter)(Biorad) 

❖ Isı Döngü Cihazları-Thermal Cycler (Veriti-AppliedBiosystems) 

❖ Işık Mikroskobu (Olympus) 
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❖ İmaj Görüntüleme (MD80-Mshot Digital Imaging System) 

❖ İnkübatör (Hera Cell ) 

❖ İnvert Mikroskop (Olympus)  

❖ Karıştırıcılı Isıtıcı (Biosan) 

❖ Kriyojenik tüpler (Santa Cruz) 

❖ Kütle Spekrometresi (Xevo G2-XS QTof Quadrupole Time-of-Flight Mass 

Spectrometer-Waters) 

❖ Laminar Akım Kabini (Hera Safe)                                                     

❖ Manyetik Karıştırıcı (VELP Scientifica) 

❖ Membran filtre (0.22 µm) (Millipore) 

❖ Mikropipetler (Gilson) 

❖ Otoklav (Harvey) 

❖ pH Metre (inolab)  

❖ Progenesis QI Software (Waters) 

❖ Saf Su Cihazı (Millipore Elix 3) 

❖ Santrifüj (Heraeus) 

❖ Santrifüj tüpü (15, 50 ml) (Corning) 

❖ Serolojik Pipetler (Hirschmann) 

❖ Soğutmalı mikrosantrifüj(VWR) 

❖ Steril pipet uçları (10,100, 1000 µl) (Axygen) 

❖ Su Banyosu (Boekel Scientific) 

❖ Thoma Lamı 

❖ Vorteks (Biosan)  

❖ Yuvarlak Lamel (15 mm) 

❖ 6, 12 ve 24 kuyucuklu plakalar (SPL Life Sciences) 

❖ 25 cm2 ,75 cm2 ve 175 cm2 kültür kapları (Falcon) 
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3.3. Primer Hücre Kültürü 

3.3.1. Taşıma solüsyonunun hazırlanması 

Taşıma solüsyonu, içerisinde % 1 penisilin+streptavidin olan ringer solüsyonu 

olarak hazırlandı. Daha sonra bu solüsyonlar 5 ml’lik miktarlarda falkon tüpleriyle 

örneklerin alınacağı merkezlere gönderildi. 

3.3.2. Dokunun işlenmesi 

Bursa Eğitim Araştırma Hastanesi’nden temin edilen dokular, Acıbadem 

LABCELL Kök Hücre Laboratuvarı’nın imkanları kullanılarak kültüre edilmiş, 

çalışmanın moleküler genetik kısmı Acıbadem LABGEN Genetik Hastalıklar Tanı 

Merkezi’nde tamamlanmıştır. Hastalar 50-65 yaş arası, post-menaposal dönemde olan, 

mastektomi yapılmış, ÖR+, PR+ ve HER2- kadın hastalardan seçilmiştir. Hastanede 

patolog tarafından ayrılarak laboratuvarımıza ringer solüsyonu içerisinde gönderilen 

dokular, laminar flow kabini içerisinde steril bir petri kabına aktarıldı. Ringer solüsyonu 

aspire edildi. Dokunun üzerine yeteri miktarda PBS eklendi ve doku steril bir cımbız 

yardımıyla ters-düz edilerek yıkandı, petri kabındaki bu kirli PBS aspire edildi. Bu 

işlem 3 kez tekrarlandı. 

Bir bistüri yardımıyla doku, pirinç tanesi boyutlarında parçalara ayrıldı. Bu 

parçalar 4-5 adet şeklinde daha sonra hücre kültürünün gerçekleştirileceği 25 cm2 alana 

sahip flaskların içerisine cımbızla üzerlerine basınç uygulayarak yapıştırıldı. Şişeler 

yapıştırılan doku parçaları ters duracak şekilde 37⁰C %5 CO2 ayarındaki etüvde 

yaklaşık 5 dakika bekletilerek daha sıkı yapışmalarına olanak sağlandı. Süre sonunda 

içerisine dokulara herhangi bir temas olmadan 2 ml içerisinde %5 FBS bulunan 

DMEM/F12 solüsyonu eklendi ve bu besiyerin dokulara temasına olanak verildikten 

sonra şişeler yapıştırılan doku parçaları ters duracak şekilde 37⁰C %5 CO2 ayarındaki 

etüvde yaklaşık 2 saat daha bekletildi. Süre sonunda 2 ml lik hacim üzerine 3 ml daha 

besiyer eklenerek 5 ml ye tamamlandı ve ters duran besiyer şişeleri yeniden düz hale 

getirilerek dokuların besiyer içerisine gömülmesi sağlandı ve etüvde inkübasyona 

bırakıldı. 3 günlük periyotlarla bu şişeler içerisindeki besiyerin yarısı dokulara zarar 

vermeden boşaltıldı ve yerine taze besiyer eklendi. 



 65 

3.3.3. Pasajlama 

Dokunun durumu her gün ışık mikroskobu altında kontrol edildi. Dokunun 

besiyer şişesi yüzeyine doğru proliferasyon yapması beklendi. Yaklaşık 2 hafta sonra 

doku şişe yüzeylerinde yeterince proliferasyon gerçekleştirdiğinden bu proliferasyon 

gözlenen hücre kümelerinin merkezinde duran ata doku steril cımbız kullanılarak 

şişelerden ayrıldı ve proliferasyonun şişe içerisinde yaklaşık %70’lik alanı kaplamasına 

kadar düzenli aralıklarla besiyer tazeleme işlemi gerçekleştirildi. Uygun yoğunluğa 

gelen hücrelerin bulunduğu 25cm2 lik besiyer şişelerinden besiyerler aspire 

edildi.Hücrelerin proliferasyon gösterdiği tarafa temas etmeden şişe içerisine 2 ml PBS 

eklendi ve hücreler yavaşca bu PBS’le temas ettirilerek yıkandı.Kirli PBS aspire edildi. 

Bu işlem 2 kez tekrarlandı. Yıkama işleminden hemen sonra şişelere yüzeyi kaplayacak 

kadar (yaklaşık 2 ml) tripsin edta eklendi ve etüvde 10 dakika inkübe edilerek 

hücrelerin tutundukları yüzeyden koparılması sağlandı. İnkübasyonu takiben her şişeye 

uygulanan tripsinin 1/10’u kadar (2ml tripsin için yaklaşık 200 µl) FBS eklenerek 

enzimin nötralizasyonu sağlandı. Bu şekilde kaldırılan hücreler daha sonra 15 ml’lik 

falkon tüplerine alınarak 400 g’de 10 dakika santrifüj edildi. Süpernatant atılarak pellet 

halindeki hücreler yeniden 2 ml PBS ile çözülerek yıkandı ve hücreler yeniden 400 g’de 

10 dakika santrifüj edildi. Bu işlem 2 kez tekrar edildi. Son santrifüj sonrası süpernatant 

atıldıktan sonra hücreler daha önce ışık mikroskobunda gözlemlenen yoğunluklarına 

uygun şekilde yaklaşık 4-5 ml besiyer içerisinde çözülerek çalışmaya hazır hücre 

süspansiyonu haline getirildi. 

3.4. Hücre Canlılığı 

Süspansiyon içerisindeki hücreler pipetaj yapılarak besiyer içerisinde tamamen 

çözündükten sonra bu süspansiyondan 100 µl, sayım için kullanılan cam tüplere 

aktarıldı. Üzerine aynı miktarda Trypan Blue (Tripan mavisi) eklenerek karıştırıldı. 

Hemasitometre lamının (Bürker Türrk Lamı-Millipore) üzerine lamel kapatıldı ve tripan 

mavisiyle hazırlanan karışımdan 10µl alınarak 45⁰lik açıyla lamelle lamın arasından 

bırakıldı.Lamelin altına, lam üzerine yayılan karışım çerisindeki hücreler inverted 

mikroskop yardımıyla sayıldı. Tripan mavisiyle boyanan hücreler “ölü” diye 

nitelendirilirken, boyanmayan hücreler “canlı” olarak değerlendirildi. Toplam hücre 

sayısının da belirlenmesini takiben [(Toplam Hücre Sayısı-Ölü Hücre Sayısı) / Toplam 

Hücre Sayısı] x 100 algoritması kullanılarak Canlı Hücre yüzdesi hesaplandı. 
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3.4.1. Deneyin kurulması 

Deney içerisinde etkisine bakılacak olan metformin Stok (100 mM) olarak 

hazırlandı. Bunun için 0.828 gr. toz metformin (MA=165.625 gr/mol) üzerine % 10 

FBS içeren DMEM/F12 medyumundan toplam hacim 50 ml olacak şekilde eklenerek 

100mM stok metformin solüsyonu elde edildi. Daha sonra bu solüsyon filtreden 

geçirilerek kullanıma hazır hale getirildi. 

Deneyde kullanılacak farklı dozlarda metformin hazırlanan 100mM stok 

metforminin seyreltilmesi ile hazırlandı.25 mM metformin solüsyonu için 100 mM stok 

solüsyonundan 12.5 ml alınarak bir falkon tüpüne aktarıldı. Daha sonra üzerine % 10 

FBS içeren DMEM/F12 medyumundan toplam hacim 50 ml olacak şekilde eklenerek 

25mM konsantrasyonunda metformin solüsyonu elde edildi. 

10mM metformin solüsyonu için 100 mM stok solüsyonundan 5 ml alınarak bir 

falkon tüpüne aktarıldı. Daha sonra üzerine % 10 FBS içeren DMEM/F12 

medyumundan toplam hacim 50 ml olacak şekilde eklenerek 5 mM konsantrasyonunda 

metformin solüsyonu elde edildi. 

5 mM metformin solüsyonu için 100 mM stok solüsyonundan 2.5 ml alınarak bir 

falkon tüpüne aktarıldı. Daha sonra üzerine %10 FBS içeren DMEM/F12 

medyumundan toplam hacim 50 ml olacak şekilde eklenerek 2.5 mM 

konsantrasyonunda metformin solüsyonu elde edildi. 

Çalışmamız, aynı bireye ait non-tumoral ve Tümör Dokuların ayrı ayrı ilac 

(metformin) uygulamasına verdiği cevabı sorgulamak olduğu için tripsinle kaldırılan 

farklı flasklardaki tümör ve non-tumoral doku primer hücreleri canlılık ölçümünden 

sonra 6 kuyulu tabaklara yaklaşık 300.000 hücre gelecek şekilde dağıtılması planlandı. 

Öncesinde geniş bir petri kabına lameller konularak üzerlerine %70’lik alkol solüsyonu 

eklendi. Steril bir cımbız kullanılarak bu petri kabındaki lameller ters-düz edilerek 

yıkandı ve kurutma kağıdı üzerine alınarak kurumaya bırakıldı. Kuruyan lameller daha 

sonra 6 kuyulu tabakların kuyularına yerleştirildi. Üzerlerine içerisindeki hücre sayısı 

300.000/ml ve son hacim 3 ml olacak şekilde hücre ve besiyer eklendi ve etüvde 

inkübasyona bırakıldı. 

24 saatin sonunda kuyuların içerisindeki medyumlar bir steril plasik pastör pipet 

kullanılarak aspire edildi. Kuyulara başka bir pastör pipetle kuyu yüzeyini kaplayacak 
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kadar PBS eklendi ve tabak hafifçe sallanarak hücrelerin yıkanması sağlandı. Kirli PBS, 

ölü hücre kalıntılarıyla birlikte aspire edildi. Bu yıkama işlemi 2 kez tekrarlandı. Hemen 

sonrasında 0 mM, 5 mM, 10 mM ve 25mM metformin normal ve tümör primer 

hücrelerine her bir hücre tipinden her doz için 3 tekrar olacak şekilde (triplicate) 

uygulandı ve yine etüvde 24 saat inkübasyona bırakılarak metforminin farklı dozlardaki 

olası etkisinin saptanması amaçlandı. Geçen 24 saatin sonunda aynı şekilde steril bir 

pastör pipet kullanılarak besiyer ve besiyer içerisine karışan artıklar aspire edildi ve 

daha önce de yapıldığı gibi hücreler PBS kullanılarak 2 kez yıkandı. Her kuyuya kuyu 

dip yüzeyini örtecek kadar (yaklaşık 1 ml) tripsin eklendi ve 10 dakika etüvde 

inkübasyona bırakıldı.İnkübasyon sonrası yüzeyden kaldırılan hücre-tripsin 

süspansiyonuna nötralizasyonu sağlamak amacıyla 100 µl FBS eklendi ve art arda PBS 

ile yıkamayla geçen 2 santrifüj sonrasında pellet haline getirilen hücreler 4-5ml besiyer 

içerisinde çözülerek değerlendirme yapmaya hazır hale getirildi. 

Hücre süspansiyonlarından alınan 100 µl örnekler aynı miktardaki tripan mavisi 

ile karıştırılarak canlılık kontrol edildi. 

3.5. Proliferasyon Miktarının Hesaplanması (BrdU) 

Stok 20 mM BrdU (5-Bromo-2-deoksiüridin-MA= 307.098 gr/mol) hazırlamak 

için 0.03 gr BrdU, 5 ml disitile su içerisinde çözüldü. Yine %70 Etil alkol elde etmek 

için hacmen % 96’lık Etil alkolden 35 ml alınarak bir falkon tüpüne aktarıldı. Daha 

sonra üzerine disitile sudan toplam hacim 50 ml olacak şekilde eklenerek %70 oranında 

Etil Alkol elde edildi. 

Borat Tampon Çözeltisi ise 2 stok çözelti (Stok A ve Stok B) şeklinde 

hazırlandı. Stok A çözeltisi 0.62 gr Borik Asitin 50 ml disitile su içerisinde 

çözülmesiyle hazırlandı. Stok B çözeltisi 0.95 gr Sodyumtetraboratın 50 ml disitile su 

içerisinde çözülmesiyle hazırlandı. Daha sonra ihtiyaca göre 4.5x Stok A ve 5.5x Stok B 

çözeltileri karıştırılarak Borat tampon çözeltisi elde edildi. 

BRDU çalışması için ayrı ayrı dozlar için her hasta için farklı tabaklarda olmak 

üzere, üzerine lameller yerleştirilen 6 kuyulu tabaklar hazırlandı ve etüvde inkübasyona 

bırakıldı. 24 saat inkübe edilen Kontrol (0 mM), 2 mM, 10 mM, 50 mM 

konsantrasyonlardaki her bir kuyucuğa 50 µl Brdu eklenerek 60dk etüvde inkübe edildi. 

60 dakikanın sonunda kuyucuklardan besiyer aspire edildi ve 3 kez lamelin üzerini 

kaplayacak kadar (4-5 damla) PBS kullanılarak yıkandı. Yıkama sonrasında aspire 
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edilen PBS’in yerine kuyulara aynı miktarda % 70 etil alkol 10 dakika süreyle 

uygulandı, böylelikle fiksasyon tamamlandı. Kuyulardaki alkol aspire edildikten sonra 

ise PBS ile yıkama işlemi tekrarlandı. Kuyulara 2 M HCI uygulandı ve 30 dakika 

süreyle etüvde inkübe edildi. Herhangi bir yıkama işlemine gerek duyulmadan, sadece 

nötralizasyon için hemen süre bitiminde aynı miktarda Borat Buffer eklenerek etüvde 

10 dakika inkübe edildi. PBS’le yıkama işlemi tekrarlandı. 1:200 oranında seyreltilen 

BrdU antikor ((Bu20A): sc-20045 SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY, INC.) yine 

kuyu yüzeyini kaplayacak kadar (yaklaşık 3-4 damla) olacak şekilde uygulandı. Bu anti-

BrdU antikor uygulaması, ışıkla olası temasını kesmek adına aluminyum kağıtla 

kaplanarak gece boyu +4⁰C de inkübe edildi. Geceboyu inkübasyon sonrası 

kuyucuklardaki bağlanmamış antikorlar aspire edildi ve PBS’le yıkama 

tekrarlandı.Yıkamayı takiben sekonder antikor (Biotinylated Goat Anti-Polyvalent, 

Mouse and Rabbit specific HRP) yaklaşık üç damla (150 ul) uygulandı ve yine 

aluminyum kağıtla kaplanarak oda sıcaklığında 20 dk inkübe edildi. İnkübasyon sonrası 

kuyucuklardaki bağlanmamış antikorlar aspire edildi ve PBS’le yıkama 

tekrarlandı.Kuyucuklara daha sonra HRP peroksidaz (Streptavidin Peroxidase, Mouse 

and Rabbit specific HRP) yaklaşık üç damla (150 ul) uygulandı ve yine aluminyum 

kağıtla kaplanarak oda sıcaklığında 10 dk inkübe edildi. Kalan enzim aspire edildi ve 

PBS’le yıkama tekrarlandı. AEC boyama protokolüne göre kromojen uygulaması 

sonrasında invert mikroskop altında hücrelerin boyanıp boyanmadığı kontrol edildi, 

boyanma gözlenen kuyulardaki tepkimeler PBS eklenerek durduruldu. Bir cımbız 

yardımıyla kuyucukların diplerindeki lameller kaldırılarak bir cam lam üzerine 

isimlendirilmeler de yapılarak balsam kullanılarak kapatıldı ve invert mikroskop 

kullanılarak hücre sayımları yapıldı. 

3.6. MMP-2, MMP-9 ve NF-kB ifadelerinin immünositokimyasal olarak 

saptanması 

MMP-2, MMP-9 ve NF-kB çalışmalarında ayrı ayrı dozlar için her hasta farklı 

tabaklarda olmak üzere, lameller yerleştirilen 6 kuyulu tabaklar hazırlandı ve etüvde 

inkübasyona bırakıldı. 24 saat inkübe edilen control (0 mM), 2m M, 10 mM, 50 mM 

konsantrasyonlardaki her bir kuyucuk içerisindeki besiyerler aspire edildi ve ve 3 kez 

lamelin üzerini kaplayacak kadar(4-5 damla) PBS kullanılarak yıkandı. Yıkama 

sonrasında aspire edilen PBS’in yerine kuyulara aynı miktarda %70 etil alkol 10 dakika 
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süreyle uygulandı, böylelikle fiksasyon tamamlandı. Alkolün aspirasyonu sonrasında 

PBS ile yıkanan kuyucuklara, yaklaşık üç damla (150 ul) olacak şekilde NFKB (1/100), 

MMP-2 (1/100), ve MMP-9 (1/400)’a ait primer antikorlar uygulandı ve aluminyum 

kağıda sarılan tabaklar +4⁰C de gece boyu inkübasyona bırakıldı. Geceboyu inkübasyon 

sonrası kuyucuklardaki bağlanmamış antikorlar aspire edildi ve PBS’le yıkama 

tekrarlandı. Yıkamayı takiben sekonder antikor (Biotinylated Goat Anti-Polyvalent, 

Mouse and Rabbit specific HRP) yaklaşık üç damla (150 ul) uygulandı ve yine 

aluminyum kağıtla kaplanarak oda sıcaklığında 20 dk inkübe edildi. İnkübasyon sonrası 

kuyucuklardaki bağlanmamış antikorlar aspire edildi ve PBS’le yıkama tekrarlandı. 

Kuyucuklara daha sonra HRP peroksidaz (Streptavidin Peroxidase, Mouse and Rabbit 

specific HRP) yaklaşık üç damla (150 ul) uygulandı ve yine aluminyum kağıtla 

kaplanarak oda sıcaklığında 10 dk inkübe edildi. Kalan enzim aspire edildi ve PBS’le 

yıkama tekrarlandı. Çalışma için AEC Substrat Tamponu hazırlandı. Bunun için 4 ml 

AEC Substrat Tamponu içerisinde 80µl AEC chromogene çözüldü. AEC boyama 

protokolüne göre kromojen uygulaması sonrasında invert mikroskop altında hücrelerin 

boyanıp boyanmadığı kontrol edildi, boyanma gözlenen kuyulardaki tepkimeler PBS 

eklenerek durduruldu. Bir cımbız yardımıyla kuyucukların diplerindeki lameller 

kaldırılarak bir cam lam üzerine isimlendirilmeler de yapılarak balsam kullanılarak 

kapatıldı ve invert bilgisayar kullanılarak hücre sayımları yapıldı. 

3.7. NF-kB aktivitesinin ELISA yöntemiyle saptanması  

NF-kB aktivitesine bakılabilmesi için ayrı ayrı dozlar için her hasta için farklı 

tabaklarda olmak üzere 6 kuyulu tabaklar hazırlandı ve etüvde inkübasyona bırakıldı. 24 

saat inkübe edilen control (0 mM), 2 mM, 10 mM, 50 mM konsantrasyonlardaki her bir 

kuyucuk içerisindeki besiyerler aspire edildi ve ve 3 kez lamelin üzerini kaplayacak 

kadar (4-5 damla) PBS kullanılarak yıkandı.Yıkamayı takiben her bir kuyuya 1ml 

tripsin-EDTA eklendi ve etüvde yaklaşık 10 dakika inkübe edilerek hücrelerin 

yapıştıkları yüzeyden kalkmaları sağlandı. İnkübasyonu takiben her kuyuya uygulanan 

tripsinin 1/10’u kadar (1 ml tripsin için yaklaşık 100 µl) FBS eklenerek enzimin 

nötralizasyonu sağlandı.Bu şekilde kaldırılan hücreler daha sonra 1.5ml’lik falkon 

tüplerine alınarak 400 g’de 10 dakika santrifüj edildi. Süpernatant atılarak pellet 

halindeki hücreler yeniden 2 ml PBS ile çözülerek yıkandı ve hücreler yeniden 400 g’de 

10 dakika santrifüj edildi. Bu işlem 2 kez tekrar edildi. Son santrifüj sonrası süpernatant 
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atıldıktan sonra içerisinde hücre pelletleri bulunan tüplere içerisinde 1/1000 oranında 

DTT ve PIC bulunan Pre-Extraction Tampon Çözeltisinden 100 µl eklenerek çözüldü ve 

buz üzerinde 10 dakika ara ara vortekslenerek inkübe edildi.Süre sonunda tüpler 12.000 

rpm de 1 dakika çevrildi. İçerisinde 1/1000 oranında DTT ve PIC bulunan Extraction 

Tampon Çözeltisinden 50 µl eklenerek pellet halindeki hücreler çözüldü ve buz 

üzerinde 15 dakika her 3 dakikada bir vortekslenmesi şartıyla inkübe edildi.Parçalanan 

hücre lizatları daha sonra 14.000 rpm de 10 dakika santrifüj edildi ve süpernatant 

kısmındaki nükleer ekstrakt ayrı bir tüpe alınarak deney başlatıldı. 

Nükleer ekstraktlar 1/10 oranında toplamda 100µl olacak şekilde, pozitif 

kontroller ise yine toplamda 100µl olacak şekilde 1/1, 1/2 ve 1/4 oranlarında CTFB 

solüsyonu ile seyreltildi.Referans olacak kuyulara sadece CTFB solüsyonu eklendi. 

ELISA kuyularına bu oranlarda eklenen örnekler +4 ⁰C de gece boyu inkübasyona 

bırakıldı. İnkübasyon sonrası bağlanmamış ve artık kısımlar aspire edilerek 

uzaklaştırıldı. 1X yıkama solüsyonu ile kuyular 5 kez yıkandı. Yıkama sonrasında 

referans dışında kalan kuyulara 100 µl seyreltilmiş NF-kB (p65) antikoru eklendi ve 

aluminyum kağıda sarılan ELISA tabağı oda sıcklığında 1 saat inkübe edildi. 

İnkübasyon sonrası bağlanmamış ve artık kısımlar aspire edilerek uzaklaştırıldı. 1X 

yıkama solüsyonu ile kuyular 5 kez yıkandı. Yıkama sonrasında referans dışında kalan 

kuyulara 100 µl seyreltilmiş sekonder antikor eklendi ve aluminyum kağıda sarılan 

ELISA tabağı oda sıcklığında 1 saat inkübe edildi. İnkübasyon sonrası bağlanmamış ve 

artık kısımlar aspire edilerek uzaklaştırıldı. 1X yıkama solüsyonu ile kuyular 5 kez 

yıkandı. Yıkanmış kuyulara 100 µl Devoloping solüsyonu eklendi ve 45 dakika oda 

sıcaklığında inkübe edildi. 100 µl durdurma solüsyonu eklenen kuyulardaki NF-kB 

(p65) aktivitesi 450 nm deki absorbance ölçümüyle saptandı. 

3.8. MMP-2, MMP-9 ve NF-kB genlerinin gerçek zamanlı polimeraz zincir 

tepkimesiyle ekspresyonlarının saptanması 

mRNA ekspresyonu bakılabilmesi için 0 mM ve 25 mM metformin dozlarının 

uygulanmasına karar verildi. Her hasta için farklı tabaklarda olmak üzere 6 kuyulu 

tabaklar hazırlandı ve etüvde inkübasyona bırakıldı. 24 saat inkübe edilen kontrol (0 

mM) ve 25 mM konsantrasyonlardaki her bir kuyucuk içerisindeki besiyerler aspire 

edildi ve kuyu yüzeyinin üzerini kaplayacak kadar (4-5 damla) PBS kullanılarak 3 kez 

yıkandı. Yıkamayı takiben her bir kuyuya 1ml tripsin-EDTA eklendi ve etüvde yaklaşık 



 71 

10 dakika inkübe edilerek hücrelerin yapıştıkları yüzeyden kalkmaları sağlandı. 

İnkübasyonu takiben her kuyuya uygulanan tripsinin 1/10’u kadar (1 ml tripsin için 

yaklaşık 100 µl) FBS eklenerek enzimin nötralizasyonu sağlandı.Bu şekilde kaldırılan 

hücreler daha sonra 1.5ml’lik falkon tüplerine alınarak 400 g’de 10 dakika santrifüj 

edildi. Süpernatant atılarak pellet halindeki hücreler yeniden 2 ml PBS ile çözülerek 

yıkandı ve hücreler yeniden 400 g’de 10 dakika santrifüj edildi. Bu işlem 2 kez tekrar 

edildi. Pelletler daha sonra RNA izolasyonu yapılabilmesi için üzerlerine 350 µl 

Betamerkaptoetanol eklenerek vortekslendi ve -80⁰C’ye kaldırıldı. 

RNA izolasyonu için QIAamp® RNA Blood kit kullanıldı. Kit içerisinden çıkan 

RLT tampon çözeltisinde 50 ml alınarak 500 µl Betamerkaptoetanol ile karıştırılarak 

izolasyon için kullanılacak seyreltik Betamerkaptoetanol elde edildi.Yine izolasyonda 

kullanılmak üzere mutlak etanol (%96 hacmen) disitile su ile hacmen %70 olacak 

şekilde seyreltildi. 

-80⁰C’den alınan hücre pelletleri çözünmeleri için oda sıcaklığında bırakıldı. Bu 

pelletler üzerine dondurulmadan önce eklenen seyreltik betamerkaptoetanolle birlikte 

üzerine mor renkli filtre yerleştirilen toplama tüplerinin filtrelerine aktarılarak 13.000 

rpm’de 2 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonrası mor filtreler atıldı ve toplama tüpleri 

içerisine süzülen hücre lizatı üzerine hücreler dondurulmadan önce eklenen seyreltik 

betamerkaptoetanol miktarı kadar (350 µl) %70’lik etanol eklendi ve pipet yardımıyla 

karıştırılarak üzerine beyaz renkli filtre yerleştirilen toplama tüplerinin filtrelerine 

aktarılarak 11.000 rpm’de 15 saniye santrifüj edildi. Bu santrifüj sonrası toplama tüpü 

atılarak beyaz filtre yeni bir toplama tüpüne yerleştirildi ve filtreye 700 µl RW1 tampon 

çözeltisinden eklenerek 11.000 rpm’de 15 saniye santrifüj edildi. Benzer şekilde 

toplama tüpü atılarak beyaz filtre yeni bir toplama tüpüne yerleştirildi ve 500 µl RPE 

tampon çözeltisinden eklenerek 11.000 rpm’de 15 saniye santrifüj edildi. RPE ile bu 

yıkama işlemi 2 kez tekrarlandı. İlkinden farklı olarak ikinci yıkamada santrifüj 11.000 

rpm’de 15 saniye yerine 13.000 rpm’de 2 dakika olarak uygulandı.Bu santrifüj sonrası 

yeni bir toplama tüpüne aktarılan filtreye 50 µl RNAz içermeyen su eklendi vetüm filtre 

yüzeyine dağılabilmesi için oda sıcaklığında 1 dakika bekletildi. Hemn sonrasında 

11.000 rpm’de 1 dakika santrifüj edildi.Filtre atıldı ve filtreden süzülen RNA Saflık ve 

konsantrasyon ölçümünün nanospectrophotometer ile yapılmasını takiben ekspresyon 

çalışmalarında kullanılmak üzere hızlıca -80⁰C’ye kaldırıldı. 
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3.8.1. Ters Transkriptaz Tepkimesi 

RNA’dan ekspresyon çalışması için önce RNA’lardan kopya DNA elde edildi. 

Bu işlem Qiagen Quantitech Reverse Transcription Kit ile gerçekleştirildi. 80⁰C’den 

alınan RNA örnekleri oda sıcaklığına gelmelerini takiben olası DNA kontaminasyonunu 

en asgari seviyeye indirmek amacıyla kit içerisinden çıkan gDNA wipe out ve nukleaz 

içermeyen su ile karıştırılarak (2 µl RNA + 2 µl gDNA wipe out + 10 µl nükleaz 

içermeyen su) 42⁰C’de 3 dakika inkübe edildi. 

Hemen inkübasyon sonrası bu 14 µl olan karışım kit içerisinden çıkan diğer 

enzim ve kimyasallardan oluşturulan 6 µl lik karışıma (1 µl Q Reverse Transcriptase + 4 

µl RT Buffer 5x + 1 µl RT Primer Mix) eklenerek 20 µl lik bu karışım termal bloklarda 

önce 42 ⁰C’de 30 dakika hemen devamında 95 ⁰C’de 3 dakika inkübasyona bırakılarak 

kopya DNA elde edildi. Bu kopya DNA’lar ekspresyon çalışmasına kadar muhafaza 

edilme üzere hızlıca -80 ⁰C’ye kaldırıldı. 

3.8.2. Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Tepkimesi 

Sipariş verilen primerler (Tablo 3-1) sentezi yapan firmanın direktifleri 

doğrultusunda TE tampon çözeltisi ile 100 pmol olacak şekilde çözüldü ve kullanılacağı 

zamana kadar -20⁰C’ye kaldırıldı. İfade çalışması için Qiagen Quantitect SYBR Green 

PCR Kit kullanıldı. Kit içerisinden çıkan reaktiflerle hazırlanan karışım (12.5 µl SYBR 

Green Master Mix + 11.2 µl disitile su + 0.15 µl (~7.5 pmol) F primer + 0.15 µl (~7.5 

pmol) R primer + 1 µ kopya DNA) gerçek zamanlı PCR cihazına (Rotor-Gene Q-

Qiagen) ekspresyon çalışması için yüklendi. Cihazdaki termal koşullar 95⁰C’de 15 

dakika ve 40 döngü olacak şekilde 94⁰C’de 15 saniye, 52⁰C’de 30 saniye ve 72⁰C’de 30 

saniye olarak belirlendi. Cihaziçi sıcaklık değişim hızı da 2⁰C/sn olacak şekilde 

ayarlandı.Bu amplifikasyonu takiben bir erime eğrisi protokolu uygulandı. Sıcaklık 

65⁰C’den 95⁰C’ye sıcaklık değişim hızı da 1⁰C/sn olacak şekilde çıkarılarak erieme 

eğrisi grafiği çıkarıldı. Işıma yeşil renkte tespit edildi. Elde edilen sonuçlar excel 

dosyası şeklinde cihazdan alınarak istatistiksel programlar kullanılarak değerlendirildi. 

Tablo 3-1: Gerçek zamanlı PCR tepkimesi için kullanılan primer dizileri 
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3.9. Apoptoz  

Tripsinle kaldırılıp, 2 kere PBS ile yıkamadan sonra uzaklaştırılan PBS in yerine 

100 µl olacak şekilde Annexin Binding Buffer eklendi. Hemen sonrasında bu hücre 

lizatlarının üzerine 5 µl fluorochrome-conjugated Annexin V eklendi. 15 dakika oda 

sıcaklığında ışıktan uzak ortamda inkübasyona bırakıldı. 30 dakikanın sonunda üzerine 

400 µl daha Annexin Binding Buffer eklendi ve buz üzerine alınarak hızlıca akım 

sitometri cihazında hücrelerin apoptoz dağılımları ölçüldü. 

3.10. Protein Karakterizasyonu 

Protein çalışması için ekilen hücreler, yeterli hücre sayısına ulaşılınca üzerlerine 

2 farklı dozda (0 mM ve 25 mM) metformin eklenerek 24 saat 37 ⁰C lik etüvde inkübe 

edildi.24 saatin sonunda hücrelerin üzerindeki medyum atılarak, hücreler 2 kez PBS ile 

yıkandı ve tripsinle kaldırılıp, 2 kere soğuk PBS ile yıkandı ve PBS’in de 

uzaklaştırılmasıyla ve hücre pelletleri çalışmaya alınmak üzere +4⁰C ye kaldırıldı. 

Protein ekstraksiyonu için hücre pelleti Universal Protein Extraction (UPX) Kit 

(Expedeon-44101) ve proteaz inhibitör kokteyli (Thermo Sci.-87785) ile karıştırıldı. 

Örnekler, 5x10 sn döngü ve döngüler arası 30 sn buz üstünde soğutma yapılacak şekilde 

sonike edildi. Sonikasyon sonrası örnekler buz üstünde bekletilerek soğutulduktan sonra 

1000 rpm hızda, 95°C’de 10 dk, karıştırılarak, kaynatıldı. 14.000 rpm’de 10 dk santrifüj 

edildi. Supernatant atılarak, pelletler yeni tüplere alındı. Peptit eldesi FASP Protein 

Digestion Kit (Expedeon-44250) ve tripsin enzimi (Pierce-90057) kullanılarak yapıldı. 
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Son konsantrasyon 200 ng/µL olacak şekilde örnekler %0,1 formik asit ile seyreltildi ve 

cihaza özgü tüplere aktarıldı. 

Analizlere başlamadan önce, analizlerin gerçekleştirildiği Xevo G2-XS Q TOF 

(Waters) cihazına özgü olan MassLynx programı (V4.1-Waters) aracılığı ile dedektör ve 

kalibrasyon ayarları yapıldı. Metod SONAR ve sensitivite moduna getirilerek, 

oluşturulan triptik peptitler hidrofobikliklerine göre HSS T3 (Waters-186008818) 

kolonunda asetonitril gradienti ile fraksiyonlandı. Asetonitril %5-35 aralığında 

arttırılarak peptitlerin kolondan ayrılması sağlandı ve elektrospray iyonlaşması sonucu 

kütle spektrometresinde analiz edildi. Analiz esnasında, m/z 50-1950 aralığında 

tanımlanabilecek peptitler için veri toplandı. 0.7sn kadar kütle spektrometresi (MS) 

analizi gerçekleştirildi ve peptidin bütünü hakkında bilgi toplandı. Ardından 0.7 sn 

kadar MS/MS analizi yapılıp peptidin parçalanması ve sekans bilgisinin elde edilmesi 

sağlandı. Protein tanımlamaları yapılırken UniProt protein veri bankasındaki insana ait 

protein sekans bilgisi kullanıldı. Progenesis QIP yazılımı (Waters-2018) kullanarak 

protein tanımlaması ve istatistiksel analizi yapıldı. İstatistiksel analiz sonrasında anlamlı 

bulunan proteinler https://thebiogrid.org/ online proteomiks aracı kullanılarak 

sınıflandırıldı ve Panther (Mi ve ark., 2017) ve STRING (https://string-db.org/) analizi 

kullanılarak karşılıklı etkileşim ve yolak analizleri yapıldı. 

 

 

https://thebiogrid.org/
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4. BULGULAR 

4.1. Canlılık 

Tümör ve non-tumoral primer hücre kültürlerine farklı dozlarda (0 mM, 5 mM, 

10 mM ve 25 mM) metformin uygulandı. 24. ve 72. saatin sonunda bu farklı dozların 

hücre canlılıklarına olan etkisi araştırıldı. 24. saatin sonunda yapılan hücre sayımı 

sonunda tümör primer hücrelerinde farklı dozlardaki metforminin canlılığı azalttığı, 

sadece 25 mM’lık dozun istatistiksel olarak anlamlı olduğu gözlendi (p=0,045). 24. 

saatin sonunda yapılan hücre sayımı sonunda non-tumoral primer hücrelerinde ise farklı 

dozlardaki metforminin canlılığa anlamlı bir etkisi olmadığı gözlendi (p=0,46). 72. 

saatin sonunda non-tumoral ve tümör primer kültürlerinde farklı dozlarda uygulanan 

metforminin hücre canlılığına istatistiksel olarak anlamlı bir etkisinin olmadığı gözlendi 

(tümör p=0.,73 ve non-tumoral p=0,082) (Şekil 4-1). 

 

 

Şekil 4-1: Tümör ve non-tumoral primer hücre kültürlerinde farklı metformin dozlarında 

24. ve 72. saat sonundaki canlılık profilleri. 

*P<0,05 kontrol grubu ile karşılaştırıldı. 

 

Metforminin uygulamadan 24 saat sonraki etkisinin hücrelerindeki canlılığı 

anlamlı düzeyde durdurduğu (p=0,045) gözlendiği için deneylerin bundan sonraki 

kısımlarında deney süresi 24 saat olarak tercih edildi. 
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4.2. Proliferasyon 

Tümör ve non-tumoral primer hücre kültürlerine farklı dozlarda (0 mM, 5 mM, 10 

mM ve 25 mM) metformin uygulandı.Metforminin etkisinin 24. saatin sonunda 

gözlenmesi dolayısıyla hücrelerin BrdU boyama işlemi 24. saatin sonunda 

gerçekleştirildi.Primer kültürlere ait BrdU boyama sonuçları Şekil 4-2 (non-tumoral) ve 

Şekil 4-3 (tümör)’de gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 4-2: Non-tumoral primer kültürüne ait farklı dozlardaki metformin uygulaması 

sonrası BrdU boyama profilleri. A) 0 mM Metformin, B) 5 mM Metformin, C) 10 

mM Metformin, D) 25 mM Metformin. 

 

24. saatin sonunda yapılan hücre boyama sonunda 0 mM, 5 mM, 10 mM ve 25 

mM dozlardaki tümör primer hücreleri kendi içerisinde karşılaştırıldığında 25 mM 

metformindeki azalma istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,0001). Buna karşılık, 

non-tumoral primer hücrelerinde farklı dozlardaki metformin dozlarının anlamlı bir 

etkisi olmadığı gözlendi (p=0,46). 0 mM, 5 mM ve 10 mM metforminin proliferasyonu 

inhibe edici etkisinin tümör ve non-tumoral hücrelerinde arasında istatistiksel olarak 

farklı olduğu gözlendi (p=0,0091). 25 mM doz metforminin tümör ve non-tumoral 

kültürleri arasında istatistiksel bir anlamlılığı olmadığı gözlendi (p=0,905) (Şekil 4-4). 
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Şekil 4-3: Tümör primer kültürüne ait farklı dozlardaki metformin uygulaması sonrası 

BRDU boyama profilleri. A) 0mM Metformin, B) 5 mM Metformin, C) 10 mM 

Metformin, D) 25 mM Metformin. 

 

 

Şekil 4-4: Farklı dozlardaki metforminin tümör ve non-tumoral primer hücrelerinde 

proliferasyona olan etkisinin BRDU boyama profile. 

**P<0,05 ve ***P<0,001 non-tumoral gruplarıyla karşılaştırıldı. 
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Metforminin 25 mM dozunun tümör hücrelerindeki proliferasyonu dramatik 

düzeyde durdurduğu (p<0,0001) gözlendiği için deneylerin bundan sonraki kısımlarında 

ilaç dozu olarak 25 mM metformin tercih edildi ve ekspresyon, immünositokimya, 

aktivite ve proteomiks çalışmaları gerçekleştirildi. 

4.3. MMP-2 ekspresyonunun immünositokimyasal ve gerçek zamanlı polimeraz 

tepkimesi yöntemleriyle gösterilmesi 

24. saatin sonunda seçilen iki dozda (kontrol-0 mM ve 25 mM) MMP-2 

antikorları kullanılarak yapılan immünositokimyasal boyama sonunda elde edilen hücre 

profilleri Şekil 4-5’te gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 4-5: Tümör ve non-tumoral primer kültürlerine ait immünositokimyasal MMP-2 

boyama profilleri. A) Non-tumoral (0 mM), B) Non-tumoral (25 mM), C)Tümör 

(0 mM), B) Tümör (25 mM). 
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Şekil 4-6: Farklı dozlardaki metformin (0 mM ve 25 mM) koşullarında tümör ve tümör 

non-tumoral primer hücrelerdeki immünositokimyasal MMP-2 boyama 

profillerin grafiksel değerlendirmesi. 

a P<0,001 ve b P<0,001 non-tumoral gruplarla karşılaştırıldı. 

 

İmmünositokimyasal MMP-2 boyaması sonrasında değerlendirilen hücrelere ait 

grafik Şekil 4-6’da verilmiştir. Tümör ve non-tumoral primer hücrelerindeki farklılık 0 

mM metformin varlığında istatistiksel olarak anlamlı olarak gözlendi [p (a)=0,0003]. 

MMP-2 ekspresyonunda non-tumoral kültürün farklı (0 mM ve 25 mM) metformin 

dozlarındaki değişimi istatistiksel olarak anlamlı gözlenmedi (p=0,12). Tümör meme 

kültüründe 25 mM metforminin MMP-2 reaktivitesini azaltması istatistiksel olarak 

anlamlı bulundu [p (b)=0,0004]. MMP-2 ekspresyonunun 25 mM metformin dozunda 

tümör ve non-tumoral primer kültürlerinde istatistiksel bir anlamlılık gözlenmedi 

(p=0,18). 
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Şekil 4-7: Farklı dozlardaki metformin (0 mM ve 25 mM) koşullarında tümör ve tümör 

dışı hücrelerdeki gerçek zamanlı ters transkriptaz polimeraz zincir tepkimesi 

yöntemiyle saptanan MMP-2 ekspresyonlarının grafiksel değerlendirmesi. 

 

Gerçek zamanlı ters transkriptaz polimeraz zincir tepkimesi yöntemiyle 0 mM 

ve 25 mM metformin dozlarındaki MMP-2 ekspresyonu değişim grafiği Şekil 4-7’de 

gösterilmiştir. 0 mM metformin varlığında tümör ve non-tumoral primer kültürleri 

arasında istatistiksel olarak bir anlamlılık gözlenmedi (p=0,19). Yine 25 mM metformin 

varlığında tümör ve non-tumoral primer kültürleri arasında istatistiksel olarak bir 

anlamlılık gözlenmedi (p=0,06). Non-tumoral primer kültüründe değişen dozlardaki 

metformin varlığında MMP-2 ekspresyonunda istatistiksel anlamlılık gözlenmedi 

(p=0,40). Tümör primer kültüründe de değişen dozlardaki metformin varlığında MMP-2 

ekspresyonunda istatistiksel anlamlılık gözlenmedi (p=0,73). 

4.4. MMP-9 ekspresyonunun immünositokimyasal ve gerçek zamanlı polimeraz 

tepkimesi yöntemleriyle gösterilmesi 

24. saatin sonunda seçilen iki dozda (kontrol-0 mM ve 25 mM) MMP-9 

antikorları kullanılarak yapılan immünositokimyasal boyama sonunda elde edilen hücre 

profilleri Şekil 4-8’de gösterilmiştir. 
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Şekil 4-8: Tümör ve non-tumoral primer kültürlerine ait immünositokimyasal MMP9 

boyama profilleri. A) Non-tumoral (0 mM), B) Non-tumoral (25 mM), C)Tümör 

(0 mM), B) Tümör (25 mM). 

 

 

Şekil 4-9: Farklı dozlardaki metformin (0 mM ve 25 mM) koşullarında tümör ve non-

tumoral primer hücrelerdeki immünositokimyasal MMP-9 boyama profillerin 

grafiksel değerlendirmesi. 

a P<0,01, b P<0,01 non-tumoral gruplarla ile karşılaştırıldı 

c P<0,001 0 mM tümör grubu ile karşılaştırıldı. 
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İmmünositokimyasal MMP-9 boyaması sonrasında değerlendirilen hücrelere ait 

grafik Şekil 4-9’da verilmiştir. MMP-9 ekspresyonunda tümör meme kültürünün 25 

mM metformin dozundaki azalması istatistiksel olarak anlamlılık gösterdi [p 

(a)=0,0021]. Tümör ve non-tumoral primer hücrelerindeki farklılık 0 mM metformin 

varlığında istatistiksel olarak anlamlı olarak gözlendi [p (b)=0,0017]. MMP-9 

ekspresyonunda non-tumoral kültürün farklı (0 mM ve 25 mM) metformin dozlarındaki 

değişimi istatistiksel olarak anlamlı gözlenmedi (p=0,29). MMP-9 ekspresyonunun 25 

mM metformin dozunda non-tumoral primer hücrelerine göre tümör kültürlerinde hala 

yüksek seviyelerde olması istatistiksel olarak anlamlı bulundu [p (c)=0,0008]. 

 

 

Şekil 4-10: Farklı dozlardaki metformin (0 mM ve 25 mM) koşullarında tümör ve non-

tumoral primer hücrelerdeki gerçek zamanlı ters transkriptaz polimeraz zincir 

tepkimesi yöntemiyle saptanan MMP-9 ekspresyonlarının grafiksel 

değerlendirmesi. 

*P<0,05 non-tumoral grup ile karşılaştırıldı. 

  

 Gerçek zamanlı ters transkriptaz polimeraz zincir tepkimesi yöntemiyle 0 mM 

ve 25 mM metformin dozlarındaki MMP-9 ekspresyonu değişim grafiği Şekil 4-10’da 

gösterilmiştir. 25 mM metformin varlığında tümör ve non-tumoral primer kültürleri 

arasında istatistiksel olarak anlamlılık gözlendi (p=0,03). 0 mM metformin varlığında 

tümör ve non-tumoral primer kültürleri arasında istatistiksel olarak bir anlamlılık 
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gözlenmedi (p=0,50). Non-tumoral primer kültüründe değişen dozlardaki metformin 

varlığında MMP-9 ekspresyonunda istatistiksel anlamlılık gözlenmedi (p=0,35).  

  

4.5. NF-kB ekspresyonunun immünositokimyasal ve gerçek zamanlı polimeraz 

tepkimesi yöntemleriyle gösterilmesi 

NF-kB ekspresyonunun immünositokimyasal ve gerçek zamanlı polimeraz 

tepkimesi yöntemleriyle gösterilmesi 24. saatin sonunda seçilen iki dozda (kontrol-0 

mM ve 25 mM) N-kB antikorları kullanılarak yapılan immünositokimyasal boyama 

sonunda elde edilen hücre profilleri Şekil 4-11’de gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 4-11: Tümör ve non-tumoral primer hücre kültürlerine ait immünositokimyasal 

NFKB boyama profilleri. A) Non-tumoral (0 mM), B) Non-tumoral (25 mM), 

C)Tümör (0 mM), D) Tümör (25 mM). 
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Şekil 4-12: Farklı hastalara ait (n=5) non-tumoral ve tümör primer kültürleri içerisinde 

farklı (0 mM ve 25 mM) metformin konsantrasyonlarındaki Nükleer ve 

Sitoplazmik NF-kB değişimi (%). 

*P<0,05 0 mM grubu ile karşılaştırıldı. 

 

İmmünositokimyasal NF-kB boyaması sonrasında değerlendirilen hücrelere ait 

grafik Şekil 4-12’de verilmiştir. Non-tumoral kültürün farklı (0 mM ve 25 mM) 

metformin dozlarındaki nüklear ve sitoplazmik NF-kB immunoreaktivite değişimleri 

istatistiksel olarak anlamlılık gözlenmedi (sırasıyla p=0,40 ve p=0,90). Buna karşın 

tümör hücrelerinin 25 mM metformin dozu uygulandığında nüklear NF-kB reaktivitede 

anlamlı düzeyde düşüş görülürken sitoplazmik NF-kB reaktivitelerinde ise anlamlı 

düzeyde artış kaydedildi (sırasıyla p=0,029 ve p=0,024).  
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Şekil 4-13: Farklı dozlardaki metformin (0 mM ve 25 mM) koşullarında tümör ve non-

tumoral primer hücrelerdeki gerçek zamanlı ters transkriptaz polimeraz zincir 

tepkimesi yöntemiyle saptanan NF-kB ekspresyonlarının grafiksel 

değerlendirmesi. 

 

Gerçek zamanlı ters transkriptaz polimeraz zincir tepkimesi yöntemiyle 0 mM 

ve 25 mM metformin dozlarındaki N-kB ekspresyonu değişim grafiği Şekil 4-13’de 

gösterilmiştir. 0 mM ve 25 mM dozlarda metformin varlığında tümör ve non-tumoral 

primer kültürleri arasında istatistiksel olarak anlamlılık gözlenmedi (sırasıyla p=0,79 ve 

p=0,52). Tümör ve non-tumoral primer kültürlerinde de değişen dozlardaki metformin 

varlığında NF-kB ekspresyonlarında herhangi bir anlamlı bir fark gözlenmedi (sırasıyla 

p=0,52 ve p=0,69). 

 

 



 86 

 

Şekil 4-14: Farklı dozlardaki metformin (0 mM ve 25 mM) koşullarında tümör ve non-

tumoral primer hücrelerdeki ELISA yöntemiyle saptanan NF-kB (p65) 

aktivitesinin grafiksel değerlendirmesi. 

a P<0,01 ve b P<0.,05 non-tumoral gruplarla karşılaştırıldı 

c P<0,05 0 mM grubu ile karşılaştırıldı. 

 

ELISA yöntemiyle 0 mM ve 25 mM metformin dozlarındaki NF-kB (p65) 

aktivite değişim grafiği Şekil 4-14’de gösterilmiştir. Metformin yokluğunda veya 

varlığında tümör hücrelerinin NF-kB (p65) aktivitelerinin non-tumoral primer 

hücrelerine kıyasla dramatik düzeyde yüksek olduğu izlendi [p (a) = 0,0015 ve p (b) = 

0,0496]. Ancak 25 mM metformin varlığında tümör hücrelerinde NF-kB (p65) 

aktivitesinin 0 mM metformin dozuna kıyasla anlamlı düzeyde azaldığı gözlendi [p (c) 

= 0,017]. 

4.6. Apoptoz Değişiminin Akım Sitometri Yöntemiyle Gösterilmesi  

24. saatin sonunda seçilen iki dozda (kontrol, 0 mM ve 25 mM) Annexin V 

antikorları kullanılarak yapılan boyama sonunda elde edilen hücre profilleri akım 

sitometri cihazında görüntülendi. Çalışmaya ait 5 farklı hastanın non-tumoral primer 

kültürlerindeki farklı dozlardaki (0 mM ve 25 mM) metformin dağılımındaki profilleri 

Şekil 4-15’te, aynı hastaların tümör primer kültürlerindeki farklı dozlardaki (0 mM ve 

25 mM) metformin dağılımındaki profilleri Şekil 4-16’da gösterilmiştir. Hastalara ait 

genel apoptoz değişim grafiği Şekil 4-17’de verilmiştir. 
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Şekil 4-15: Non-tumoral örneklere ait 0-25 mM metformin konsantrasyonlarındaki 

apoptoz değişimi. 

 

 

Şekil 4-16: Tümör örneklerine ait 0-25 mM metformin konsantrasyonlarındaki apoptoz 

değişimi 

 

 



 88 

 

Şekil 4-17: Meme tümörü ile non-tumoral primer hücre kültürü arasında farklı (0 mM ve 

25 mM) metformin konsantrasyonlarında apoptoz değişimi (%). 

 

 

Akım sitometri yöntemiyle 0 mM ve 25 mM metformin dozlarındaki apoptoz 

değişim grafiği Şekil 4-18’de gösterilmiştir. 0 mM metformin varlığında tümör ve non-

tumoral primer kültürleri arasında istatistiksel olarak anlamlılık gözlendi [p (a) = 0,008]. 

Yine 25 mM metformin varlığında tümör ve non-tumoral primer kültürleri arasında 

istatistiksel olarak bir anlamlılık gözlendi [p (c) = 0,03]. Tümör primer kültüründe de 

değişen dozlardaki metformin varlığında apoptozun artması istatistiksel olarak anlamlı 

bulundu [p (b) < 0,0001)]. Non-tumoral primer kültüründe değişen dozlardaki 

metformin varlığında apoptozun artması istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı (p = 

0,10) 
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Şekil 4-18: Farklı dozlardaki metformin (0 mM ve 25 mM) koşullarında tümör ve non-

tumoral primer hücrelerdeki akım sitometri yöntemiyle saptanan apoptoz 

değişimlerinin grafiksel değerlendirmesi. 

a P<0,01 ve b P<0,05 non-tumoral gruplarla karşılaştırıldı 

c P<0,001 0 mM grubu ile karşılaştırıldı. 

 

4.7. Proteomiks  

Non-tumoral primer hücre kültürü ile meme tümörü primer kültürlerinde yapılan 

proteomiks çalışması sonucu maksimum güvenlik seviyesinde, istatistiksel anlamı olan 

5 farklı protein saptandı: GARS, NEFM, KRT7, ANP32A ve THAP3. Bu proteinlerin 

yapısal ve fonksiyonel özellikleri Tablo 4-1’de gösterilmiştir. Non-tumoral primer hücre 

kültüründe tümör primer hücrelerine kıyasla bu proteinlerden ANP32A 15.8 kat, GARS 

5.7 kat ve KRT7 6.6 yüksek saptanmıştır. Yine tümör primer hücre kültüründe non-

tumoral primer hücre kültürüne kıyasla bu proteinlerden THAP3 9.4 kat, NEFM ise 

41.2 kat yüksek olarak saptanmıştır. 
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Tablo 4-1: Farklı dokular (tümör ve non-tumoral) arasında istatistiksel olarak anlamlı 

bulunan proteinleri etkileyen proteinler 

Protein 
Proteini Etkileyen (Uyaran, Durduran) Proteinler 

(interactors)*  

GARS 
IARS-Izolüsin-tRNA sentetaz 

EEF1D-Ökaryotik translasyon elongasyon faktörü 1 delta 

THAP3 HCFC1-Konak Hücre Faktör C1 

KRT7 ------- 

ANP32A 
SET-SET Nükleer Proto-onkogen 

HIST1H3A-Histone Cluster 1,H3a 

NEFM ------- 

*Güvenilirlik Seviyesi ≥3 GARS:Glisin tRNA sentetaz, THAP3: THAP domain içeren protein 3,  

KRT7: Keratin 7, ANP32A: Asidik lösince zengin nükleer fosfoprotein 32A, NEFM : Nörofilament medyum 

 

Saptanan proteinlere ait STRING analizleri Şekil 4-19’da, bu proteinlerle 

etkileşen (interactions) ve bu proteinleri etkileyen (interactors) proteinlerin güvenlik 

seviyesinin ≥3 olduğu koşullardaki durumu Tablo 4-1 ve Tablo 4-2’de gösterilmiştir. 

Bu proteinleri etkileyen proteinler (güvenlik seviyesi ≥3) Tablo 4-1’de, bu proteinlerle 

etkileşen (interactions) ve bu proteinleri etkileyen (interactors) proteinlerin (güvenlik 

seviyesi ≥3) sayıları Tablo 4-2’de gösterilmiştir. 

 

Tablo 4-2: Farklı dokular (tümör ve non-tumoral) arasında istatistiksel olarak anlamlı 

bulunan proteinlere ait etkiyen ve bu proteinlerle etkileşen protein sayıları 

Protein 

Proteini Etkileyen  

(Uyaran, Durduran) Protein Sayısı 

(interactors) (n) 

Proteinin Etkileşimde olduğu 

Proteinler (interactions)* 

(n) 

KRT7 14 12 

NEFM 49 48 

GARS 96 98 

ANP32A 59 37 

THP3 6 5 

*Güvenilirlik Seviyesi ≥3 
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Şekil 4-19: İstatistiksel olarak anlamlı bulunan GARS, ANP32A, NEFM, KRT7 ve THAP3 

proteinlerine ait STRING analizi. 
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Saptanan proteinlere ait PANTHER analizi Şekil 4-20’de gösterilmiştir. 

 

 

Şekil 4-20: Saptanan proteinlere ait PANTHER analizi. 
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5. TARTIŞMA 

Meme kanseri, 2015 yılında kadınlarda en sık rastlanan kanser türlerinden biri 

olarak göze çarpmaktadır. Ayrıca, güncel kadın kanserleri istatistiklerinde meme 

kanseri oranının % 29 civarında olması beklenmektedir (Siegel ve ark., 2015). Hastaya 

kesin tanı koymak için yeterli olmasa da özellikle popülasyon taramalarında mamografi 

kullanılmaktadır. Mamografinin en temel problemi, meme kanseri hastalarının %10 

kadarına tanı koyduramamasıdır (Schummer ve ark., 2010). 5 mm’den küçük tümörlere 

tanı konmasına olanak sağlayamamakta ve dahası, meme dokusu yoğun genç kadınlarda 

mamografik duyarlılığı azalttığı durumlarda etkinliği saptanamamaktadır (Ugnat ve 

ark., 2004).  

Bu nedenlerle, meme kanseri tanısını iyileştirmek ve bu hastalık tanısı alan 

hastaların genel ve hastalıksız sağ kalım oranlarını arttırmak için yeni yaklaşımlar 

geliştirilmelidir. Haliyle, meme kanseri erken tanısı için biyobelirteçlere çok ciddi 

ihtiyaç olmasına rağmen şu anda mevcut bir parametre bulunmamakta ve halk sağlığına 

etkisinin önemi hala gereken saygıyı görmemektedir (Li, 2011). Biyobelirteçler, gözlem 

ve analitik epidemiyoloji, randomize klinik çalışmalar, tarama, tanı ve prognoz 

uygulamalarıyla malignitelerin spektrumunu anlamak için güçlü ve dinamik bir 

yaklaşım sağlayabilecektir (Kumar ve ark., 2006). 

Metformin, çeşitli süreçleri modüle eden pleiotropik bir ilaçtır (Wang ve ark., 

2012). Retrospektif insan çalışmaları, metforminin daha düşük kanser insidansı ile 

ilişkili olduğunu (Ahn ve ark., 2007; Sachs ve ark., 2005) ve her ne kadar asıl kullanım 

amacı Tip 2 diyabette kalori kısıtlama yaparak hiperglisemiyi engellemek olsa da tümör 

progresyonunu azalttığını ortaya koymuştur (Evans ve ark., 2005; Ueda ve ark., 1996). 

Mekanik olarak, metforminin, in vitro ve in vivo olarak bir mitokondriyal kompleks I 

inhibitörü olarak işlev gördüğü gösterilmişse de (Greco ve ark., 2006; Porat ve ark., 

2011) kanser hücrelerinin onkojenik potansiyellerini sınırlamak için azalan 

mitokondriyal oksidatif fosforilasyon kaynaklı metabolik pertürbasyona nasıl tepki 

verdiği çok net değildir. 

Metformin, NF-kB ve meme kanseri arasındaki moleküler mekanizmaları 

araştırdığımız çalışmamızda birbirinden farklı 5 hastaya ait meme tümör ve non-tumoral 

örneklerden yapılan primer hücre kültürü deneylerinde birbirinden farklı metformin 
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dozlarında 24. Saat ve 72. Saat sonlarında canlılık çalışması gerçekleştirildi. Buna göre 

25 mM metforminin tümör hücrelerine 24. saatin sonunda anti-proliferatif etki 

göstermesi istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p=0,045). Bu yüzden etkin zaman 

aralığı 24 saat seçilerek çalışmanın kalan kısımlarında deney süresi 24 saat olarak kabul 

edildi. 

Aynı çalışmanın immünositokimya kısmında hücreler 24 saatlik zaman 

aralığında etkin dozu belirleyebilmek için farklı metformin dozlarında (0 mM, 5 mM, 

10 mM ve 25 mM) BRDU yöntemiyle boyandı. Buna göre 25 mM metformin dozunda 

tümör primer hücre kültürü proliferasyonunda istatistiksel olarak anlamlı bir düşüş 

saptandı (p<0,0001). Bu yüzden etkin metformin dozu 25 mM seçilerek çalışmanın 

kalan kısımlarında metfominin hücre canlılığına etkisi 25 mM olarak kabul edildi.  

Sonuçlarımızda da görüldüğü üzere önemli ve klasik kanser ilaçlarının aksine, 

metformin in vitro sitotoksik olmayan konsantrasyonlarında antitümör aktivitesi 

gösterdiği için tipik bir sitotoksik ilaç gibi davranmamakta (Ueda ve ark., 1996) daha 

çok hücre metabolizması üzerinde etkili olup ve çoklu mekanizmalarla hücre 

proliferasyonunu baskılamaktadır (Pernicova ve Korbonits, 2014). Kim ve ark. MCF-7 

meme kanseri hücre serisi ile antikanser biyobelirteç arayışı amaçlı yaptıkları çalışmada 

15, 20 ve 25 mM metformin tercihinde bulunmuş, kontrol gruplarına kıyasla metformin 

uygulanan hücrelerde proliferasyonda metformin dozuna bağlı artan inhibisyon 

gözlemlemişlerdir (Kim ve ark., 2016). Yine Liu ve ark. MCF-7, BT-474 ve T47D 

meme kanseri hücre serileriyle yaptıkları çalışmada 0.01 mM ile 25 mM metformin 

aralığında dozlarla çalışmış, benzer şekilde kontrol gruplarında herhangi bir 

proliferasyon inhibisyonu gözlemlememiş, aynı çalışmada MDA-MB-231 meme 

kanseri hücre serisinde ise metforminin 30 ve 50 mM dozdaki etkisine bakmışlardır 

(Liu ve ark., 2012). Sena ve ark. ise kolon kanserinde metforminin antikanser etkisi 

üzerine yaptıkları çalışmada 10, 25 ve 50 mM dozlarında metformin uygulamış, en 

etkin dozun 48 saat süreyle uygulanan 50 mM metformin olduğu sonucuna varmışlardır 

(Sena ve ark., 2018). Daha önce, 20 mmol / L’deki metforminin meme kanserine 

(Zakikhani ve ark., 2006), melanoma (Janjetovic ve ark., 2011) ve mide kanserine (Kato 

ve ark., 2012) karşı etkili olduğu gösterilmiştir. Tip 2 diyabetik hastalara uygulanan 

metformin konsantrasyonu yaklaşık olarak 30-60 mol / L’dir (Martin-Castillo ve ark., 

2010). Bu nedenle, kanser hücrelerine karşı etkili olduğu gösterilen metforminin 
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dozları, diyabetik bozukluklar için rutin olarak uygulanan dozdan yaklaşık 300-600 kat 

(yaklaşık 20 mmol / L) daha büyüktür ve ortak uygulamada kullanılandan yaklaşık 1000 

kat daha fazladır (He ve Wondisford, 2015). Bu açıdan bakıldığında da sonuçlarımız, 

metforminin düşük dozlarda bile etkili olduğunu, toksik olan yüksek metformin 

konsantrasyonlarının apoptoza yol açacağını doğrulamaktadır. 

Çoğu meme kanseri tümöründe sık görülen bir özellik, hücre sağkalımı, 

proliferasyon, inflamasyon ve bağışıklıkta kritik rol oynayan transkripsiyon faktörleri 

ailesi olan NF-kB’nin konstitütif aktivasyonudur (Hayden ve Ghosh, 2004). Bozulan 

NF-kB aktivasyonu, p50, p52, p65, cRel ve RelB gibi proteinlerin kalıcı nükleer 

lokalizasyonu ile sonuçlanır, bu da anti-apoptotik proteinlerin upregülasyonu yoluyla 

hücre proliferasyonu ve ölüm arasındaki dengenin bozulmasına neden olur (Karin ve 

Lin, 2002). Gerçekten de, EGF’nin reseptörüne (epidermal büyüme faktörü reseptörü -

EGFR) bağlanması nihayetinde NF-kB’yi aktive etmekte ve ÖR-negatif meme kanseri 

hücrelerinde bu transkripsiyon faktörünün artmış etkinliğine büyük olasılıkla katkıda 

bulunmaktadır (Shostak ve Chariot, 2011). ÖR fonksiyonunun kaybı, nihayetinde 

agresif, metastatik, hormona dirençli kanserler ile sonuçlanan sitokin ve büyüme 

faktörlerinin konstitütif sekresyonundan dolayı, NF-kB aktivitesi ve hiperaktif MAPK 

ile ilişkilidir (Ali ve Coombes, 2002). Progesteron reseptörünün aktivasyonu, DNA 

bağlanması ve transkripsiyon aktivitesini azaltarak NF-KB ile uyarılan gen 

ekspresyonunun inhibisyonuna yol açabilir (Kalkhoven ve ark., 1996). HER-2, şaşırtıcı 

bir şekilde IKKa’yı içeren kanonik yolak üzerinden NF-kB’yi aktive eder (Merkhofer 

ve ark., 2010). NF-kB aktivasyonu, tümör hücrelerinin hayatta kalmasını sağlar. NF-kB 

ile ilişkili olduğu bilinen en temel meme kanseri, İnflamatuar Meme Kanseri’(IBC) 

olup, IBC’yi diğer meme kanseri tiplerinden ayıran başlıca özellikler, hızlı bir şekilde 

ilerleyen meme iltihaplanmasını ve aşırı bir metastaz eğilimi içeren benzersiz bir 

fenotipidir. Üç yıllık sağ kalım oranı, inflamatuar olmayan meme kanserinde % 85 iken, 

IBC’de yaklaşık % 40'tır (Jaiyesimi ve ark., 1992). NF-kB-düzenlenmiş genler 

invazyon, proliferasyon, anjiyogenez, lenfanjiyogenez ve inflamasyonda rol oynarlar ve 

IBC’ye ait özellikleri açıklamak için iyi adaylardır (Aggarwal, 2004; Karin ve ark., 

2002). Artan kanıtlar, NF-kB ile ilişkili yolakların meme kanseri de dahil olmak üzere 

birçok malignitede bozulmuş olduğunu göstermektedir (Biswas ve ark., 2004; Cao ve 

Karin, 2003; Cogswell ve ark., 2000; Huber ve ark., 2004; Nakshatri ve ark., 1997). 

Tümör hücrelerinde apoptozu negatif olarak düzenleyen çeşitli gen ürünleri NF-kB 
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aktivasyonu ile kontrol edilmektedir (Sethi ve ark., 2008). C. Montagut ve ark. 

sitoplazmik veya nükleer NF-kB ekspresyonu ile tümör boyutu, nodal durumu, grade, 

histolojik tip, ÖR ve HER-2 / neu dahil olmak üzere klinik patolojik özellikler arasında 

anlamlı bir korelasyon bulunmadığını ancak p65 aktivasyonunun neoadjuvan 

kemoterapiye dirençle bağlantılı olduğunu rapor etmiştir (Liu ve ark., 2006). Yamei 

Zhou ve ark. NF-kB’nin aktivasyonunun, hormona bağımlı meme kanserlerinin yüksek 

riskli bir alt kümesini tanımladığını göstermiştir (Zhou ve ark., 2005). Bizim 

çalışmamızda ise NF-kB’nin farklı metformin dozlarındaki (0 mM ve 25 mM) etkisine 

bakıldığında 25 mM metformin varlığında non-tumoral primer hücre kültüründe 

istatistiksel olarak herhangi bir anlamlı değişiklik gözlenmedi. Tümör primer 

kültüründe ise 25 mM metformin varlığında nuklear NF-KB ekspresyonunda anlamlı 

bir düşüş gözlenirken (0,029), sitoplazmik NF-kB ekspresyonunda istatistiksel olarak 

anlamlı bir artış gözlendi (p=0,024). Aynı ekspresyon çalışması gerçek zamanlı 

polimeraz tepkimesiyle de tekrarlanmasına rağmen metformin varlığında/olmadığında 

istatistiksel olarak herhangi bir anlamlılık gözlenmedi. 

NF-kB’ye ait aktivasyon çalışmasında ise hem metformin varlığında hem de 

metformin yokluğunda NF-kB aktivitesi non-tumoral hücrelere kıyasla tümör 

hücrelerinde anlamlı derecede yüksek bulundu (sırasıyla 0,049 ve 0,015). 25 mM 

metformin varlığında tümör hücrelerindeki NF-kB aktivitesinin istatistiksel olarak 

anlamlı olduğu gözlendi (p<0,0001). 

Meme kanseri olan hastaların yaklaşık % 40’ında mikrometastaz olduğu 

bilinmektedir. Bu saptanamayan kansere bağlı sorun, hastaların gelecekte ölümlerine 

yol açabilmektedir (Liu ve ark., 2006). Ekstraselüler matriksin bozulması, tümör 

hücrelerinin lokal doku ve kan damarlarını istila etmesine ve yeni bir metastatik 

konuma geçmesine izin veren önemli bir işlemdir. Tümör hücreleri büyük ölçüde tümör 

invazyonu ve metastazını etkileyen serin proteinazlar, aspartik proteinazlar, sistein 

proteinazlar ve MMPler salgılar (Nagase ve ark., 2006; Page-McCaw ve ark., 2007; 

Stamenkovic, 2000). MMPler hemen hemen her tip kanserde düzenlenir ve 

ekspresyonları proliferasyon, invazyon, epitelyal-mezenkimal transformasyon, metastaz 

ve anjiyogenez dahil olmak üzere kanser progresyonunun çeşitli vital yönleriyle 

bağlantılıdır (Benson ve ark., 2013). MMP’ler genellikle kötü bir prognozla ilişkilidir 

(Curran ve ark., 2004). Özellikle, MMP-1, -2, -3, -7, -9 ve -14’ün, tümör invazyonu, 
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metastaz ve anjiyogenezde kilit faktörler olduğu düşünülmektedir (Chabottaux ve ark., 

2006; Pivetta ve ark., 2011; Sternlicht ve Bergers, 2000; Surowiak ve ark., 2001). 

MMP-1 ve -9, kanser hücresi proliferasyonu, tümör invazyonu ve epitelyal-mezenkimal 

transformasyonla ilişkilendirilmiştir (Balduyck ve ark., 2000; Basset ve ark., 1990; 

Chabottaux ve ark., 2006; Delassus ve ark., 2008; Hegedus ve ark., 2008). Meme 

kanseri dokusunda, ELISA ile normal meme dokusuna kıyasla daha yüksek bir MMP-1 

ve -9 protein konsantrasyonu rapor edilmiştir (Przybylowska ve ark., 2006). Birçok 

çalışma, MMP sayısının genel ekspresyonunun meme tümörü progresyonu ile birlikte 

arttığını ve bazı MMP’lerin tümör invazyonu, metastaz veya daha kötü sonuçla ilişkili 

olduğunu göstermiştir (Song ve ark., 2013). MMP-9 potansiyel bir biyobelirteçtir ve 

yüksek ekspresyonu birçok kanser türünde gösterilmiştir (Kim ve ark., 2006), bununla 

birlikte ekspresyonu meme kanseri üzerinde yapılan tüm çalışmalarda tutarlı değildir. 

İnvazif duktal karsinomada artan MMP-9 ekspresyonunun bazı çalışmalarda potansiyel 

bir biyobelirteç olduğu rapor edilmiştir (Fernandez-Guinea ve ark., 2013; Sullu ve ark., 

2011). Çalışmamızda MMP-9’un farklı metformin dozlarındaki (0 mM ve 25 mM) 

etkisine bakıldığında, 0 mM metformin varlığında MMP-9 ekspresyonunun tümör 

primer hücrelerinde non-tumoral olanlara kıyasla istatistiksel olarak anlamlı seviyede 

yüksek olduğu saptandı (p=0,0017). 25 mM metformin varlığında tümör primer hücre 

kültüründeki MMP-9 ekspresyonundaki azalma istatistiksel olarak anlamlı bulundu 

(p=0,0021). Aynı ekspresyon çalışması gerçek zamanlı polimeraz tepkimesiyle de 

tekrarlandığında ise tümör primer kültürlerinde 25 mM metformin varlığındaki MMP-

9’daki azalma istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p=0,03) 

Feng ve ark. tarafından sunulan bir mikrodizi deneyine dayanan sonuçlarda, 

MMP-2’nin, “yüksek riskli grup” 'de tarif edilen hastalarda aşırı eksprese edildiği 

gösterildi (Feng ve ark., 2007). Tüm kanserlerinde MMP-2 tutulumunu doğrulayan 

birkaç preklinik yayın bulunmaktadır. Mide, pankreas ve prostat kanserleri olan 

hastalarda yüksek MMP-2 seviyesinin olumsuz sonuçları öngördüğü gösterilmiştir 

(Agnantis ve ark., 2004). Di Carlo ve ark., MMP-9 / MMP-2 oranının benign hastalıklar 

ve sağlıklı bireyler ile karşılaştırıldığında kanser hastalarında daha iyi olduğunu 

belirtmişlerdir. Bu nedenle, tümör hücrelerinde, stromal fibroblastlarda gözlemlenen ve 

tümör hücrelerinde infiltre olan bu proteazın yüksek konsantrasyonu, tümör invazyonu, 

metastatik potansiyel ve kötü prognoz ile ilişkilendirilmiştir (Di Carlo ve ark., 2005). 

Ogasawara ve ark. ayrıca insan meme kanseri dokusu ve hücre serilerinde yüksek 
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seviyelerde MMP-2’ye dikkat çekmiştir (Ogasawara ve ark., 2005). İlginç olarak, bazı 

tümörlerde, lenf nodu metastazları ve azalan MMP-2 mRNA ekspresyon seviyeleri 

arasında bir korelasyon gözlenmektedir (Hao ve ark., 2004). Talvensaari-Mattila ve ark. 

MMP-2’nin, hormon reseptörü negatif kötü prognoz alt grubundaki hastalarda yer alan 

geniş bir seride meme karsinomunda prognostik faktör olarak rolünü göstermiştir 

(Talvensaari-Mattila ve ark., 1998). İlginç bir şekilde, meme kanseri tümörlerinde 

yüksek seviyelerde MMP-2’nin, agresif hastalık belirteci olan HER2 / neu gen 

amplifikasyonu ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (Decock ve ark., 2007; Decock ve ark., 

2005; La Rocca ve ark., 2004). MMP-2 ekspresyonu, invaziv meme kanseri hücre dizisi 

MDA-MB-231’de invaziv olmayan MCF-7 veya referans HBL-100 meme hücresi 

soyuna kıyasla daha yüksek olarak gözlenmektedir (Jezierska ve ark., 2006; Jezierska 

ve ark., 2006). Mendes ve ark., beyinde MMP-2 aktivitesinin eşlik ettiği mikro-metastaz 

gelişimini gözlemlemiş, meme kanseri beyin metastazının gelişimini hayvanlarda 

önemli ölçüde azaltabildikleri ve seçici sentetik MMP inhibitörü olan PD 166793 ile 

tedavi ile ENU1546’nın invaziv hücre davranışını azaltabildiklerini göstermiştir 

(Mendes ve ark., 2007; Mendes ve ark., 2005). Liu ve ark. tümör dokusunda saptanan 

MMP-2 düzeyinin meme kanseri hastalarının tümör boyutu ile anlamlı derecede pozitif 

korelasyon gösterdiğini belirtmiştir (Liu ve ark., 2006). MMP-2 ve diğer 

metalloproteinazların, örneğin MMP-9’un birlikte ekspresyonu, tanısı konan nod-

negatif meme kanseri hastalarında da anlamlı prognostik değere sahiptir (Kim ve ark., 

2006). Bizim çalışmada ise MMP-2’nin farklı metformin dozlarındaki (0 mM ve 25 

mM) etkisine bakıldığında ilk anda MMP-2 ekspresyonunun tümör primer hücrelerinde 

non-tumoral olanlara kıyasla istatistiksel olarak anlamlı seviyede yüksek olduğu 

saptandı (p=0,0003). 25 mM metformin varlığında tümör primer hücre kültüründeki 

MMP-2 ekspresyonundaki azalma istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p=0.0004). Aynı 

ekspresyon çalışması gerçek zamanlı polimeraz tepkimesiyle de tekrarlanmasına 

rağmen metformin varlığında ya da hiç uygulanmadığında istatistiksel olarak herhangi 

bir anlamlılık gözlenmedi. 

Kanser hücrelerinin büyümesi ve hayatta kalması, genetik olarak programlanmış 

hücre ölümünün -apoptozun azalan seviyesi ile ilişkilidir (Waxman ve Schwartz, 2003). 

Apoptoz, hücre ölümünü başlatmak için çeşitli moleküllerin aktivasyonu dahil, sıkı bir 

şekilde düzenlenmiş programlanmış hücre ölüm sürecidir. Tümör hücrelerinde 

apoptozun spesifik aktivasyonu kanser tedavisi için umut verici bir yaklaşım 
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sunmaktadır. Hücrenin programlanmış hücre ölümü için doğal mekanizması olan 

apoptoz, özellikle uzun ömürlü memelilerde (Danial ve Korsmeyer, 2004) homeostazın 

yanı sıra gelişimde kritik bir rol oynadığı için önemlidir (Hassan ve ark., 2014). DNA 

hasarı veya kontrolsüz proliferasyon dahil olmak üzere apoptotik yolun aktive olmasına 

neden olacak çok çeşitli koşullar vardır (Lopez ve Tait, 2015). Apoptotik kontrolün 

kaybı, kanser hücrelerinin daha uzun süre hayatta kalmalarına ve tümör ilerlemesi 

sırasında invazyonu arttırabilen, anjiyojenezi uyarabilen, hücre proliferasyonunu 

deregüle edebilen ve farklılaşmayı engelleyebilen mutasyonların birikmesi için daha 

fazla zaman sağlar (Hassan ve ark., 2014). Bu nedenle kanser hücrelerinde apoptozu 

indükleyen sitotoksik ajanlar antikanser kemoterapötik ajanlar olarak kullanılır 

(Hickman, 1992). Haliyle, kemoterapi, radyasyon ve hormonal tedavileri içeren 

geleneksel tedavilerin tümü, meme kanseri hücrelerini yok etmek için büyük ölçüde 

apoptoza dayanır (Parton ve ark., 2001). Yasmeen ve ark., over kanserinde apoptoz 

etkenine baktıkları bir çalışmada metforminin, OVCAR-3 hücre serisinde daha belirgin 

bir etki göstermekle birlikte OVCAR-3 ve OVCAR-4 hücre serilerinde doza bağlı (0 

mM, 5 mM, 10 mM ve 20 mM) apoptoza neden olduğunu rapor etmişlerdir (Yasmeen 

ve ark., 2011). Malki ve ark., bir başka apoptoz çalışmasında MCF-7 meme kanseri 

hücre serisinde 10 mM metformin dozunda metformin verilmeyen kontrol grubuna 

kıyasla istatistiksel olarak anlamlı seviyede apoptotik hücre ölümü olduğunu rapor 

etmişlerdir (Malki ve Youssef, 2011). Karşılaştırmalı olarak yaptığımız akım sitometri 

yöntemiyle yapılan apoptoz çalışmasında, ilk anda apoptoz oranları non-tumoral 

olanlarda tümör hücrelerine kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek bulundu 

(p=0,008). 25 mM metformin varlığında tümör hücrelerinde apoptozdaki artış non-

tumoral hücrelerdekilere kıyasla istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek bulundu 

(p=0,03). Tümör hücreleri kendi içerisinde değerlendirildiğinde ise 25 mM metformin 

varlığında apoptozdaki artış istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p<0,0001). 

Fosforilasyonlar, asetilasyonlar, glikozilasyonlar, alternatif RNA ekleme, 

translasyon sonrası modifikasyonlar ve protein kırpılmaları dahil olmak üzere 

proteinlerin ifadesi 1 000 000’a kadar çıkabilir (Andersson ve ark., 2007). Gen dizisi ve 

hücre fizyolojisi arasında doğrudan bağlantı sağlayan proteomikslerin, hastalık gelişimi, 

prognozu ve tedaviye yanıtı değerlendirmek için genomik analizleri tamamlaması 

beklenmektedir (Fink-Retter ve ark., 2009). Son yıllarda kullanılan proteomik 

yöntemler giderek artmaktadır. Yüksek verimle, proteomik teknikleri kullanarak çok 
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sayıda proteinlerin eşzamanlı analizinin yapılması, yanlış protein biyobelirteçlerinin 

keşfine sebep olabilmektedir (Zakharchenko ve ark., 2011). Bu nedenle, proteomik 

çalışmalar için önerilmiş olan bireysel biyobelirteçlerin tanımlanmasını ve ifade 

değişimini teyit etmek için ikinci bir bağımsız teknik (örneğin, immünoblotlama) 

kullanılmaktadır. Tarif edilen proteomik metodolojiler varsayılan protein 

biyobelirteçlerinin hücresel lokalizasyonu ile ilgili herhangi bir bilgi sağlamadığından, 

gerekli klinik bilgilerle yeterli sayıda uygun klinik numunenin mevcudiyetine dayanarak 

klinik validasyon sağlayabilen yöntemler kullanılarak daha fazla analiz yapılması bir 

gereklilik arz etmektedir. Kanser göstergelerinin tanımlanmasında, proteomik 

teknolojiler, farklılaşma, fonksiyonel ve düzenleyici yolları tanımlama, doku ve 

biyolojik sıvılardaki hastalığa neden olan moleküllerin yapısını belirleme, hastalığa 

veya kişiye özgü farklılıklar ve hastalık aşamalarını ortaya koyma gibi değerli bilgiler 

üretilmektedir. 

Bununla birlikte kanserin, büyüme kontrolü, yaşlanma, apoptoz, anjiyogenez ve 

metastaz gibi bir takım hücresel süreçlerdeki ardışık genetik değişimlerden 

kaynaklandığı düşünülmektedir (Mommers ve ark., 1999; J. S. Reis-Filho ve Lakhani, 

2003). Sonuç olarak, araştırmacılar başlangıçta yeni biyobelirteçler sağlayan genomik 

ve transkriptomik yaklaşımlar kullanarak, yeni biyobelirteçler kanserin genetik temeline 

dair anlayışımızı genişletecek çalışmalar yapmışlardır (Miki ve ark., 1994; van 't Veer 

ve ark., 2002; Vogelstein ve Kinzler, 1994; Wang ve ark., 2005). Bununla birlikte, şu 

anda, gen analizinin kendi başına tamamlanmamış bir resim sağladığı anlaşılmaktadır. 

Hem mRNA’nın hem de proteinlerin alternatif birleşmesinden dolayı, 100’den fazla 

benzersiz post-translasyonal modifikasyonla birleştirildiğinde, bir gen birden fazla 

protein türüne neden olabilmektedir (Banks ve ark., 2000). Proteome analizi, gen dizisi 

ve hücresel fizyoloji arasındaki bağlantıyı sağlayabildiğinden (Dove, 1999), 

proteomiklerin hastalık gelişimi, prognozu ve tedaviye yanıtı değerlendirmek için gen 

analizlerini tamamlaması beklenir (Clarke ve ark., 2003). 2-DE analizini ve MALDI-

TOF MS’yi kullanarak, Liu ve arkadaşları 14-3-3σ ekspresyonunu artıran insan 

kanserine ait hücre dizilerinin, ilaç direncine katkıda bulunduğunu, böyle bir 

değişikliğin klinik kemoterapiye dirençle ilişkili olduğunu gösterdi (Liu ve ark., 2006).  

Homo sapiens keratin 7, tip II (KRT7), bir protein kodlayıcı gen olup Tip II 

sitokeratinler, heterotipik keratin zincirlerinin çiftleri halinde düzenlenmiş ve basit ve 
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tabakalı epitelyal dokuların farklılaşması sırasında birlikte eksprese edilen bazik veya 

nötr proteinlerdir (Karantza, 2011). KRT7 aşırı ekspresyonu servikal (Lambaudie ve 

ark., 2014) ve kolorektal kanserler (Harbaum ve ark., 2011) dahil olmak üzere birçok 

neoplastik hastalıkta gözlenmekte ve sitoskeletal sinyalleşme ve EGFR1 yolu dahil 

olmak üzere çeşitli kanser ile ilişkili yollarda rol oynamaktadır (Kanduc, 2002; Pujal ve 

ark., 2009; Sandilands ve ark., 2013). Gastrik kanserde (Huang ve ark., 2016) ve 

mesane kanserinde up-regüle olduğu gösterilmiştir (Aaboe ve ark., 2005). KRT7, buna 

karşın bizim ilk andaki protein karakterizasyonu çalışmamızda non-tumoral primer 

kültüründe tümör hücrelerine kıyasla 15.8 kat yüksek olarak saptanmıştır. 

GARS bir tRNA ligaz olup RNA polimeraz II aracılı transkripsiyon 

düzenlemesinde aktif rol üstlenmektedir. Nörodejeneratif hastalıklarda (Yao ve Fox, 

2013) ve özellikle kolorektal kanserlerde (Croner ve ark., 2017) ekspresyonunda artış 

gözlenmiştir. GARS, buna karşın bizim ilk andaki protein karakterizasyonu 

çalışmamızda non-tumoral primer kültüründe tümör hücrelerine kıyasla 5.7 kat yüksek 

olarak saptanmıştır. 

Fonksiyonel olarak, ANP32A katı tümörlerde onkogen veya tümör supresörü 

olarak görev yapabilir. Prostat kanserinde (Kadkol ve ark.,1998), kolorektal kanserde 

(Shi ve ark., 2011), yumurtalık kanserinde (Li ve ark., 2012; Ouellet ve ark., 2006) ve 

karaciğer kanserinde (Li ve ark., 2012) yüksek ANP32A ekspresyonu gözlenmiştir. Bir 

ksenograft modelinde karaciğer kanserinin büyümesini teşvik ettiği (Zhu ve ark., 2010) 

ve kötü diferansiye prostat karsinom hücrelerinin proliferasyonunu koruduğu rapor 

edilmiştir (Brody ve ark., 2004). Diğer taraftan, ANP32A’nın onkojen aracılı 

transformasyonu ve apoptoz aktivasyonu yoluyla servikal kanser hücresi büyümesini 

bastırdığı gösterilmiştir (Pan ve ark., 2009). ANP32A’nın bu karşıt işlevleri, ilgili 

hücrelerin farklı genetik geçmişine atfedilebilir. ANP32A, apoptoz mekanizmalarının 

sağlam olduğu hücrelerde hücre ölümüne neden olurken, apoptoz yolakları bozulmuş 

hücrelerin proliferasyonunu indükleyebilir (Reilly ve ark., 2014). ANP32A, buna karşın 

bizim ilk andaki protein karakterizasyonu çalışmamızda non-tumoral primer kültüründe 

tümör hücrelerine kıyasla 6.6 kat yüksek olarak saptanmıştır. 

NEFM’nin prostat kanserlerinde ekspresyonel olarak azaldığı (Penney ve ark., 

2015) ve özellikle kanser gelişiminde metilasyona uğradığı gösterilmiştir (Calmon ve 

ark., 2015). NEFM, buna karşın bizim ilk andaki protein karakterizasyonu 
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çalışmamızda tümör hücrelerinde non-tumoral primer kültürüne kıyasla 41.2 kat yüksek 

olarak saptanmıştır. 

Meme kanseri, önümüzdeki yıllarda kadın ölüm nedenleri arasında zirvede 

olacak gibi görünmektedir. Erken tanının hayat kurtardığı düşünüldüğünde bu hastalığa 

ait kesin bir biyobelirtecin henüz bulunamamış olması hem bu hastalık üzerinde çalışan 

araştırmacı sayısını arttırmakta hem de bu hatalık için biyobelirteç ararken tesadüfi de 

olsa başka hastalıklar için yeni tanı malzemeleri edinmeyi kolaylaştırmaktadır. Meme 

kanseri de diğer kanserler gibi inflamasyon seviyesinin belirgin bir şekilde arttığı bir 

hastalıktır. İnflamasyonun beyni olarak nitelendirilen NF-kB metformin ile birlikte etki 

ettikleri doğru yolağın keşfi neticesinde meme kanseri tedavisinde olumlu sonuçlar 

verebilir gibi görünmektedir. Yine kontrollü deneylerle yapılan çalışmalar neticesinde 

örneklerden yapılacak bir proteomiks analiz, eldeki makroskopik ve moleküler verilerin 

birbiriyle olan ilişkisini kurgulamaya yardımcı olabilecektir. 
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