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Dünyada kadınlar arasında en yaygın görülen kanser türlerinden ve ölüm 

sebeplerinden biri meme kanseridir. Meme kanseri tedavisinde en çok tercih edilen 

endokrin tedavisi, seçici östrojen reseptör modülatörü (SERM) olan Tamoksifen 

(TAM)’dir. Östrojen reseptör pozitif (ER+) meme kanserinde TAM’nin uzun süreli 

kullanımı sonucu gelişen dirence karşı ve tedavinin etkinliğinin arttırılması amacıyla 

kombine tedaviler geliştirilmektedir. Endojen IAP protein ailesinin antogonisti olarak 

fonksiyon gören çeşitli SMAC mimetikleri farklı kanser türlerinde tedavide yeni kanser 

ajanları olarak ilgi çekmektedir. Bu çalışmada MCF-7 ve BT-474 ER+ meme kanser hücre 

hatlarında 48. ve 72. saatlerde Tamoksifen’in ve DEBIO 1143’ün artan 

konsantrasyonlarının ayrı ayrı ve birlikte kombine edilmesinin hücreler üzerindeki 

sitotoksik etkisini belirlemek için XTT testi, sitotoksik etkinin hangi hücre ölüm tipi ile 

ilişkili olduğunu belirlemek için birden fazla parametre kullanılarak apoptozis testi 

yapılmıştır. Elde edilen bulgular ANOVA ve ardından Dunnet’s istatistiksel analizleriyle 

değerlendirilmiştir. XTT testi bulgularımıza göre IC50  değeri MCF-7 ve BT-474 hücre 

hattında TAM için sırasıyla 3.8 ± 0.6 µM, 18.9 ± 6.7 µM’dur, DEBİO 1143 için MCF-7 

için IC50 değeri 15 ± 0.5 µM,  BT-474 hücre hattı için artan dozlardan sadece 20 µM’da 

etki görülmüştür. Kombinasyon bulgularımıza göre tüm kombinasyon dozlarında her iki 

hücre hattı için de sinerjistik etki olduğu belirlenmiştir. Elde edilen kombinasyon 

bulgularımız, ANOVA ve Dunnet’s analizlerine göre her iki hücrre hattı için de 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmuştur (p<0.001). Kombinasyonun sitotoksik etkisinin 

her iki hücre hattında da apoptozis ile olmadığı, diğer hücre ölüm tipleri ile ilişkili 

olabileceği gösterilmiştir. Sonuç olarak, ER+ meme kanseri hücre hatlarında 

kombinasyon dozlarının sitotoksik etkisinin, kemoterapötik ilacın ve SMAC mimetiğinin 

kombinasyondaki dozlarının tek başına uygulanmasına göre sinerjistik etkili olduğu 

belirlenmiştir. Kombine uygulamanın sitotoksik etkisinin apoptozis dışında hangi hücre 

ölüm tipi mekanizması ile olabileceğini belirlemek amacıyla ileri araştırmalara ihtiyaç 

olduğu sonucuna varılmıştır. 

 

Anahtar Kelimeler: DEBİO 1143, ER + meme kanseri, SMAC mimetik, Tamoksifen. 

 

2018, 77 sayfa. 
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Breast cancer is one of the most common and deadly cancer type among the women in the 

world. Tamoxifen (TAM), which is a selective estrogen modulator (SERM) is the most 

fovoured anti-hormone therapy for breast cancer. Combination therapies are being 

developed against developing resistance due to long time usage of TAM in the estrogen 

receptor positive (ER+) breast cancer and to increase the efficacy of treatment. Various 

SMAC mimetics which function as antagonists of the endogenous IAP protein family have 

drawn great attention as new cancer agents in treatment of different types of cancer in 

recent years. In this study, it is aimed to be revealed cytotoxic effect of using TAM and 

DEBIO 1143 as single agents and combined agents with increasing concentrations in 

MCF-7 and BT-474 ER+ breast cancer cell lines. Concentrations applied at 48th and 72th 

hours. Results are achieved by using XTT cytotoxicity test. To determine cytotoxic effect 

and which type of cell death to associate with, multi parameter apoptosis assay has been 

performed. The obtained data were analyzed by using one-way analysis of variance test 

(ANOVA) and Dunnet’s statistical test. According to XTT test results IC50 value of TAM 

has been detected as 3.8 ± 0.6 µM, 18.9 ± 6.7 µM in MCF-7 and BT-474 cells, 

respectively. However IC50 value of DEBIO 1143 has been detected only in MCF-7 cells 

as 15 ± 0.5 µM. DEBİO 1143 agent’s low cytotoxic effect has been detected only for 20 

µM in BT-474 cells. According to our combination data, it has been observed that there 

is a synergistic effect to all of combination doses in both cell lines. Our combination 

results obtained were found statistically significant according to ANOVA and Dunnet`s 

analysis for both cell lines (p<0.001). It is showed that the cytotoxic effect of combination 

was not associated with apoptosis, might be related to the other types of cell death. As a 

result, cytotoxic effect of combination doses in ER+ cells, compared to single application 

of TAM and DEBİO 1143 has synergistic effect. It is concluded that advanced researches 

are needed to be performed to determine cytotoxic effect of combined treatment might be 

associated with which type of cell death mechanism except for apoptosis. 
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1. GİRİŞ 

 

Meme kanseri dünyada kadınlar arasında görülen en yaygın ölüm sebeplerinden 

biri olan heterojen hastalık gruplarından birisidir. Hastalığın ortaya çıkmasında rol 

oynayan nedenler kontrolsüz hücre gelişimi ve farklılaşması ve normal programlanmış 

hücre ölümünün kaybıdır. Meme kanserinin alt tipleri arasındaki moleküler farklılıklara 

göre çeşitli tedavi seçenekleri uygulanmaktadır. Klasik tedavide uygulanan kemoterapötik 

ilaçların yan etkileri ve uzun süreli kullanımı sonucunda ilaca karşı direnç 

gelişebilmektedir [1]. 

 

İnsanlardaki meme kanserlerinin %60’dan fazlası östrojen reseptör (ER) pozitiftir. 

Seçici östrojen reseptör modülatörü (SERM) olan Tamoksifen (TAM), bu kanser tipinde 

kullanılan en yaygın endokrin tedavidir. Östrojen reseptör pozitif (ER+) meme kanseri 

olan hastaların yaklaşık olarak %50-60’ı Tamoksifen’den yarar sağlarken, bazılarında ise 

Tamoksifen’e karşı yanıt alınamamaktadır. Tamoksifen’in ya da membrana/sitoplazmaya 

bağımlı ER’nün sinyallemeye aracılık eden moleküllerle çoklu etkileşimi aracılığıyla 

epidermal büyüme faktörü reseptörü/insan epidermal büyüme faktörü reseptörü 2 

(EGFR/HER2) yolağı aktive edilebilir. Aktive edilen alt kademedeki (downstream) 

kinazlar nüklear ER ve onun kofaktörlerini fosforilleyebilir. Böylece, sinyal çevrimiyle 

EGFR/HER2 yolağındaki genlerin ifadesinde artış olur. HER2’yi aşırı ifade eden 

hücrelerde alt kademedeki kinazların aktivasyonu sonucu Tamoksifen’e direnç 

gelişebilmektedir [2]. 

 

İkinci mitokondriyal kökenli kaspaz aktivatörü (SMAC) mimetikleri, kanser 

tedavisinde hedeflenen ilaçların yeni bir sınıfıdır. Hematolojik kanserler ve solid 

tümörlerin tedavisi için geliştirilmektedir.  

 

Son yıllarda farklı kanser tiplerinde kemoterapötiklerle birlikte endojen apoptozis 

inhibitör proteini (IAP) antogonisti SMAC’ı taklit eden IAP’nin küçük moleküllü 

inhibitörleri olan SMAC mimetikleriyle kombinasyon tedavilerine yönelik çalışmalara 

ilgi artmıştır. Çeşitli çalışmalar, hem monovalent hem de bivalent SMAC mimetiklerinin; 

diğer antikanser ajanların antitümör aktivitesini artırdığını, in vitro insan kanser hücre 
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hatlarında apoptozisi teşvik etttiğini, insan kanseri hayvan modellerinde tümör iyileştirme 

kapasitesi olduğunu göstermiştir [3]. 

 

SMAC mimetiklerinden olan DEBİO 1143, XIAP’ı ve cIAP1/2’yi etkili şekilde 

hedefleyen oral açıdan aktif bir SMAC mimetiğidir [4]. DEBİO 1143’ün, çeşitli insan 

kanser hücre hatları ile ilgili in vitro araştırmalarda kanser hücresi gelişimini yüksek 

etkinlikle baskıladığı belirtilmektedir. Fare, sıçan, köpek ve insan olmayan primatlarda 

yapılmış in vivo ksenograft tümör araştırmalarında apoptozisi indüklediği gösterilmiştir. 

Günümüzde DEBİO 1143, insan kanser tedavisi için faz-1 klinik denemelerinde 

araştırılmaktadır [5]. 

 

Günümüzde kullanılan anti-endokrin ilaçlar farklı aksiyon mekanizmalarına 

sahiptir ve onların ajanlarla kombine edilmesi endokrin tedavinin (ET) etkinliğini artırır 

yaklaşımı mantıklı tedavi stratejilerindendir [6]. Hurwitz ve arkadaşlarının [7] ilk kez 

yaptıkları ilerlemiş farklı tipte kanser hastalarında DEBİO 1143 ile ilgili farmokokinetik 

ve farmokodinamik araştırmada, ajanın yardımcı bir tedavi olarak geliştirilebileceği 

belirtilmektedir.  

 

SMAC mimetiklerinin kaspaz-8’i aktive ederek apoptozisin teşvik edilmesiyle 

sitotoksik etki gösterdiği belirtilmektedir [8, 9]. Ancak yapılmış bazı çalışmalarda da, 

kaspaz aktivasyonu olmayan kanser hücrelerinde SMAC mimetiklerinin diğer hücre ölüm 

tiplerinden nekroptozisi aktive ettiği rapor edilmiştir [10]. 

 

Yeni bir ajan olan DEBİO 1143 ile Tamoksifen’in kombine tedavisi ile ilgili meme 

kanserine ilişkin yapılmış çalışmaya rastlanmamıştır. Bu kapsamda çalışmamızda, MCF-

7 (Luminal A tipi) ve BT-474 (Luminal B tipi) östrojen reseptör pozitif meme kanseri 

hücre hatlarında Tamoksifen ile SMAC mimetiği DEBİO 1143’ün birlikte 

uygulanmasının hücreler üzerindeki sitotoksik etkisi ve bu etkinin hangi hücre ölüm tipi 

ile ilişkili olabileceğinin araştırılması amaçlanmıştır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Meme Kanseri 

Meme kanseri kadınlar arasında en geniş dağılım gösteren, tüm kanser vakalarının 

% 26’sına denk gelen ve kadın ölümlerindeki nedenlerin ikinci faktörü olan bir kanser 

türüdür. Genel olarak, meme kanseri riski yaşla birlikte artmaktadır, ama aynı zamanda 

genetik olarak da bileşen içermektedir. Çünkü meme kanserinin gelişimi sıklıkla hücresel 

farklılaşmayı ve büyümeyi kontrol eden genlerdeki mutasyonlardan kaynaklanmaktadır. 

Meme kanseri klinik ve biyolojik olarak çeşitli özelliklere sahip farklı alt tipleri olan 

heterojen bir hastalık olduğundan tedavisinde birçok zorlukla karşılaşılmaktadır [1]. 

 

Meme kanseri, heterojen bir hastalıktır. Kadınlarda en sık rastlanılan ve kanserin 

sebep olduğu ölümlerde ikinci sırada gelen bir kanser türü olduğu Dünya Sağlık Örgütü 

(WHO) tarafından belirtilmektedir. Meme kanseri ile ilişkili bazı risk faktörleri yaş, 

cinsiyet, aile geçmişi, alkol tüketimi ve obezitedir [11].  

 

Amerika’da 2015’te tahmin edilen yeni meme kanseri vakaları yaklaşık olarak 

231800’dür ve bu rakam da tüm kanserlerin %29’una denk gelmektedir. Avrupa birliğinde 

ise meme kanseri 2009’dan beri azalmaktadır ve bu yüzde %10.2’dir [12].  

 

Türkiye’de meme kanseri sıklığı hızla artmaktadır. 1993 yılında yapılan bir 

çalışmada 24.1/100.000 olarak hesaplanan meme kanseri sıklığının, 2010 yılında 

50/100.000’e ulaştığı tahmin edilmektedir. Bu sonuçlar, son 20 yıl içerisinde Türkiye’de 

meme kanseri sıklığının 2 katından daha fazla arttığını göstermektedir [13]. 

 

2.1.1. Meme Kanseri Tipleri 

Yapılan çalışmalarda meme kanseri beş sınıfa ayrılmıştır: Luminal A, Luminal B, 

HER2 Pozitif, Bazal benzeri, Üçlü Negatif (Tablo 2.1). Çeşitli çalışmalar Luminal A’nın 

daha iyi farklılaşmış tümörler olduğunu, yaşlı hastalarda görüldüğünü ve diğer tiplere 

kıyasla en iyi prognoza sahip olduğunu göstermiştir. Beş yıllık sağkalım oranı %95’tir. 

Luminal B tipi, proliferasyon ile ilgili genlerin daha yüksek ekspresyonuna sahiptir ve 

Luminal A’dan daha kötü prognozu vardır. Beş yıllık sağkalım oranı %50’dir. HER2 tipi 

nodal metastaz ile karakterizedir. Beş yıllık sağkalım oranı %30’dur [14]. Bazal benzeri 
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tip sıklıkla daha genç hastalarda oluşmaktadır ve iç organ metastazıyla karakterizedir. Beş 

yıllık sağkalım oranı %10’dur [15]. Üçlü negatif meme kanseri, hızlı tümör büyümesiyle 

ve diyagnozdan iki üç yıl sonra tekrarlamasıyla karakterizedir. Üçlü negative meme 

kanseri olan hastalarda, tekrarlamaların birçoğu diyagnozdan sonraki beş yıldan kısa 

sürede gerçekleşmektedir. Hastanın yaşına ve klinik faktörlere bağlı olarak beş ve on yıllık 

sağkalım oranı vardır [16]. 

 

Tablo 2.1. Meme kanseri hücrelerinin sınıflandırılışına göre ekspresyon durumları [14] 
 

Meme Kanseri Hücre Tipi ER* HER2** EGFR*** 

Luminal A + - -/+ 

Luminal B + + -/+ 

HER2 Pozitif - + -/+ 

Bazal Benzeri - - + 

Üçlü Negatif - - - 

*ER Östrojen Reseptörü (Estrogen Receptor) 

**HER2 İnsan Epidermal Büyüme Faktörü Reseptörü 2 (Human epidermal growth 

factor receptor 2) 

*** Epidermal Büyüme Faktörü Reseptörü (EGFR Epidermal growth factor 

receptor) 

 

2.1.2. Meme Kanserinde Tedavi Yaklaşımları  

Östrojen reseptörü (ER), progesteron reseptörü (PR) ve ERBB2/HER2 gibi 

belirteçler tanı için ve hastaların tedavilerine karar vermek için ayırmakta kullanılmaktadır 

[17]. Luminal tümörlerde hormon reseptörleri pozitif olduğundan kemoterapiden 

kaçınılması ve endokrin tedavinin ön plana alınması gerekmektedir. Diğer tip tümörlerde 

ise kemoterapinin ön plana alınması gerekmektedir [18]. 

 

Meme kanserlerinin yaklaşık %80’ni östrojen reseptör pozitiftir (ER+). Bu 

nedenle hastaların büyük bir kısmında cerrahi müdahaleyi tamamlayıcı tedavi endokrin 

terapidir (ET). ET’de seçici östrojen reseptör modülatörleri (SERM), ER down 

regülatörleri (SERD) ve aromataz inhibitörleri (AI) kullanılmaktadır. Seçici östrojen 

reseptör modülatörü olan Tamoksifen en yaygın kullanılan kemoterapötiklerdendir [6]. 
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Menopoz sonrası kadınlarda adrenal bezlerden androjenik substratların 

sentezlendiği zaman aromataz enzimi tarafından östradiole dönüştürüldüğü 

belirtilmektedir. Aromataz inhibitörleri (AI), bu hastalarda plazma östrojen seviyelerini 

baskılamaktadır [19].  

 

Ulusal Kanada Kanser Enstitüsü (NCIC) MA.17 denemesi, 5 yıl boyunca 

Tamoksifen kullanan hastaların sonrasında 5 yıl letrozol kullanmasının plasebo ile 

karşılaştırıldığında hastalıksız sağkalımı önemli derecede arttırdığını göstermiştir [19]. 

 

Endokrin direnci metastatik meme kanseri olan ER+ hastalarda kritik bir konudur. 

Bazı tümörler, endokrin ajanlarına karşı intrinsik direnç göstermektedir. PI3K/Akt/mTOR 

yolağının aktivasyonu, ER’in östrojen bağımsız aktivasyonuna neden olmaktadır. Bu 

durum endokrin tedavisine dirençle ilişkilendirilmektedir. Preklinik çalışmalar, mTOR 

inhibisyonunun endokrin tedavisine hassasiyeti yenilediğini ve meme kanseri 

hücrelerinde apoptozisi indüklediğini göstermiştir. [19]. 

 

2.1.2.1. Tamoksifen 

Tamoksifen (Şekil 2.1) [20] seçici östrojen reseptör modülatörüdür (SERM). [21]. 

Endokrin terapisi gerekli olduğunda hem premenopoz hem de postmenopoz dönemindeki 

kadınlarda en yaygın kullanılan ilaçtır [12]. 

 

 

 

Şekil 2.1. Tamoksifen’in kimyasal yapısı 

 

Tamoksifen’in meme kanseri tedavisinde kullanılmaya başlanması, 1958 yılında 

Dr. Elwood Jensen’in östrojen reseptörlerini keşfetmesine dayanmaktadır [22]. Jensen’ın 

bu buluşu birçok kadının hayatını kurtarmıştır [23]. İlk keşfedildiği yıllarda Tamoksifen, 
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subfertil kadınlarda ovulasyonun indüklenmesi ve postmenopoz dönemdeki kadınların 

metastatik meme kanserinin tedavisi gibi limitli alanda kullanılmıştır. Ancak daha 

sonradan yapılan çalışmalar, yüksek meme kanseri riskine sahip kadınlarda Tamoksifen 

sayesinde bu risk oranının düştüğünü göstermiştir. 1970’lerde yapılan çalışma sayesinde, 

Tamoksifen’in östrojen reseptör meme kanserlerini uzun dönemde tedavi ettiği 

keşfedilmiştir [24].  

 

Östrojen, normal ve kanserli meme epitel hücrelerindeki östrojen reseptörüne (ER) 

bağlanarak reseptörü aktive etmekte ve bu da hücre bölünmesi, hücre ölümünün 

baskılanması, yeni kan damarı oluşumu ve proteaz aktivitesinden sorumlu olan genlerin 

aktivasyonuna yol açmaktadır [25]. Bu nedenle hormon reseptör pozitif (HR+) hastalarda 

endokrin terapi (ET), tedavinin temelini oluşturmaktadır [6].  

 

TAM, östrojen reseptörü pozitif (ER+) meme kanseri olan kadınlarda ölümü ve 

hastalığın tekrarlanmasını azaltır. Ayrıca, yüksek meme kanseri riski taşıyan kadınlarda 

primer önlem yöntemidir [21].  

 

Postmenapozal kadınlarda, Tamoksifen gibi geleneksel endokrin tedavileri, 

östrojen reseptörünü hedefleyerek östrojeni inhibe etmeye çalışmaktadır [26]. 

Tamoksifen, meme dokusunda ER antagonisti olarak davranarak [21], östrojen 

reseptörüne bağlandığında tümör hücre ölümünü başlatarak, gelişmeyi durdurarak, 

metastazı önleyerek, anjiyogenezi azaltarak etkisini göstermektedir [27]. Tamoksifen 

tedavisinden optimal verim genellikle 5 yıllık kullanımla alınmaktadır. Ne yazık ki uzun 

süreli Tamoksifen kullanımı de novo ya da kazanılmış ilaca direnç ve tromboembolik 

durumlar, endometriyal kanser oranında artma gibi istenmeyen yan etkilerle 

ilişkilendirilmektedir [28].  

 

2.1.3. Meme Kanseri Araştırmalarında Kullanılan Hücre Hatları 

Meme kanseri, kadınlarda en sık karşılaşılan malignitedir. Bu kanserin populasyon 

üzerindeki büyük etkisi nedeniyle, kritik bir halk sağlığı problemidir. Prognozunu ve 

spesifik tedavisini belirlemek için moleküler seviyede daha çok araştırma gerekmektedir. 
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Bu çalışmalar için laboratuvarda in vitro modeller olarak hücre hatları kullanılmaktadır 

[29].  

 

Bu kanser tipi, çeşitli klinik özelliklere sahip genetik ve epigenetik olarak farklı 

hastalık gruplarını içeren yüksek derece heterojen bir kanser türüdür [30]. Meme kanseri 

hücre hatları, meme kanseri patobiyolojisini ve yeni tedavileri araştırmak için geniş çapta 

kullanılmaktadır [17].  

 

ER, PR, HER2 durumlarına göre meme kanseri luminal A, luminal B, HER2 

pozitif ve üçlü negative olarak adlandırılır. Üçlü negatif tümörler, bazal, klaudin-düşük, 

MBC (metastatik meme kanseri) ve interferonca zengin olarakta ayrılabilir (Şekil 2.2). 

[30].  

 

 

 

Şekil 2.2. Meme kanseri hücre hatları ve tümörl alt türleri [30] 

 

Araştırmacılar tarafından yapılan geniş moleküler karakterizasyon ve gen 

mutasyon analizi, meme kanseri hücre hatlarının, klinik meme tümörlerinde de 

gözlemlenen önemli moleküler özelliklere sahip olduğunu göstermiştir [31]. 

 

Bu yüzden bu çeşitlilikte çalışmada kullanılacak hücre hatlarının hangisinin iyi 

model olduğunu anlamak önemlidir [17].  
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Öte yandan meme kanseri çalışmaları için kullanılan hücre hatları çok azdır (MCF-

7, T47D ve MDA-MB-231 gibi) [30].  

 

Luminal meme kanseri hücre hatları pozitif ER ve/veya PR ekspresyonlarıyla 

karakterizedir. Bu hücre hatları, daha çok farklılaşmıştır ve sıkı hücre-hücre bağlantıları 

nedenleriyle migrasyona daha eğilimlidir. Bu durum tümör seviyesiyle bağlantılıdır [30].  

 

2.1.3.1. MCF-7 Hücre Hattı 

MCF-7, dünyada en çok çalışılan insan meme kanseri hücre hattıdır [32]. MCF-7 

hücre hattı, Dr. Soule ve arkadaşları tarafından 1973 yılında metastatik hastalığı olan 69 

yaşındaki Kafkas bir kadının plevral efüzyonundan izole edilmiştir [29] MCF-7 hücre 

hattının meme kanseri araştırmalarına en büyük katkılarından birisi ERα çalışması için 

uygun olmasıdır. Çünkü ER+ invazif insan meme kanserlerinin çoğunu taklit eden, yüksek 

seviyelerde ER eksprese eden çok az hücre hattından bir tanesidir [32]. Bu hücreler aynı 

zamanda onları medikal araştırmada değerli araçlar yapan androjen, progresteron ve 

glukokortikoid reseptörlerini üretir [33]. MCF-7 hücre hatlarının özellikleri Tablo 2.2’de 

verilmektedir. 

 

2.1.3.2. BT-474 Hücre Hattı 

BT-474 hücre hattı, Lasfargues ve arkadaşları [34] tarafından 1978 yılında 60 

yaşındaki Kafkas bir kadınının solid invazif duktal meme karsinomasından elde edilmiştir. 

Kanser biyolojisini çalışmak ve yeni ilaçlar geliştirmek için kullanılan popüler bir hücre 

hattıdır. [35]. Güçlü hücre-hücre adezyonuna ve düzensiz şekilde yerleşmiş çekirdeğe 

sahip olan BT-474 hücre hattı yığın morfolojisi içerisinde sınıflandırılmaktadır [36]. BT-

474 hücre hatlarının özellikleri Tablo 2.2’de verilmektedir. 
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Tablo 2.2. MCF-7 ve BT-474 hücre hatlarının özellikleri 

 

Hücre Hattı Tümör Tipi ER PR HER2 P53 Alt Tipi 

MCF-7 İnvaziv 

Duktal 

Karsinom 

+ + - Sağlam Luminal A 

BT-474 İnvaziv 

Duktal 

Karsinom 

+ + + Mutant Luminal B 

 

2.2. Hücre Ölüm Mekanizmaları  

DNA hasarı olan, organelleri strese giren veya onkogenleri aşırı eksprese durumda 

olan hücrelerin elimine edilmesinde major bir mekanizma olan hücre ölümü rol 

almaktadır. Aksi takdirde hücre içinde gerçekleşen tüm bu olaylar hücreyi onkogenik 

transformasyona eğilimli hale getirmektedir. Hücre ölümünü başlatan ve gerçekleştiren 

yolaklar, genetik olarak kodlanmıştır, komplekstir ve sıkı şekilde düzenlenmektedir. 

Sonuç olarak, malignite durumlarında tüm bu yolaklar sıklıkla mutasyona uğramıştır ve 

tedavi açısında tümör hücrelerinin ölümünü indüklemek önemli bir konudur [37].  

 

2.2.1. Apoptozis 

Programlı hücre ölümü olarak da bilinen apoptozis, normal gelişimde ve hasarlı 

veya mutasyonlu hücrelerin elimine edilmesinde çok hücreli organizmaların 

homeostazisinin sağlanması için gerçekleşen önemli hücresel bir işlemdir [38] (Şekil 2.3).  

 

DNA hasarı, kromozomal anormallikler, onkogen aktivasyonu, viral enfeksiyon 

ve hipoksi normal hücrede apoptozisi tetikleyebilir [39]. Bir insanda, her gün apoptozis 

nedeniyle milyarlarca hücre ölmektedir. Bu işlemden dolayı her bir kişi, bir yılda vücut 

ağırlığına eşit miktarda hücre üretip yok etmektedir [40]. 

 

Organizmalarda hücre sayısı, hücre proliferasyonu ve ölümü ile dengede 

tutulmaktadır. Apoptozis bozukluğu, nörodejeneratif, otoimmün hastalıkların ve birçok 

malignitenin karakteristiğidir [41] (Şekil 2.3).  
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Şekil 2.3. Farklı oranlardaki hücre ölümünün homeostazis üzerine etkisi. Hücre 

proliferasyonu ve hücre ölümünün oranları okların büyüklüğüyle belirtilmiştir. Hücre 

proliferasyonunun ve hücre ölümünün oranlarında dengeleyici değişikliklerin olmaması 

durumunda hücre birikimi veya hücre kaybıyla sonuçlanmaktadır [42] 

 

Apoptozisin temel efektörleri, hücre içindeki proteinleri spesifik olarak sistein 

aspartil rezidüelerinden kesen kaspazlardır [43]. Kaspazlar, apoptozisi karakterize eden 

morfolojik ve biyokimyasal değişikliklerden sorumludur [40]. Apoptotik süreçte görev 

alan kaspazlar, apoptozisin hem başlamasını (başlatıcı kaspazlar; kazpaz-2, -8, -9 ve -10) 

hem de yürütülmesini (efektör kaspazlar; kaspaz-3, -6 ve -7) sağlar [44].  

 

Sistein proteazlar tüm memeli hücrelerinde inaktif prokaspazlar olarak 

sentezlenmektedir. Başlatıcı prokaspazlar, otokatalitik kesim ile aktive olmaktadır; iki 

prokaspaz molekülünden iki kesilen kısım, aktif kaspazı oluşturmak için birleşir. Bu 

molekül iki küçük ve iki büyük alt üniteden oluşan tetramer bir moleküldür. Başlatıcı 

kaspazlar, birçok efektör kaspazı aktive etmek için keserler. Bu durum proteolitik kaspaz 

yolağını başlatır. Efektör kaspazlar, daha sonra hücre içindeki çeşitli anahtar proteinleri 
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(spesifik sitozolik proteinler ve çekirdek laminleri) keserek kontrollü hücre ölümüne 

neden olur. (Şekil 2.4) [45]. 

 

 

 

Şekil 2.4. Apoptozis sırasında gerçekleşen prokaspaz aktivasyonu [45] 

 

Apoptozis süreci ile oluşan hücre morfolojisindeki karakteristik değişiklikler 

şematik olarak gösterilmiştir (Şekil 2.5). Adhezif hücreye apoptotik sinyal gelir (A). 

Hücre iskeleti, kaspazlar tarafından yıkıldıktan sonra hücre büzüşmesi ve yuvarlaklaşma 

gerçekleşir (B). Bu sırada apoptotik hücre, etrafındaki hücrelerle olan bağlantısını 

kaybeder. Kromatin kondensasyonu gözlenir (C). DNA fragmentasyona uğrar (D) Hücre; 

sitozol, kondanse kromatin ve organelleri içeren kompakt ve membranla çevrili yapılarla 

(apoptotik cisimler) paketlenir (E). Oluşan bu yapılar, makrofajlar tarafından fagositozla 

elimine edilir. (F) [44]. 
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Şekil 2.5. Apoptozis sorasındaki morfolojik değişikliklerin şematik gösterimi [44] 

 

Apoptozisin başlaması, hücre ölüm sinyalinin orjinine bağlı olarak iki temel sinyal 

yolağı ile gerçekleşir; İç (intrinsik) yolak (mitokondriyal yolak) ve dış (ektrinsik) yolak 

(ölüm reseptörü yolağı) [46].  

 

Apoptozisin dış yolağı, ölüm ligandlarının (Fas ligand (FasL), TNF-ilişkili 

apoptozis indükleyici ligand (TRAIL), Tümör nekrozis faktör-alfa (TNF-α), TNF-benzeri 

apoptozis zayıf indükleyicisi (TWEAK)) TNF reseptör (TNFR) süper ailesine dahil olan 

ölüm reseptörlerine (Fas, ölüm reseptörü (DR)4/5, TNFR ve DR3) bağlanmasıyla 

başlatılır. Bu etkileşim, IAP yokluğunda prokaspaz aktivasyon platformu olan ölüm 

indükleyici kompleksin (DISC) toplanması ile devam eder. Aktif kaspaz-8 efektör 

kaspazlar olan prokaspaz-3 ve 7’yi keserek aktive eder ve apoptozisin gerçekleşmesini 

sağlar Bazı durumlarda hücre tipine bağlı olarak dış yolağın devamında iç yolak da 

devreye girer ve böylece apoptozis meydana gelir. İntrasellüler stres (DNA hasarı, 

radyasyona ve kemoterapötik ajanlara maruziyet gibi) iç yolağın aktivasyonu ile 

sonuçlanır. İç yolakta, proapoptotik BCL-2 ailesi üyelerinin (BAX/BAK) aktivasyonu, 

mitokondriyal membran geçirgenliğine neden olur. Apoptojenik proteinler (sitokrom c, 

SMAC gibi) sitozole salınır [47]. Sitokrom c, Apaf-1’e bağlanarak prokaspaz-9’u 
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aktivasyonunu sağlayan apoptozomun formasyonuna neden olur. Sonraki adımda ise 

kaspaz-3 ve 7’nin aktivasyonu, dolayısıyla da apoptotik hücre ölümü gerçekleşir. Ek 

olarak, kronik endoplazmik retikulum (ER) stresi, iç apoptotik yolağı inositol toplayıcı 

protein-1 (IRE1) ve C/EBP homolog protein (CHOP) aktivitesi aracılığıyla tetikler.Tüm 

apoptotik sinyalleme yolakları efektör kaspazlar (kaspaz-3,-7) seviyesinde birleşir [48] 

(Şekil 2.6).  

 

 

 

Şekil 2.6. Apoptotik yolaklar ve düzenlenmeleri [49]  

 

2.2.2. Nekroptozis 

TNFR1 aracılı apoptotik sinyallemenin kaspaz inhibisyonu nedeniyle blokajı 

alternatif hücre yolağı olan nekroptozise neden olabilir. Nekroptozis nekrotik hücre 

ölümünün düzenlenmiş formudur [50]. Nekroptozis sinyallemesi birçok tetikleyici 

faktörle başlatılır; Tümör nekrozis faktör-alfa (TNFα), ilk apoptotik sinyal ligandı (FasL), 

TNF ilişkili apoptozis indükleyici ligand (TRAIL), interferonlar (IFN), Toll benzeri 
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reseptör (TLR) ligandları ve DNA sensörü DAI (İnterferon düzenleyici faktörün DNA 

bağımlı aktivatörü) aracılı viral enfeksiyon [51]. Nekroptozis, reseptörle etkileşen protein 

1 (Receptor-Interacting Protein 1, RIP1), RIP3 ve karmaşık lineage kinaz domain benzeri 

(Mixed Lineage Kinase Domain-Like, MLKL) protein tarafından yönetilmektedir [10]. 

Apoptozis kaspaz-8 bağımlıyken, nekroptozis kaspaz-8 bağımsızdır ve RIP1 aracılı olarak 

gerçekleşir. Her iki ölüm tipi de aynı ölüm reseptörü ile başlatılır [52, 53]. Nekroptotik 

hücrelerde plazma membran bütünlüğünün erken kaybı söz konusudur, yarı saydam 

sitozol ve kabarmış bir mitokondri içerir [10].  

 

En iyi anlaşılan nekroptozis tipi TNFα ligandı ile indüklenendir [51]. TNFα’nın 

TNFR1 ile etkileşimi TNFR1 ilişkili ölüm domain proteini (TRADD), TNFR ilişkili 

faktör 2 (TRAF2), RIP1 ve cIAP1’i içeren kompleks I’in sitoplazmik membranda 

oluşumuna neden olur. cIAP1 tarafından RIP1’in poliubikitinasyonu IκB Kinaz (IKK) 

kompleksinin, mitojenle aktive olan protein kinaz 7 (TAK1)’nin toplanmasına ve nükleer 

faktör-kappa B (NF-κB) ve mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) yaşam 

yolaklarının aktivasyonuna neden olur [54, 55]. NF-κB ve MAPK sinyallemesinin 

aktivasyonu transkripsiyon faktörlerinin çekirdeğe translokasyonunu sağlayarak yaşam 

yanlısı ve inflamatuar yanlısı genlerin (TNFα, cFLIP, cIAP2 gibi) ekspresyonuna neden 

olur [56]. cIAP1 veya cFLIP yokluğunda RIP1, FADD ve kaspaz-8’i içeren sitozolik 

kompleks IIa oluşur. Kompleks IIa, kaspaz yolağını ve apoptozisi indükler. Kaspaz-8’in 

inhibe olduğu durumlarda, RIP1, RIP3 ve MLKL ile etkileşerek nekroptozisin aracısı olan 

kompleks IIb’yi oluşturur. RIP1’in kinaz aktivitesi kompleks IIb için önemlidir ve RIP1 

kinaz inhibitörü Nec-1 nekroptozisi engeller. Kompleks IIb içindeki RIP3 ve MLKL 

fosforillenerek plazma membranına transloke olur [54, 55]. Böylece membran bütünlüğü 

bozulan hücrede nekroptozis tetiklenir [55] (Şekil 2.7). 
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Şekil 2.7. Nekroptozis ve apoptozisin TNFR1 aracılı hücre ölüm yolakları Zhou ve 

arkadaşları [54] ve Moreno-Gonzalez ve arkadaşlarının [55] yayınlarından adapte 

edilmiştir.  

 

2.2.3. Otofaji 

Otofaji veya hücresel kendi kendini sindirme, protein ve organel degredasyonunu 

içeren, insan hastalığıyla ve fizyolojiyle bağlantıları olan hücresel bir yolaktır. Christian 

de Duve 1963 yılında elektron mikroskobisiyle sitoplazmik materyal içeren tek ve çift 

membranlı vakuolleri gözlemlediğinde ‘otofaji’ terimini literatüre katmıştır. Otofajideki 

bir bozukluk kanser, nörodejenerasyon, mikrobiyal enfeksiyon ve yaşlanmayla ilişkili 

olabilmektedir [57].  

 

Otofajinin çeşitli tipleri vardır; mikro-otofaji, makro-otofaji ve şaperon aracılı 

otofaji (CMA). Bu otofaji tiplerinin mekanizma ve fonksiyonları farklıdır. Mikro-otofaji 
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ve makro-otofaji büyük yapıları seçici ve seçici olmayan mekanizmalarla yutma 

kapasitesine sahipken, CMA seçici olarak çalışarak sadece çözünebilen proteinleri 

parçalar [58].  

 

Memeli hücrelerindeki otofaji, kupa şekilli çift membranlı fagoforun (izolasyon 

membranı) sitoplazmik materyali kapatan küre şeklinde çift membranlı otofagozom halini 

almasını içerir. Bu sırada hedef hücresel bileşenler ve organeller sitoplazmadan ayrılır. 

Sonuçta otofagozomun dış membranı lizozom ile kaynaşarak otolizozomu oluşturur ve 

otofagozomun iç membranının ve taşıdığı materyalin parçalanmasına neden olur [57].  

 

Rapamisin kinazın memeli hedefi (mTOR), otofajinin kritik düzenleyicisidir. 

mTOR aktivasyonu otofagozom düzeneğinin toplanmasını inhibe eder [59]. Hücre açlığı 

sırasında mTOR inhibe edilir ve başlama kompleksinin oluşumu tetikler [60]. Otofaji 

fagoforun şekillenmesiyle başlar ve mTORC1 ile yönetilen Ulk1/2-Atg13-FIP200-

ATG101 başlatıcı kompleksin aktivasyonu tarafından kontrol edilir. Nükleasyon ve 

fagofor şekillenmesi Beclin1, Vakuolar protein tasnifi 15 (Vps15) ve Otofaji ilişkili 14 

(Atg14) kompleksini şekillendiren Vps34 aktivasyonu tarafından yönlendirilir. Ubikitin 

benzeri protein bağlayan sistemler (Atg12-Atg5 ve PE ile bağlı Atg8 (LC3 II)) tarafından 

düzenlenen fagoforların elongasyonu ve ilerlemesinden sonra otofagozomlar şekillenir. 

Otofagozomlar; (1) endozomlarla veya endozom kökenli veziküllerle kaynaşarak 

amfiyozomları şekillendirebilir veya (2) lizozomlarla kaynaşarak otofagozomal kargoları 

parçalamak için taşıyan otolizozomları şekillendirebilir. (Şekil 2.8) [61]. 
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Şekil 2.8. Temel otofaji işlemi [61]  

 

2.3. Apoptozis İnhibitör Proteinleri (IAP’ler) 

Apoptozis doku homeostazisini sağlayan çok önemli bir işlem olduğundan dolayı 

hücrenin kaderini belirleyecek olan pro- ve antiapoptotik faktörler tarafından sıkı bir 

şekilde yönetilmektedir. Bunlardan ikisi apoptozis inhibitör proteinleri (IAP’ler) ve ikinci 

mitokondri kökenli kaspaz aktivatörleri (SMAC’lar)’dir.  

 

Günümüzde 8 adet IAP proteini tanımlanmıştır. Bu proteinler; Nöronal Apoptozis 

İnhibe Edici Protein (NAIP, BIRC1); X Kromozomu bağlı IAP (XIAP); Hücresel IAP1 

(cIAP1); Hücresel IAP2 (cIAP2); Testis spesifik IAP (ILP2); BIR içeren ubikitin konjuge 

edici enzim (Bruce), Survivin, ve Livin (ML-IAP)’dir [62]. IAP’lerin özelliğini 

tanımlayan anahtar özellik, en az bir en fazla üç adet Bakulovirüs tekrar domaini (BIR) 

içermeleridir (BIR1, 2 ve 3) (Şekil T). BIR domainleri, IAP’lerin kaspazlara bağlanarak 

inhibe etmesini sağlayan ~80 aminoasit içeren zinc bağlanma domainleridir. NAIP, 
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Survivin ve Bruce dışındaki IAP’lerin yapısında, degredasyon amacıyla kaspazların 

ubikitinasyonunu sağlayan Gerçekten İlginç Yeni Gen (Really Interesting New Gene, 

RING) bulunur ve bazı IAP’ler, ubikitinlenmiş proteinlerle etkileşen ubikitin ilişkili 

(UBA) domaini içerirler [63, 64] (Şekil 2.9).  

 

 

 

Şekil 2.9. İnsan IAP ailesinin domain yapıları. CARD: kaspaz toplama domaini; CC: sarılı 

halka; LRRs: lösince zengin tekrarlar; NOD: nükleotit bağlanma ve oligomerizasyon 

domaini; RING: ‘gerçekten ilginç yeni gen’; UBA: ubikitin ilişkili; UBC: ubikitin 

bağlayıcı [65]  

 

IAP’lerin yüksek seviyede olması, IAP ile indüklenmiş kaspaz inhibisyonuyla 

sonuçlanır. Kaspaz-IAP etkileşimi, hem kaspazın hem de IAP’nin otoubikitinasyonunu 

tetikler. Bütün kompleks yıkıma uğrar ve apoptotik işlem durdurulur [62]. XIAP, etkili 

bir apoptozis düzenleyicisi olduğu için en iyi bilinen IAP üyesidir. Sadece XIAP, kaspaz-

3’ e, kaspaz-7’ye bağlanarak ve kaspaz-9’un homodimerizasyonunu ve aktivasyonunu 
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önleyerek direk olarak kaspaz aktivitesini engeller. Böylece apoptotik yolakları inhibe 

eder [4]. 

 

IAP’ler hücre içerisinde çeşitli görevlerde bulunurlar; (A) Kaspaz düzenlenmesi; 

XIAP, c-IAP’ler ve survivin belirli kaspazları inhibe ederler. (B) Hücre siklusu kontrolü; 

Survivin mitotik iğlerin mikrotübülleriyle ilişkilendirilmektedir ve G2/M kontrol 

noktasında düzenleyici fonksiyonu olabileceği düşünülmektedir. XIAP, kaspaz-3 ve hücre 

siklusu regülatörü p21 ile üçlü kompleks oluşturmaktadır. (C) Protein degredasyonu; 

XIAP ve c-IAP1 timositlerde apoptozisin indüksiyonuyla ubikitinlenerek degrade edilir. 

BRUCE ubikitin konjuge edici enzim olarak tanımlanmıştır. (D) Reseptör aracılı 

sinyalleme; c-IAP1 ve c-IAP2 TNFR2 sinyalleyivi komplekslerin bileşenleri olarak 

tanımlanmıştır ve TRAF1 ve TRAF2 sinyalleme araçlarının birlikteliği aracılığıyla 

TNFR2’ye indirekt olarak toplanmaktadır. XIAP aynı zamanda BMP/TGFβ 

sinyallemesinin regülatörü olan TAB1 birlikteliğiyle BMP/TGFβ yolağına da dahil 

edilmektedir (Şekil 2.10) [66]. 

 

 

Şekil 2.10. IAP’lerin hücre içerisindeki görevleri [66] 
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2.4. İkinci Mitokondri Kökenli Kaspaz Aktivatörleri (SMAC’lar) 

SMAC’lar, 25 kDa’luk pro-apoptotik mitokondriyal proteinlerdir. SMAC’ın, 

amino ucunda mitokondriyal hedefleyici sinyal (MTS) bulunur. Apoptotik uyaranın 

gelmesiyle birlikte bu sinyal sekansı proteolitik olarak mitokondri içinde kesilir. Olgun 

SMAC, BCL2 ilişkili X Protein/BCL2 antagonisti (Bax/Bak) kanalları aracılığıyla sitozol 

içine salınır [67]. SMAC proteininin N terminal ucu dört aminoasit sekansı (Ala-Val-Pro-

Ile) içerir ve SMAC’ın, IAP’lerdeki BIR2 ve BIR3 bölgelerine bağlanmasına izin verir. 

Böylece IAP’nin kaspazlara karşı inhibitör fonksiyonu oluşmaz ve hücre ölümü teşvik 

edilir [68, 69]. IAP’lerin kanserlerde yüksek derecede eksprese ediliyor olmasından ve 

tümör gelişimi, kemoterapiye direnç, kötü prognoz ile ilişkisinden dolayı IAP’ler 

terapötik hedefler olarak değerlendirilmektedir [70, 71]. 

 

SMAC, XIAP, cIAP1 ve cIAP2’nin endojen antagonistidir [4]. IAP’lerde RING 

dimerizasyonunu ve E3 aktivasyonunu sağlayarak konformasyonal değişikliği tetikler 

(Şekil 2.11) [73]. Kaspaz-9’un XIAP tarafından inhibisyonunu etkisiz hale getirir. Bunu, 

XIAP’nin BIR3 domainine Ala-Val-Pro-Ile (AVPI) tetrapeptit motifi aracılığıyla 

bağlanarak yapar. Ve kaspaz-9’daki benzer tetrapeptit Ala-Thr-Pro-Phe (ATPF) motifi ile 

direk olarak yarışır. SMAC proteini XIAP BIR2’ye AVPI motifi aracılığıyla bağlanır ve 

XIAP’nin kaspaz-3/kaspaz-7’ye bağlanmasını engeller [72].  

 

 

 

Şekil 2.11. IAP antagonisti olarak SMAC’lar [73] 

 

2.5. SMAC Mimetikleri 

Endojen IAP antogonisti SMAC’ı taklit eden IAP’nin küçük moleküllü 

inhibitörleri SMAC mimetikleri olarak adlandırılır [65]. IAP proteinlerine bağlanırlar ve 

IAP-kaspaz etkileşimini bozarak IAP’lerin inhibitor aktivitesini engellerler [74].  
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Endojen SMAC’lar ile ilgili yapısal ve biyokimyasal çalışmalardan elde edilen 

veriler, SMAC proteininin XIAP, cIAP1 ve cIAP2’ye bağlanmasını taklit eden SMAC 

mimetiklerinin tasarlanmasının temelini oluşturmuştur [70]. SMAC mimetikleri, hem bir 

tetrapeptit parçası taşıyan endojen SMAC’ı taklit eden monovalent bileşenler olarak hem 

de kimyasal bağlayıcı ile birbirine bağlı iki taklit sekansı içeren bivalent bileşenler olarak 

tasarlanmıştır [69]. Monovalent bileşenler, tek AVPI bağlanma motifinin IAP’lere 

bağlanmasını taklit ederler. Bivalent bileşenler, bağlayıcı aracılığıyla bağlanmış iki AVPI 

bağlanma motifi içerirler. Çeşitli çalışmalar, hem monovalent hem de bivalent SMAC 

mimetiklerinin; (1) Diğer antikanser ajanların antitümör aktivitesini artırdığını, (2) in vitro 

insan kanser hücre hatlarında apoptozisi teşvik etttiğini, (3) İnsan kanseri hayvan 

modellerinde tümör iyileştirme kapasitesi olduğunu göstermiştir [3]. Endojen IAP 

antagonisti olan SMAC ve IAP inhibitörlerinden sonra geliştirilen SMAC mimetikleri, faz 

I/II klinik denemelerinde yeni küçük moleküllerin önemli bir sınıfını oluşturmaktadır [68].  

 

Şimdiye kadar dört monovalent (DEBİO 1143, GDC-0917/CUDC-427, LCL-161, 

ve GDC-0152) ve iki bivalent (TL-32711/birinapant ve HGS-1029/AEG-40826) SMAC 

mimetiği bileşeni farmakolojik, dozaj ve güvenlik karateristiklerinin belirlenmesi 

amacıyla klinik teste dahil edilmiştir [68]. 

 

2.5.1. SMAC Mimetiklerinin Etki Mekanizması 

SMAC’lar, AVPI tetrapetit motifi ile IAP’leri inhibe ettikleri için, SMAC 

mimetiklerinin dizaynı bu prensibe göre oluşturulur ve SMAC proteininin cIAP1, cIAP2, 

ve XIAP’a bağlanma aktivitesini iki katına çıkarır. SMAC mimetiklerinin cIAP1 ve cIAP2 

ile etkileşimi IAP proteinlerinin konformasyonel değişikliklerine neden olur. Bu 

değişimler, cIAP1 ve cIAP2’lerin endojen E3 ubikitin ligaz aktivitesinin uyarılmasına, 

otoubikütinasyonuna ve proteazomal degredasyonuna neden olur [69]. SMAC mimetiği 

ile indüklenen hücre ölümünün TNF sinyallemesine bağlı olduğu bulunmuştur [75]. 

SMAC mimetiği aracılı cIAP’nin azalması, nükleer faktör-kappa B (NF-κB) indükleyici 

kinaz (NIK) birikimine, kanonikal ve kanonikal olmayan NF-κB sinyallemesine ve TNFα 

gibi NF-κB hedef genlerinin upregülasyonuna neden olur. Reseptörle etkileşen protein 1 

(RIP1)’in ubikütinasyonu engellenir. TNFα, RIP1, FAS ilişkili ölüm domaini (FADD) ve 
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kaspaz-8 içeren sitozolik hücre ölüm kompleksinin oluşumu teşvik edilir. Sonuç olarak, 

kaspaz-8 aktivasyonu ve apoptozis tetiklenir [8, 9] (Şekil 2.12).  

 

 

 

Şekil 2.12. SMAC mimetiklerinin etki mekanizması [69]  

 

2.5.2. SMAC Mimetiği Olarak DEBİO 1143 

DEBİO 1143 (SM-406/AT-406), XIAP’ı ve cIAP1/2’yi etkili şekilde hedefleyen 

oral açıdan aktif bir SMAC mimetiğidir [4]. Kimyasal yapısı Şekil 2.13’de 

gösterilmektedir [72].  

 

Şekil 2.13. DEBİO 1143’ün kimyasal yapısı [72]  
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DEBİO 1143, XIAP BIR3 proteinini etkisizleştirir ve cIAP1 proteininin hızlı 

yıkımını teşvik eder. Böylece kanser hücre hatlarında kanserli hücre gelişimini baskılar. 

In vivo çalışmalarda DEBİO 1143’ün oral biyo-yararlanımının iyi olduğu ve tümör 

gelişimini apotozisi tetikleyerek engellediği belirtilmektedir [72].  

 

Çeşitli insan kanser hücre hatları ile ilgili in vitro araştırmalarda DEBİO 1143’ün 

kanser hücresi gelişimini yüksek etkinlikle baskıladığı belirtilmektedir. Fare, sıçan, insan 

olmayan primatlarda ve köpeklerde yapılmış in vivo ksenograft tümör araştırmalarında 

apoptozisi indüklediği gösterilmiştir. Günümüzde DEBİO 1143, insan kanser tedavisi için 

faz-1 klinik denemelerinde araştırılmaktadır [72].  
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3. MATERYAL ve YÖNTEMLER 

 

3.1. Materyal 

İnsan meme kanseri hücre hatlarından MCF-7, Manisa Celal Bayar Üniversitesi 

Deneysel Uygulama ve Araştırma Merkezi’nden, BT-474, Yeditepe Üniversitesi Genetik 

ve Biyomühendislik Bölümünden temin edildi. 

 

3.1.1. Kullanılan Malzemeler 

Kullanılan kimyasal malzemelerin listesi Tablo 3.1’de belirtilmektedir. 

 

Tablo 3.1. Kullanılan kimyasalların listesi 

 

Kullanılan Kimyasal Markası 

Tamoksifen Sigma (Almanya) 

DEBİO 1143 ApexBio (Tayvan) 

DMEM Besiyeri/F12 Thermo (ABD) 

Fetal Bovine Serum Thermo (ABD) 

Penicillin-Streptomycin Sol. Thermo (ABD) 

Tripsin Edta B Biological Industries Sci (ABD) 

XTT Detection Kit Biotium (ABD) 

Multiparameter Apoptosıs Assay Kıt  Cayman Chemical (ABD) 

İnsülin Sigma (Almanya) 

Dmso Cell Culture Freezing Medium Sigma (Almanya) 

 

3.1.2. Kullanılan Aletler 

Hücre kültürü, XTT testi, floresan mikroskobisi ve akım sitometri 

değerlendirilmeleri için yapılan deney aşamalarında kullanılan aletlerin listesi Tablo 

3.2’de verilmektedir. 
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Tablo 3.2. Kullanılan aletlerin listesi 

 

Kullanılan Alet Markası 

Inverted Mikroskop Zeiss (Almanya) 

CO2 Nemli inkübatör Nuaire (ABD) 

Hücre sayım cihazı Invitrogen (ABD) 

Vortex Wisd/Wisemix (Almanya) 

Mikroplaka okuyucu Tecan/Infininte (İsviçre) 

Santrifüj makinası Hettich (Almanya) 

Kabin Metisafe (Türkiye) 

Mikrosantrifüj Hettich (Almanya) 

Dondurucu -20˚C Arçelik (Türkiye) 

Dondurucu -80˚C Nuaire (ABD) 

Mikrodalga LG (Güney Kore) 

Buzdolabı Arçelik (Türkiye) 

Otoklav Hirayama (Japonya) 

Akım Sitometri BD Biosciences (ABD) 

Floresan Mikroskop Olympus (Japonya) 

 

3.2. Yöntem 

 

3.2.1. Hücre Hatlarının Kültüre Edilme İşlemi 

MCF-7 hücre hattı, L-glutamin içeren DMEM besiyerine %10 fetal sığır serumu, 

%1 Penisilin/Streptomisin eklenerek kültürü yapıldı [14]. BT-474 hücre hattı, L-glutamin 

içeren DMEM besiyerine %10 fetal sığır serumu, %1 Penisilin/Streptomisin, 10 µg/ml 

insulin eklenerek kültürü yapıldı [34]. Hücreler % 5 CO2’li, 37˚C sıcaklıktaki nemli 

inkübatörde çoğaltıldı. 

 

Hücre kültürü işlemleri hava akımlı kabinde sürdürüldü. -80˚C dondurucuda 

saklanan MCF-7 ve BT-474 hücreleri 37˚C sıcaklıktaki su banyosunda çözüldü. Daha 

sonra MCF-7, 75 cm2’lik hücre kültür flaskına, BT-474 ise 25 cm2’lik hücre kültür 

flaskına aktarıldı. 75 cm2’lik flaska 10 ml besiyeri, 25 cm2’lik flaska 7 ml besiyeri eklendi. 

Hücreler, % 5 CO2 içeren 37˚C sıcaklıktaki nemli inkübatörde çoğaltıldı. Flasklarda 
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çoğaltılan hücreler, inverted mikroskop (Zeiss, Almanya) yardımıyla, günlük olarak 

izlendi. MCF-7 ve BT-474 hücrelerinin confluent faza gelme (Şekil 3.1) süreleri sırasıyla 

30 ve 45 saat olarak belirlendi. Pasajlama işlemi bu sürelere uygun olarak sürdürüldü. 

 

 

 

Şekil 3.1. (A) BT-474, (B) MCF-7 hücre hatları (10 X) 

 

3.2.2. İlaçların Stok Solüsyonlarının Hazırlanması 

0,01 gr toz Tamoksifen (Sigma, Almanya) 26,917 ml DMSO içerisinde koyu 

renkli şişede çözülerek 1mM’lık stok solüsyon hazırlandı. Hazırlanan stok solüsyon 0.22 

µm’lik filtrelerden geçirildi. Daha sonra 2ml’lik ependorf tüplerine alınarak -20˚C’de 

saklandı. 

 

5 mg toz DEBİO 1143 (ApexBio, Tayvan) 8,901 ml DMSO içerisinde koyu renkli 

şişede çözülerek 1 mM’lık stok solüsyon hazırlandı. Hazırlanan stok solüsyon 0,22 µm’lik 

filtrelerden geçirildi. Daha sonra 2ml’lik ependorf tüplerine alınarak -20˚C’de saklandı. 

 

Her deney için yeni stok solüsyon kullanıldı. 

 

3.2.3. MCF-7 ve BT-474 Hücrelerinin Sayımı 

Flaskların zeminine tutunan hücreler, 3 ml Tripsin/EDTA ile 5 dakika muamele 

edilerek flask zemininden kaldırıldı. Hücreler zeminden kalkınca besiyeri eklenerek 15 

ml’lik steril santrifüj tüplerine aktarıldı. 1000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifüjlendi. 

Bu adım sonrasında süpernatant atılarak hücre pelleti 10 ml besiyeri ile seyreltildi ve 

A B 
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karışımın homojenitesi sağlandı. Bu süspansiyondan 10 µl ve Tripan mavisinden 10 µl 

alınarak (1:1 ölçüde) karıştırıldı. Bu karışımdan alınan örnek neubeuer lamına aktarıldı. 

Neubeuer lamı, otomatik hücre sayım cihazına takılarak hücre sayım işlemi 

gerçekleştirildi. Canlı hücreler, tripan mavisi boyasını membrandan içeriye almadıkları 

için parlak gözükürken, ölü hücreler boyayı aldıklarından koyu mavi renkte gözlemlendi 

(Invitrogen, ABD). 

 

3.2.4. XTT Hücre Canlılık Testi 

MCF-7 ve BT-474 hücrelerinden 104 hücre miktarları, 96 kuyucuklu plakalara 

ekildi. Hücre ekilen bu plakalar, %5 CO2’li 37˚C sıcaklıktaki nemli inkübatörde 24 saat 

bekletildi. Böylece hücrelerin kuyucuklara tutunması sağlandı. Tamoksifen, 1µM, 2µM, 

5µM, 10µM, 20µM’lık dozlarda [76], DEBİO 1143 ise 3µM, 5µM, 10µM, 15µM, 

20µM’lık dozlarda kuyulara eklendi. 48 ve 72 saat sonra kuyucuklardaki sitotoksik 

etkilerin belirlenmesi için XTT Hücre Canlılık Testi (Biotium, Amerika) kullanıldı. XTT 

solüsyonundan 5 ml, aktivasyon ayıracından 25 µl alınarak karıştırıldı. Her kuyucuğa 

toplam hacmin (200 µl) yarısı kadar aktive edilen XTT solüsyonu (100 µl) eklendi. 

Hücreler, %5 CO2’li 37˚C sıcaklıktaki nemli inkübatörde 4 saat bekletildi. 4 saat sonra 

kuyucukların absorbans değeri 450 - 650 nm referans aralığında mikro plaka okuyucuda 

(Tecan, İsviçre) ölçüldü. Tamoksifen’in ve DEBİO 1143’ün hücre kültürlerinde etkisinin 

belirlenmesi için sitotoksik etkinin ölçümüne olanak sağlayan CompuSyn 1.0 yazılımı 

kullanıldı. 

 

3.2.5. Hüce Ölümünün Araştırılmasında Kullanılan Yöntemler 

Hücre ölümünün araştırılmasında floresan mikroskobu ve akım sitometri analizleri 

kullanıldı. Tamoksifen ve DEBİO 1143 kombinasyonunun MCF-7 ve BT-474 hücreleri 

üzerindeki etkisini görüntülemek için TMRE, Hoechst 33342, Annexin V FITC ve 

RedDot™2 boyalarını içeren çok parametreli apoptozis deney kiti (CaymanChem, 

Michigan, ABD) kullanıldı.  

 

TMRE: Sağlam mitokondriyal membran potansiyeli olan sağlıklı ve polarize 

durumdaki hücreleri boyayıp işaretleyerek canlı hücreleri görünür hale getiren pozitif 

yüklü lipofilik boyalardır [77, 78]. Bu nedenle mitokondrinin membran potansiyelinin 
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sağlam ve negatif yüklü olması bu boyaların mitokondriye çekilmesi için gereklidir [79]. 

Daha fazla polarize durumdaki mitokondri (hiperpolarize; yani iç kısım daha fazla 

negatiftir.) daha çok pozitif yüklü boya biriktirir ve depolarize durumdaki mitokondri 

(yani iç kısmı daha az negatif) TMRE’yi içinde biriktirmekte başarısız olur, boyanmadan 

kalır. Mitokondri içindeki TMRE boyası birikimi floresan mikroskop ile 

görüntülenebilmektedir [80]. Bu boyanın lipofilik yapısı sayesinde membrandan kolayca 

geçebilmesi nedeniyle TMRE floresan analizleri metodları aracılığıyla mitokondriyal 

geçirgenlik tespitinde sıklıkla tercih edilmektedir [81].  

 

Hoechst 33342: Hücrelerin DNA’ya spesifik mavi floresan boya olan Hoechst 

33258, Hoechst 34580 ve Hoechst 33342 ile boyanması uygulamanın basitliği, maliyetin 

düşük olması açısından tercih edilmektedir [82]. Hoechst boyalarının kimyasal 

yapısındaki torsional açılar adenin timince zengin olan bölgelerde DNA’nın minör 

oluğuna bağlanmaya uygundur ve sahip olduğu katyonik gruplar negatif bazlarla 

etkileşimi sağlar [82, 83]. Hoechst 33342’de ek olarak lipofilik etil grubunun olması 

nedeniyle hücreler bu boyaya karşı diğer Hoechst boyalarından daha geçirgendir. Bu 

yüzden genellikle canlı hücre boyanmasında tercih edilmektedir. Hoechst 33342’ye karşı 

hücrelerin daha geçirgen olması ve diğerlerine göre bu boyanın minimal sitotoksisitesinin 

olması nedeniyle daha çok tercih edilen bir boyadır. Hoechst 33342 floresan ışıması 

boyanın lipid membranlara girmesiyle ve DNA’nın minör oluğuna bağlanmasıyla 

artmaktadır [82]. 

 

Hücrelerdeki Hoechst 33342’nin floresan ışıması intrasellüler pH, membran 

potansiyeli, kromozomal DNA’nın ve plazma membranının Hoechst 33342 bağlanmasına 

erişilebilirliği gibi çevresel parametrelere karşı hassasiyet göstermektedir [84].  

 

Annexin V FITC: Annexin V fosfatidilserine yüksek afinitesi olan 36 kDa’luk 

proteindir [85]. Erken apoptotik hücrelerin belirteci normalde hücresel membranın iç 

tarafında bulunan fosfatidilserin rezidüelerinin dış tarafına translokasyonudur. FITC bağlı 

Annexin V, Ca+2 varlığında negatif yüklü fosfatidilserinlere bağlanarak o hücreyi görünür 

hale getirir [86]. Annexin V FITC apoptotik hücrelerin akım sitometri ile analizleri için 
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hassas bir prob oluşturmaktadır. Bu bağlanma apoptotik hücrelerin akım sitometri ile 

tespit edilmesini sağlar [85].  

 

RedDot™2: Hücre membranından geçebilen ve seçici olarak ölü hücrelerin 

boyanmasında kullanılan bir boyadır [87]. Apoptozisin geç evrelerinde plazma membranı 

bozulmaya başlar ve bozulmuş membran geçirgenliğini tanıyan RedDot™2 DNA’ya 

bağlanarak ışıma yapar [88].  

 

3.2.5.1. Floresan Mikroskobu Analizi 

 Floresan mikroskobi yöntemi, test edilmek istenen objelerden spesifik bir görüntü 

almak için geliştirilen bir yöntemdir. Bu analiz metodunun çalışma şekli, uyarılmamış en 

düşük enerjideki bir elektronun dışsal bir enerji ile uyarılarak enerjisinin arttırılması ve 

böylece kararsız olan elektronun enerjisinin tekrar temel seviyeye düşerken belirli dalga 

boyunda ışıması olarak açıklanmaktadır [89].  

 

Hücrelere uygulanan floresan boyalar, uygun dalga boylarındaki ışığa maruz 

bırakıldıklarında daha uzun dalga boyunda ışıma yaparlar. Floresan boyalar, siyah arka 

plan üzerinde çeitli renklerde (kırmızı, mavi, yeşil gibi) gözlemlenir. Farklı floresan 

boyanın gözlemlenebilmesi için farklı filtreler kullanılmaktadır [90]. 

 

Floresan mikroskobi yönteminde mitokondriyal membran potansiyelinin ve 

nüklear morfolojinin görüntülenmesi yaklaşımları izlendi. Bu yaklaşımlarda kullanılan 

kitin içeriğindeki boyaların özellikleri ve optimal belirleme işlemleri Tablo 3.3’de 

verilmektedir. 
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Tablo 3.3. Floresan mikroskobi analizi için optimal belirleme işlemleri ve kullanılan kitin 

içeriğindeki boyaların özellikleri 

 

Belirteç Ex/Em Filtreler Boyadığı kısım 

TMRE 540/595 nm 
Sağlam membran potansiyeline sahip 

mitokondri 

Hoechst 33342 350/461 nm Tüm çekirdek (Kondanse kromatin) 

Annexin V FITC 490/517 nm 
Apoptotik hücrelerin dış membranın 

üzerindeki fosfatidilserinler 

nm: Nanometre. 

 

MCF-7 ve BT-474 hücreleri, her kuyucukta 106 hücre olacak şekilde 6’lı plakalara 

ekildi. Hücre ekilen bu plakalar, %5 CO2’li, 37oC sıcaklıktaki nemli inkübatörde 24 saat 

boyunca bekletildi. Daha sonra MCF-7 hücreleri 3.8 µM Tamoksifen, 5 µM veya 10 µM 

DEBİO 1143 ve ikisinin kombinasyonu ile 72 saat boyunca %5 CO2’li 37oC sıcaklıktaki 

nemli inkübatörde muamele edildi. İnkübasyonun ardından BT-474 hücreleri 18.9 µM 

Tamoksifen, 15 µM veya 20 µM DEBİO 1143 ve ikisinin kombinasyonu ile 72 saat 

boyunca %5 CO2’li 37oC sıcaklıktaki nemli inkübatörde muamele edildi. Boyama 

solüsyonu, 2,5 μl tetra metil rodamin etil ester (TMRE), 2 μl Hoechst Boyası, 25 μl 

Annexin V FITC karıştırılarak hazırlandı. Bu boya solüsyonundan 250 μl alınarak 

kuyulara eklendi ve 6’lı plakalar karanlıkta 15 dakika inkübe edildi. Kuyulardaki boya 

solüsyonu aspire edildikten sonra kitin içerdiği RedDot™2 solusyonundan 250 µl alınarak 

kuyulara eklendi. Hücreler floresan mikroskopta (Olympus, Japonya) görüntülendi. 

TMRE ile mitokondrileri sağlıklı olan hücrelerin, Hoechst ile kondanse olmuş kromatine 

sahip olan hücrelerin, Annexin V FITC ile apoptozise uğrayan hücrelerin görüntülenmesi 

sağlandı. 

 

3.2.5.2. Akım Sitometri Analizi 

Akan bir sıvının içindeki hücrelerin özelliklerinin belirlenmesi akım sitometri 

olarak adlandırılmaktadır. Bu yöntem floresan yoğunluğuna bağlı olarak süspansiyon 

haldeki hücrelerin büyüklüğü ve granülaritesine göre tek tek ölçümünü sağlar [91]. Bu 

amaçla hücreler floresan boyalarla işaretlenmektedir. Akım sitometrideki temel prensip, 
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hücreler sıvının içerisinde bir ışık demetinin önünden tek tek geçerken hücrelere ilişkin 

verilerin boyut, şekil, DNA ve RNA içeriği, sitoplazmik granülarite veya hücrelere 

bağlanan çeşitli florokromlar açısından değerlendirilerek grafik haline getirilmesidir [92].  

 

Akım sitometri cihazında üç ana sistem bulunmaktadır; (1) Hidrolik, (2) Optik, (3) 

Elektronik. Hidrolik sistemde hücrelerin, ışık demetinin önünden tek tek geçişi sağlanır. 

Optik sistemde, ışık demetinin önünden akan hücrelerden yansıyan floresan ışımanın 

filtreler ile toplanarak fotodetektöre aktarılmasını sağlanır. Elektronik sistemde ise 

görüntülenen sinyalin elektrik sinyaline çevrimi ve analiz için bilgisayara aktarımı 

sağlanır [91].  

 

Akım sitometri yönteminde membrandaki apoptotik değişimin ve plazma 

membran geçirgenliğinin akım sitometride görüntülenmesi yaklaşımları izlendi. Bu 

yaklaşımlarda kullanılan kitin içeriğindeki boyaların özellikleri ve optimal belirleme 

işlemleri Tablo 3.4’de verilmektedir. 

 

Tablo 3.4. Akım sitometri için optimal belirleme işlemleri ve kullanılan kitin içeriğindeki 

boyaların özelliği 

 

Belirteç 
Akım sitometrinin lazer/filtre 

ayarları 
Boyadığı kısım 

Annexin V FITC 488/525 nm 

Apoptotik hücrelerin dış 

membranın üzerindeki 

fosfatidilserinler 

RedDot™2 633/700 nm 

Sadece ölü hücrelerin 

çekirdeği (plazma membran 

geçirgenliği) 

nm: Nanometre. 

 

MCF-7 ve BT-474 hücreleri, her kuyucukta 106 hücre olacak şekilde 24’lü 

plakalara ekildi. Bu plakalar, %5 CO2’li 37oC sıcaklıktaki nemli inkübatörde 24 saat 

bekletildi. Daha sonra MCF-7 hücreleri 3.8 µM Tamoksifen, 5 µM veya 10 µM DEBİO 

1143 ve ikisinin kombinasyonu ile 72 saat boyunca %5 CO2’li 37oC sıcaklıktaki nemli 

inkübatörde muamele edildi. BT-474 hücreleri 18.9 µM Tamoksifen, 15 µM veya 20 µM 

DEBİO 1143 ve ikisinin kombinasyonu ile 72 saat boyunca %5 CO2’li 37oC sıcaklıktaki 
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nemli inkübatörde muamele edildi. Hücreler tripsin eklenerek toplandıktan sonra 

eppendorflara alındı. Tüpler 400g’de 5 dakika santrifüjlendi. Santrifüjün ardından 

süpernatantlar aspire edildi. Boyama solüsyonu, 2,5 μl TMRE, 2 μl Hoechst Boyası, 25 μl 

Annexin V FITC karıştırılarak hazırlandı. Bu boya solüsyonundan 100 μl alınarak 

santrifüjle elde edilen pelletin üstüne eklendi. Tüpler oda sıcaklığında, karanlık ortamda 

15 dakika inkübe edildi. Daha sonra eppendorflar 400g’de 5 dakika tekrar santrifüjlendi 

ve süpernatant tekrar aspire edildi. Elde edilen pellet üzerine 100 μl RedDot™2 eklenerek 

ile homojenize edildi. Hücrelerin analizi akım sitometride (BD Biosciences, ABD) 

yapıldı.  

 

3.2.3. İstatistiksel Analiz 

Deneylerde Tamoksifen’in ve DEBİO 1143’ün artan konsantrasyonları üçer 

kuyuda test edildi ve her bir deney üç kez tekrarlandı. Tamoksifen'in ve DEBİO 1143’ün 

artan konsantrasyonlarına ait doz cevap eğrileri, Graphpad Prism 5.0 istatistik yazılımında 

(La Jolla, CA, ABD) oluşturuldu. Sitotoksik etki yüzdesi açısından Tamoksifen’in ve 

DEBİO 1143’ün artan konsantrasyonları ile kontroller arasında anlamlı bir farklılığın olup 

olmadığı tek yönlü ANOVA ve ardından Dunnett's testi kullanılarak araştırıldı. p<0.05 

değerleri istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA 

 

4.1. Araştırma Bulguları 

 

4.1.1. XTT Yöntemi ile Elde Edilen Sitotoksisite Bulguları 

4.1.1.1 Tamoksifen’in ve DEBİO 1143’ün MCF-7 ve BT-474 Hücrelerindeki 

Sitotoksik Etkisi 

Tamoksifen’in veya DEBİO 1143’ün MCF-7 ve BT-474 hücreleri üzerindeki 

sitotoksik etkisini incelemek için XTT hücre canlılığı testinden elde edilen bulgulara göre 

48. saatte DEBİO 1143’ün BT-474 hücre hattı üzerinde önemli bir sitotoksik etki 

belirlenmedi (Şekil 4.1A). Bu nedenle her iki ajan için de 72. saat uygulamasından elde 

edilen bulgular verilmektedir.  

 

Tamoksifen (1µM, 2µM, 5µM, 10µM, 20µM), 72. saatte tek başına MCF-7 ve BT-

474 hücrelerinde canlılığı doza bağlı olarak azalttı (p<0.001) (Şekil 4.1B).  

 

DEBİO 1143 (3µM, 5µM, 10µM, 15µM, 20µM) 72. saatte tek başına MCF-7 

hücre hattında canlılığı doza bağlı azaltırken (p<0.001), BT-474 hücre hattı üzerinde 

sitotoksik etkisini sadece 20 µM’lık uygulanan dozda gösterdi (Şekil 4.1B).  

 

CompuSyn yazılımından elde edilen, Tamoksifen için MCF-7 ve BT-474 

hücrelerinde 72. saatteki IC50 değerleri sırasıyla 3.8 ± 0.6 µM ve 18.9 ± 6.7 µM, DEBİO 

1143 için MCF-7 hücre hattında 15 ± 0.5 µM olarak hesaplandı (Tablo 4.1). 
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Şekil 4.1. DEBİO 1143 ve Tamoksifen’in MCF-7 ve BT-474 hücre hatlarının canlılığı 

üzerine (A) 48. ve (B)72. saatlerdeki etkisi.  

 

Tablo 4.1. MCF-7 ve BT-474 Hücrelerindeki Tamoksifen’in ve DEBİO 1143’ün IC50 

değerleri. 

 

Meme Kanseri 

Hücre Hattı 

IC50 (µM) 

Tamoksifen DEBİO 1143 

MCF-7 3.8 ± 0.6 15 ± 0.5 

BT-474 18.9 ± 6.7 - 

 

B 

A 
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4.1.1.2. Tamoksifen ve DEBİO 1143 Kombinasyonunun MCF-7 ve BT-474 

Hücrelerindeki Sitotoksik Etkisi 

DEBİO 1143 ve Tamoksifen kombinasyonunun sitotoksik etkilerini çalışmak için, 

MCF-7 ve BT-474 hücreleri, tek başına her iki ajanın da farklı konsantrasyonlarına ve 

kombinasyonlarına 72 saat boyunca maruz bırakıldı (Şekil 4.2). 

 

 

 

Şekil 4.2. (A) MCF-7 ve (B) BT-474 meme kanseri hücrelerinde doza bağlı olarak 

canlılığın Tamoksifen ve DEBİO 1143 kombinasyonu tarafından inhibisyonu. Grafikler, 

üç farklı deneyin verileri kullanılarak oluşturulmuştur (***p<0.001). 

 

MCF-7 hücrelerindeki 5 µM DEBİO 1143 ve 3.8 µM Tamoksifen’in sitotoksik 

etkisi sırasıyla % 15 ve % 39, kombinasyonunun ise sitotoksik etkisi % 81 oranında 

gözlendi (p<0.001). MCF-7 hücrelerindeki 10 µM DEBİO 1143 ve 3.8 µM Tamoksifen’in 

sitotoksik etkisi sırasıyla % 36 ve % 39, kombinasyonunun ise sitotoksik etkisi % 91 

oranında gözlendi (p<0.001). MCF-7 hücrelerindeki 15.6 µM DEBİO 1143 ve 1 µM 

Tamoksifen’in sitotoksik etkisi sırasıyla % 37 ve % 14, kombinasyonunun ise sitotoksik 

etkisi % 52 oranında gözlendi (p<0.001). MCF-7 hücrelerindeki 15.6 µM DEBİO 1143 

ve 2 µM Tamoksifen’in sitotoksik etkisi sırasıyla % 50 ve % 7, kombinasyonunun ise 

sitotoksik etkisi % 65 oranında gözlendi (p<0.001).  

A B 
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BT-474 hücrelerindeki 15 µM DEBİO 1143 ve 18.9 µM Tamoksifen’in sitotoksik 

etkisi sırasıyla % 0 ve % 50, kombinasyonunun ise sitotoksik etkisi % 85 oranında 

gözlendi (p<0.001). BT-474 hücrelerindeki 20 µM DEBİO 1143 ve 18.9 µM 

Tamoksifen’in sitotoksik etkisi sırasıyla % 20 ve % 50, kombinasyonunun ise sitotoksik 

etkisi % 85 oranında gözlendi (p<0.001). Kombinasyon çiftlerinin kombinasyon indeks 

analizler Tablo 4.2’de belirtilmiştir. 

 

Tablo 4.2. MCF-7 ve BT-474 meme kanseri hücrelerinde Tamoksifen ile kombinlenen 

DEBİO 1143’ün kombinasyon indeks analizi. 

 

Hücre Hattı Kombine Edilen Ajanlar Fa CI* Tanımı 

BT-474 
DEBİO 1143 (15 µM) + Tam (18.9 µM) 0.85 0.60 Sinerjistik 

DEBİO 1143 (20 µM) + Tam (18.9 µM) 0.85 0.69 Sinerjistik 

MCF-7 

DEBİO 1143 (5 µM) + Tam (3.8 µM) 0.81 0.22 Yüksek Sinerjistik 

DEBİO 1143 (10 µM) + Tam (3.8 µM) 0.91 0.20 Yüksek Sinerjistik 

DEBİO 1143 (15,6 µM) + Tam (1 µM) 0.52 0.58 Sinerjistik 

DEBİO 1143 (15,6 µM) + Tam (2 µM) 0.65 0.77 Sinerjistik   

*CI = 1.00, CI < 0.50, yüksek sinerjistik; CI < 1.00, sinerjistik; CI > 1.00, antagonistik 

 

 4.1.2. Birden Fazla Parametre Kullanılarak Apoptozisin Analizi ile ilgili 

Elde Edilen Bulgular 

XTT sitotoksisite testi sonuçlarına göre TAM ve DEBİO 1143 kombinasyon 

uygulamalarında, MCF-7 hücrelerinde kombinasyon indeks değeri en düşük olan yani 

sinerjistik açıdan en etkili olan doz (DEBİO 1143 (10 µM) + Tam (3.8 µM)); BT-474 

hücrelerinde ise DEBİO 1143’ün tek olarak etki gösterdiği 20 µM’lık doz bu parametrenin 

testinde kullanılmıştır. 
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4.1.2.1. Floresan Mikroskobi Görüntüleme Bulguları 

Tamoksifen’in ve DEBİO 1143’ün MCF-7 ve BT-474 hücre kültürleri üzerindeki 

Hoechst, TMRE ve Annexin V FITC ile boyanmasından elde edilen floresan mikroskobi 

analizi bulguları aşağıda verilmektedir.  

 

4.1.2.1.1. Mitokondrial Membran Potansiyelinin Ölçümü Bulguları 

İlaç ve SMAC mimetiği uygulanmamış MCF-7 ve BT-474 meme kanseri hücre 

hatlarında (kontrol), mitokondrilerin kırmızı floresan boya ile boyandığı gözlemlendi 

(sırasıyla Şekil 4.3A, Şekil 4.4A).  

 

Çalışma grubunda ise ilaç ve SMAC mimetiği uygulamasında 72 saat sonunda 

alınan TMRE boyaması görüntüleri ile ilgili bulgular aşağıda belirtilmektedir.  

 

MCF-7 hücrelerine 3.8 µM Tamoksifen, 10 µM DEBİO 1143’ün ayrı ayrı 

uygulanmasına (sırasıyla Şekil 4.3B, Şekil 4.3C) göre ikisinin kombine edilerek 

uygulanmasından (Şekil 4.3D) elde edilen kırmızı floresan boyanmada azalma olduğu 

gözlemlendi.  
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Şekil 4.3. TMRE boyası ile boyanan MCF-7 hücrelerinin floresan mikroskobundaki 

görüntüleri (Büyütme oranı: 6,3X; Ölçek: 100. µm) 

 

BT-474 hücrelerine 18.9 µM Tamoksifen’in tek başına (Şekil 4.4B) ve 

Tamoksifenle 20 µM DEBİO 1143’ün kombinasyonu (Şekil 4.4D) uygulanmasından elde 

edilen boyamada kontrole göre azalma varken, DEBİO 1143’ün tek başına (Şekil 4.4C) 

uygulamasında boyanmanın fazla olduğu görüldü. 

 

A B 

C D 
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Şekil 4.4. TMRE boyası ile boyanan BT-474 hücrelerinin floresan mikroskobundaki 

görüntüleri (Büyütme oranı: 6,3X; Ölçek: 100. µm) 

 

4.1.2.1.2. Nüklear Morfolojinin Değerlendirilmesi Bulguları 

İlaç ve SMAC mimetiği uygulanmamış (kontrol) MCF-7 ve BT-474 meme kanseri 

hücrelerinin, sağlam bir çekirdeğe sahip olduğu gözlemlendi (sırasıyla Şekil 4.5A, Şekil 

4.6A).  

 

Çalışma grubunda ise ilaç ve SMAC mimetiği uygulamasının 72 saat sonunda 

alınan Hoechst boyaması görüntüleri ile ilgili bulgular aşağıda belirtilmektedir.  

 

MCF-7 hücrelerine 3.8 µM Tamoksifen, 10 µM DEBİO 1143’ün ayrı ayrı 

(sırasıyla Şekil 4.5B, Şekil 4.5C) uygulanmasına göre ikisinin kombine edilerek 

A B 

C D 
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uygulanmasından alınan sonuçlarda (Şekil 4.5D) elde edilen mavi floresan boyanmada 

sağlam olmayan nukleusa sahip hücrelerin arttığı gözlemlendi. 

 

 

 

Şekil 4.5. Hoechst boyası ile boyanan MCF-7 hücrelerinin floresan mikroskobundaki 

görüntüleri. B, C, D’deki oklar sağlam nukleusa sahip olmayan hücreleri göstermektedir. 

(Büyütme oranı: 6,3X; Ölçek: 100. µm).  

 

BT-474 hücrelerine 18.9 µM Tamoksifen, 20 µM DEBİO 1143’ün ayrı ayrı 

(sırasıyla Şekil 4.6B, Şekil 4.6C) uygulanmasına göre ikisinin kombine edilerek (Şekil 

4.6D) uygulanmasından elde edilen boyamada sağlam nukleusa sahip olmayan hücrelerin 

arttığı görüldü. 

 

A B 

C D 
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Şekil 4.6. Hoechst boyası ile boyanan BT-474 hücrelerinin floresan mikroskobundaki 

görüntüleri. B, C, D’deki oklar sağlam nukleusa sahip olmayan hücreleri göstermektedir. 

(Büyütme oranı: 6,3X; Ölçek: 100. µm).  

 

4.1.2.1.3. Apoptotik Hücrelerin Dış Membranları Üzerindeki Fosfatidilserin 

Boyanması Bulguları 

TAM ve DEBİO 1143 uygulanmamış hücre hatlarında (kontrol) ve bu ajanlarla 

ayrı ayrı ve kombine edilerek 72 saat boyunca maruz bırakılan MCF-7 ve BT-474 meme 

kanseri hücre hatlarında apoptozisin varlığını gösteren Annexin V FITC boyanması 

gözlenmedi.  

 

 

 

A

 
 
A 

B

 
 
A 

C

 
 
A 

D

 
 
A 
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4.1.2.2. Tamoksifen ve DEBİO 1143’ün MCF-7 ve BT-474 Hücreleri 

Üzerindeki Sitotoksik Etkisinin Akım Sitometrisi (Flow Sitometri) ile 

Görüntülenmesi 

Tamoksifen’in ve DEBİO 1143’ün MCF-7 ve BT-474 hücre kültürleri üzerindeki 

etkilerini incelemek için hücreler Annexin V FITC ve RedDot™2 ile boyama 

uygulamasından elde edilen akım sitometri analiz bulguları aşağıda belirtilmektedir. 

 

İlaç ve SMAC mimetiği uygulanmamış (kontrol) MCF-7 ve BT-474 meme kanseri 

hücre hatlarının % 99’unun Annexin V ve RedDot™2 ile boyanmadığı belirlendi (Şekil 

4.7A, Şekil 4.8A).  

 

Çalışma grubunda ise TAM ve DEBİO 1143 uygulamasından 72 saat sonra alınan 

görüntüler ile ilgili bulgular aşağıda belirtilmektedir.  

 

MCF-7 hücrelerine 3.8 µM Tamoksifen, 10 µM DEBİO 1143’ün ayrı ayrı ve 

ikisinin kombine edilerek uygulandığı kuyulardaki hücre canlılığı sırasıyla % 35.9, % 

36.4, % 33.1 olarak belirlendi. Aynı kuyulardaki hücrelerin RedDot™2 boyaması sırasıyla 

% 62.1, % 61.5, % 65.3 olarak gözlendi (Şekil 4.7B, Şekil 4.7C Şekil 4.7D).  
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Şekil 4.7. Annexin V ve RedDot™2 ile boyanan MCF-7 hücrelerinin akım sitometrisi 

cihazından elde edilen bulguları 

 

BT-474 hücrelerine 18.9 µM Tamoksifen, 20 µM DEBİO 1143’ün ayrı ayrı ve 

ikisinin kombine edilerek uygulandığı kuyulardaki hücre canlılığı sırasıyla % 5.4, % 58, 

% 25.6 olarak belirlendi. Aynı kuyulardaki hücrelerin RedDot™2 boyaması sırasıyla % 

94.5, % 41.9, % 74.4 olarak gözlendi (Şekil 4.8B, Şekil 4.8C Şekil 4.8D). 

 

A

 
 
A 

B

 
 
A 

C

 
 
A 

D

 
 
A 
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Şekil 4.8. Annexin V ve RedDot™2 ile boyanan BT-474 hücrelerinin akım sitometrisi 

cihazından elde edilen bulguları 

 

4.1.3. İstatistiksel Analiz Bulguları 

XTT sitotoksisite deneyinden elde edilen verilerin tek yönlü ANOVA ve ardından 

Dunnett's testi kullanılarak elde edilen bulgular,  Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’de verilmektedir. 

İstatistiksel olarak anlamlı p değerıi p < 0.05’dir.  

 

Tablolarda karşılaştırılan gruplar; 

1.  Kontrol (K) ile Tamoksifen (T) ve DEBİO 1143 (D) kombinasyonunun, 

A

 

 
A

 
 
A 

 
A 

B

 
 
A 

C

 

 
A

 
 
A 

 
A 

D

 
 
A 
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2. Tamoksifen’in (T) ve DEBİO 1143 (D)’ün her birinin ayrı ayrı kombinasyon 

değerleriyle karşılaştırılmasından elde edilen istatistiksel bulguları göstermektedir. 

 

Tablo 4.3. MCF-7 hücre hattı için istatistiksel p değerleri 

 

MCF-7 Hücre Hattındaki Istatistiksel Analiz Sonuçları 

Karşılaştırılan 

gruplar 
p değeri 

Karşılaştırılan 

gruplar 
p değeri 

K-T1µM+D15.6 µM *** D5 µM -T1 µM +D15.6 µM ** 

K-T2 µM +D15.6 µM *** D5 µM - T2 µM +D15.6 µM *** 

K-T3.8 µM +D5 µM *** D5 µM - T3.8 µM +D5 µM *** 

K-T3.8 µM +D10 µM *** D5 µM - T3.8 µM +D10 µM *** 

T1 µM -T1 µM +D15.6 µM ** D10 µM -T1 µM +D15.6 µM n.s. 

T1 µM -T2 µM +D15.6 µM *** D10 µM -T2 µM +D15.6 µM n.s. 

T1 µM -T3.8 µM +D5 µM *** D10 µM - T3.8 µM +D5 µM ** 

T1 µM -T3.8 µM +D10 µM *** D10- µM T3.8 µM +D10 µM *** 

T2 µM -T1 µM +D15.6 µM *** D15.6 µM -T1 µM +D15.6 µM n.s. 

T2 µM -T2 µM +D15.6 µM *** D15.6 µM -T2 µM +D15.6 µM n.s. 

T2 µM -T3.8 µM +D5 µM *** D15.6 µM -T3.8 µM +D5 µM n.s. 

T2 µM -T3.8 µM +D10 µM *** D15.6 µM -T3.8 µM +D10 µM ** 

T3.8 µM -T1 µM +D15.6 µM n.s.   

T3.8 µM -T2 µM +D15.6 µM n.s.   

T3.8 µM -T3.8 µM +D5 µM **   

T3.8 µM -T3.8 µM +D10 µM ***   

D:DEBİO 1143; K: Kontrol; T:Tamoksifen 

n.s.:İstatistiksel olarak önemli değil (non significant) p > 0.05 

** p ≤ 0.01 

*** p ≤ 0.001 
 

Tablo 4.4. BT-474 hücre hattı için istatistiksel p değerleri. 

 

BT-474 hücre hattındaki istatistiksel analiz sonuçları 

Karşılaştırılan gruplar p değeri Karşılaştırılan gruplar p değeri 

K-T18.9 µM +D15 µM *** D15 µM -T18.9 µM +D15 µM *** 

K-T18.9 µM +D20 µM *** D15 µM -T18.9 µM +D20 µM *** 

T18.9 µM -T18.9 µM +D15 µM * D20 µM - T18.9 µM +D15 µM *** 

T18.9 µM -T18.9 µM +D20 µM * D20 µM - T18.9 µM +D20 µM *** 

D:DEBİO 1143; K: Kontrol; T:Tamoksifen 

* p ≤ 0.05  

*** p ≤ 0.001 
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4.2. Tartışma 

Bu tez çalışmasından elde edilen bulgular, Tamoksifen’in ve DEBİO 1143’ün 

kombine edilerek uygulanmasının MCF-7 (Luminal A tipi), BT-474 (Luminal B tipi) ER+ 

meme kanseri hücre hatlarındaki sitotoksik etkisine yönelik elde edilen ilk verilerdir. 

Bulgular her iki hücre hattında da kombine uygulamanın sinerjistik sitotoksik etki 

gösterdiğini işaret etmektedir. Sitotoksik etkinin hücre ölüm mekanizmalarından 

apoptozis mekanizması ile olmadığını, diğer hücre ölüm tiplerinden otofaji ya da nekrozis 

ile olabileceğini göstermektedir. 

 

Yaptığımız araştırmada Tamoksifen’in, MCF-7 ve BT-474 hücrelerinde 72. 

saatteki IC50 değerleri sırasıyla 3.8 µM ve 18.9 µM olarak belirlenmiştir.  

 

MCF-7 hücre hattı için 3.8 µM olarak belirlenen değer, Wang ve arkadaşlarının 

[93] aynı hücre hattı ile yaptıkları çalışma ile benzer bulunmuştur. MCF-7 hücreleriyle 

yapılmış Tamoksifen’in 72. saatteki IC50 değeri Barett ve arkadaşlarının [94] çalışmasında 

4.12 µM, Yenigün ve arkadaşlarının [95] çalışmasında ise 10 μM olarak tespit edilmiştir. 

Çalışmamızdan farklı olan IC50 değerleri, deneysel farklılıklardan (test edilen hücre sayısı, 

çoğaltım koşulları gibi) dolayı olabilir. 

 

Araştırmamızda, BT-474 hücre hattı için elde edilen Tamoksifen’in 72. saatteki 

IC50 değeri olan 18.9 µM, MCF-7 hücre hattı için bulunan değerden daha yüksektir. BT-

474 hücre hattı gen ekspresyon profiline göre p53 mutant, HER2 +’dir. MCF-7 hücre 

hattında ise p53 wild tip, HER2 ise eksprese edilmemektedir. HER2’nin aşırı ifade 

edilmesi meme kanserinde Tamoksife’ne direnç gelişmesiyle ilişkilendirilmektedir [96]. 

Meme kanseri hücre hatlarında, p53 durumunun da östrojen reseptör modülatörü 

Tamoksifen’e ve östrojen ligandına karşı hücresel yanıtı etkilediği ve p53 mutant hücre 

hatlarının Tamoksifen’in sitotoksik etkisine karşı daha az duyarlı olduğu belirtilmektedir. 

Bunun sebebinin, p53 fonksiyon kaybının östrojen reseptörü ve EGFR/HER2 yolağı 

arasındaki etkileşim (cross-talk) arttışına yol açmasından dolayı olabileceği 

belirtilmektedir [97]. Çalışmamızda, hücre hatlarından BT-474 üzerinde tamoxifenin IC50 

değerinin daha yüksek olması, olasılıkla p53 ve HER2 gen ekspresyon profilinden 

kaynaklanmaktadır. 
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Bulgularımız SMAC mimetiği olan DEBİO 1143’ün 72. saatte, MCF-7 hücre 

hattındaki IC50 değerinin 15 µM olduğunu göstermektedir. Chessari ve arkadaşlarının 

MDA-MB-231 (ER-, PR-, HER2-, p53 mutant), EVSA-T (ER-, PR-, HER2+, p53 mutant) 

meme kanseri hücreleri ile yaptığı çalışmada, DEBİO 1143 ajanının IC50 değerleri 

sırasıyla 72. saatte 0.019 µM ve 0.0021 µM olarak tespit edilmiştir [98]. IC50 değerleri 

arasındaki bu farklılık, DEBİO 1143 ajanının tek başına uygulanmasında sitotoksik 

etkinin hormon reseptör profiline bağlı olabileceğini göstermektedir. DEBİO 1143’ün 

ER+, PR+ meme kanser hücre hatlarına göre ER- ve PR- meme kanser hücre hatlarında 

daha düşük dozda etkili olduğunu işaret etmektedir. 

 

BT-474 hücre hattında XTT hücre canlılığı testinde 20 µM DEBİO 1143’ün 

uygulandığı kuyularda sitotoksik etkisinin %20 olduğunu gözlemledik. Bunun nedeninin; 

BT-474 hücrelerindeki ekspresyon değişiklikleri olduğu tahmin edilmektedir. MCF-7’den 

farklı olarak, BT-474 hücrelerindeki HER2+ ve P53’ün mutant olmasının DEBİO 1143 

ajanına verilen yanıtı azalttığı düşünülmektedir. Daha önce yapılmış çalışmalarda, IAP 

olan Survivin ekspresyonunun HER2’nin aşırı ekspresyonu ile artış gösterdiği ve P53 

mutant durumda olduğu için Survivin ekspresyonunu engelleyemediği bulunmuştur [99]. 

Ayrıca SMAC mimetiklerinin IAP’düzeylerine etki etmesiyle birlikte IAP düzeyinin 

yüksekliğinin de SMAC düzeyini etkilediği saptanmıştır. Ma ve arkadaşlarının yaptığı 

çalışmada, IAP olan Livin’in SMAC’ı azalttığı gösterilmiştir [100].  

 

Kombinasyon uygulamalarında ise MCF-7 hücre hattında DEBİO 1143 (5 µM) + 

Tam (3.8 µM) ve DEBİO 1143 (10 µM) + Tam (3.8 µM) dozları yüksek sinerjistik (CI < 

0.50), DEBİO 1143 (15.6 µM) + Tam (1 µM) ve DEBİO 1143 (15.6 µM) + Tam (2 µM) 

dozları sinerjistik (CI < 1.00) etkili bulundu. İlginç olan ise BT-474 hücre hattında DEBİO 

1143’ün 15 µM’lık dozunun tek başına uygulanmasında sitotoksik etki gözlenmezken, 

DEBİO 1143 (15 µM) + Tam (18.9 µM) kombinasyon dozunda sinerjistik etkili (CI < 

1.00) olduğu belirlendi. BT-474 hücre hattında 20 µM DEBİO 1143 dozunun %20 oranı 

gibi az bir seviyede sitotoksik etkisi gözlenirken DEBİO 1143 (20 µM) + Tam (18.9 µM) 

kombinasyon dozunun sinerjistik (CI < 1.00) etkili olduğu belirlendi. BT-474 meme 

kanseri hücre hattında 20 µM üzerinde uygulanacak DEBİO 1143 dozunun artışına bağlı 

olarak etkisinin değerlendirilmesi uygun olacaktır. 
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Fandy ve arkadaşlarının [101] MCF-7 (ER+, PR+ HER2-), MDA-MB-453 (ER-, 

PR-, HER2+) ve MDA-MB-468  (ER-, PR-, HER2-) meme kanseri hücreleriyle yaptıkları 

çalışmada SMAC mimetiği ile muamelenin Tamoksifen’in etkisini arttırdığı saptanmıştır. 

Bu bulgularla tutarlı olarak çalışmamızda Tamoksifen ve DEBİO 1143 kombinasyonunun 

MCF-7 ve BT-474 meme kanseri hücreleri üzerine etkisinin sinerjistik olduğunu tespit 

ettik (Tablo 4.2).  

 

Stanculescu ve arkadaşlarının [102] yaptığı çalışmada MCF-7 ve T47D ER+ 

meme kanseri hücrelerinde östrojenin NF-κB aracılığyla TNFα sayesinde cIAP2’nin 

yüksek ekspresyonuna neden olduğu bulunmuştur. Çalışmamızda DEBİO 1143’ün BT-

474 hücresinde 15 µM dozda sitotoksik etki göstermeme nedeninin cIAP2 seviyesinin 

yüksek olması ve bu nedenle DEBİO 1143’ü baskılamış olabileceğini düşünmekteyiz. 

Tamoksifen ve DEBİO 1143 kombinasyonuna maruz kalan BT-474 hücrelerinde ise 

östrojen seviyesi azalan hücrelerin daha fazla cIAP2 eksprese edemediği ve dolayısıyla 

yüksek sinerjistik etkinin bu yüzden görülebileceği tahmin edilmektedir. Ayrıca DEBİO 

1143’ün BT-474 ve MCF-7 hücrelerindeki sitotoksik etki sonuçlarının farklılığı MCF-7 

ve BT-474 hücrelerindeki IAP proteini çeşitlerinin ekspresyon farklılıklarından 

kaynaklanıyor olabilir. Çünkü yapılan bir araştırmada, DEBİO 1143’ün tercihen cIAP1 

ve cIAP2’ye bağlandığı ve XIAP’a karşı daha az afinite gösterdiği belirtilmektedir [72]. 

Bu nedenle MCF-7 ve BT-474 hücrelerindeki IAP ekspresyon seviyelerinin incelenmesi 

yararlı olacaktır. 

 

Hoechst 33342 boyasıyla yapılan floresan mikroskobi analizinde MCF-7 ve BT-

474 meme kanseri hücrelerine Tamoksifen’in ve DEBİO 1143’ün ayrı ayrı uygulanmasına 

göre kombinasyon uygulanmasında nukleus morfolojisi bozuk hücrelerde önemli 

derecede artış gözlemlenmiştir. Ayrıca TMRE boyaması yapılan MCF-7 ve BT-474 meme 

kanseri hücrelerinde kontrol grubuna göre kombinasyon grubunda anlamlı şekilde daha 

az boyanma (yani daha az canlılık) olduğu belirlenmiştir. Elde edilen bu verilerin XTT 

sitotoksisite testi ile uyumlu bulgular olduğu tespit edilmiştir. 
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Yapılan in vitro çalışmalar, çeşitli kanser hücre hatlarında DEBİO 1143 ile birlikte 

bortezomib [103] ya da karboplatin [4] ya da radyasyon [104] ya da JQ1 [105] 

uygulanmasının apoptozisi indükleyebileceğini desteklemektedir.  

 

Çalışmamızda Annexin V FITC apoptozis analizi sonuçlarına göre, her iki hücre 

hattında da kombinasyonun sitotoksik etkisinin apoptozisle olmadığını göstermektedir. 

RedDot™2 boyama sonucuna göre ise hücre ölümünün apoptozis dışında hücre ölüm 

mekanizmalarından biriyle gerçekleşmiş olabileceğini göstermektedir. 

 

Yapılan çalışmalar, Tamoksifen’in ER+ meme kanseri hücrelerinde otofajiyi ve 

apoptozisi indüklediğini göstermiştir [106, 107]. Bununla birlikte bazı çalışmalar, meme 

kanseri hücrelerinde Tamoksifen’in apoptozisle tutarlı olarak karakteristik morfolojik 

değişiklikleri indüklediğini belirtmektedir [108]. Tamoksifen’in retinal fotoreseptör, 

glioblastoma ve meme kanseri hücrelerinde ise otofajiyi indükleyebildiği de gösterilmiştir 

[106, 109, 110]. Bursch ve arkadaşları [106], otofajinin inhibisyonunu sağlayarak MCF-

7 hücrelerinde Tamoksifen ile indüklenen hücre ölümünün engellendiğini göstermişlerdir. 

Bir başka çalışmada da, Tamoksifene maruz bırakılan MCF-7 hücrelerinde otofagozomun 

floresan probu olan dansilkadaverin (MDC) sayesinde otofagozom şekillenmesi 

görüntülenmiştir [111]. Hwang ve arkadaşları [112] Tamoksifen’e maruz bırakılan ER+ 

MCF-7 ve ER- SKBR-3 meme kanseri hücrelerinde LC3-II artışıyla otofajinin 

indüklendiğini ve ER bağımsız olarak gerçekleştiğini tespit etmişlerdir [109].  

 

Meme kanseri hastalarından alınan örneklerde Beclin 1 (BECN1, mayalardaki 

otofaji ilişkili genin (ATG (AuTophaGy)) insanlardaki homoloğu) genindeki azalmış 

ekspresyonunun onun tümör baskılayıcı rolü olabileceğini desteklemektedir. Bu durum 

tümörigenez sırasındaki genomik instabiliteye katkı sağlamaktadır [113]. Beclin 1 

ekspresyonu olmayan MCF-7 meme kanseri hücrelerinde genetik olarak tekrar 

yapılandırma sayesinde; besin yetersizliğine yanıt olarak otofaji indüksiyonu sağlanmış 

ve daha az malign fenotip teşvik edilmiştir [57].  

 

Birçok kanser tipinde apoptozisten kaçış karekteristik bir özelliktir. Tedaviye 

direnç ile de ilişkilendirilmektedir. Son yıllarda nekroptozisin kanser hücrelerinde 

terapotik etkisine olan ilgi alternatif hücre ölüm mekanizması olarak ilgi çekicidir [114]. 
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Nekroptozis, strese ve engellenmiş apoptozise cevap olarak verilen kritik bir hücre ölüm 

mekanizmasıdır. Nekroptozis kemoterapötik ilaçlar tarafından indüklenebilmektedir. 

Klinik olarak geliştirilmekte olan SMAC mimetikleri, apoptozise ek olarak nekroptozisi 

de tetiklemektedir [10].  

 

Apoptozis yolaklarında sorun olan kanser hücreleri nekroptozise gitme 

eğilimindedir. Örneğin, SMAC mimetiklerinin kaspaz-8 veya FADD olmayan lösemi 

hücrelerinde TNFα ile tetiklenen nekroptozisi arttırdığı gözlenmiştir [115, 114]. Ek olarak 

glukokortikoidlerle SMAC mimetiklerinin lösemi hücrelerine birlikte uygulanmasıyla 

apoptozisin tetiklendiği [116] ancak belirli bir kaspaz-8 ekspresyonu olmayan lösemi 

hücrelerinde ise nekroptozisi indüklediği gösterilmiştir. [117] Hannes ve arkadaşlarının 

[118] ulaştığı veriler de bu bulgularla tutarlı olarak, pankreatik kanser hücrelerinde kaspaz 

aktivasyonunun engellenmesi durumunda SMAC mimetiklerinin nekroptozisi tetiklediği 

bulunmuştur. Hücresel strese cevap olarak RIP1’in multifonksiyonel rolü de dikkate 

alınmalıdır. Hücresel stres durumlarında fonksiyonel kaspaz-8 yoksa ya da 

ubikitinlenmemiş RIP1 varsa hücre nekroptozise gider [70]. MDA-MB-231 ve MCF-7 

meme kanseri hücreleriyle yapılmış çalışmada SMAC mimetiğinin cIAP’i yıkması 

sonucunda RIP1 birikiminin olduğu dolayısıyla nekroptozisin gerçekleştiği 

düşünülmektedir [119].  

 

Tamoksifen ve DEBİO 1143’ün sitotoksik etkisine ilişkin daha önce yapılmış 

araştırma sonuçlarının ışığında, çalışmamızdan elde edilen sitotoksik etkinin 

nekroptozisle mi yoksa otofaji ile mi olduğunun ve hangi ajanın hangi ölüm tipini teşvik 

ettiğinin belirlenebilmesi için ileri çalışmaların yapılması, kombinasyonun sinerjistik etki 

mekanizmasının anlaşılmasını sağlayacaktır. Bu amaçla Tamoksifen ve SMAC mimetiği 

uygulanmış hücre hatlarımızda kaspaz-8, BECLIN 1, LC3-II, ve RIP1 gen ekspresyon 

düzeyinin ortaya konması gerektiğini düşünmekteyiz.  
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5. SONUÇ ve ÖNERİLER 

 

DEBİO 1143’ün Tamoksifen ile kombine edilerek ER+ meme kanseri hücre 

hatlarında uygulanmasının sinerjistik sitotoksik etkili olduğu belirlenmiştir. Elde edilen 

bulgular hem ilaç ve SMAC mimetiğinin tek başlarına hem de kombine edilerek 

uygulanması sonucunda meydana gelen hücre ölümünün, apoptozis ile olmadığını, diğer 

hücre ölüm tipleri ile ilişkili olabileceğini göstermektedir. Hangi hücre ölüm tipi ile 

sitotoksik etkinin meydana geldiğinin ortaya konması için apoptozis, nekroptozis ve 

otofaji ile ilişkili anahtar proteinlerin ekspresyon düzeylerinin değerlendirilmesi 

önerilmektedir. 

 

Tamoksifen’in ve DEBİO 1143’ün kombine edilerek uygulanmasının MCF-7 

(Luminal A tipi) ve BT-474 (Luminal B tipi) ER+ meme kanseri hücre hatlarındaki 

sitotoksik etkisine yönelik bu tez çalışmasından elde edilen ilk verilerin daha sonra alanla 

ilgili yapılacak olan ileri çalışmalara ışık tutacağı düşünülmektedir. 
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