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Doktora Tezi 

GAMBOJİK ASİT VE TRASTUZUMAB’IN HER2 POZİTİF MEME 

KANSERİ ÜZERİNE SİNERJİK ANTİKANSER ETKİLERİNİN 

İNCELENMESİ 

Ahmet ÇETİN 

Erzincan Binali Yıldırım Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

Danışman: Prof. Dr. Murat ÇANKAYA 

Kadınlarda ölüm oranı en yüksek olan kanser türü meme kanseridir. HER2 pozitif meme 

kanseri, HER2 reseptörünün yüksek ifadesiyle tanımlanan bir meme kanseri türüdür. 

Trastuzumab HER2’yi hedef alan monoklonal antikordur ve HER2 pozitif meme kanserli 

hastalarda yaygın olarak kullanılmaktadır. Trastuzumab HER2 reseptörüne bağlanarak bu 

reseptörün kanser hücresinde aktive ettiği birçok sinyal yolağını inhibe eder. 

Gambojik asit Garcinia hanburryi ağacından saflaştırılan bir moleküldür. Gambojik asitin 

meme kanserinin de içende bulunduğu pek çok kanser türüne karşı anti tümör aktiviteye 

sahip olduğunu gösteren çok sayıda çalışma literatür de yer almaktadır. 

Kanser tedavisinde daha etkili sonuçlar elde etmek için başka bir sitotoksik ajanla 

kombinasyon yapılarak sinerjik etki oluşturulması üzerine yapılan çalışmalar oldukça 

yaygındır. 

Çalışmamızda Trastuzumab ve gambojik asitin HER2 (+) meme kanseri üzerine sinerjik 

antikanser etkileri incelendi. Hücre hattı olarak MDA-MB-453 kullanıldı. Trastuzumab, 

gambojik asit ve kombinasyonunun hücre hattı üzerine sitotoksik etkisi incelendi ve 

CompuSyn programı ile kombinasyon indeksi hesaplandı. Sinerjik etkinin en fazla olduğu 

saat ve konsantrasyonlar:  24 saat, 50 µg/ml Trastuzumab ve 5 µM gambojik asit olarak 

belirlendi. HER2, caspase-9 ve BAX gen ifade seviyeleri ve protein düzeyleri analiz edildi. 

Trastuzumab ve gambojik aside göre kombinasyonunun HER2’yi daha çok baskıladığı ve 

protein seviyesini daha çok azalttığı görüldü. 

2020, 77 Sayfa 

Anahtar Kelimeler: Gambojik asit, HER2, Meme kanseri, Trastuzumab. 
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ABSTRACT 

Doctorate Thesis 

THE ANALYSIS OF SYNERGIC ANTICANCER EFFECTS OF GAMBOGIC 

ACID AND TRASTUZUMAB ON HER2 POSITIVE BREAST CANCER 

Ahmet ÇETİN 

Erzincan Binali Yıldırım University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences 

Department of Biology 

Supervisor: Prof. Dr. Murat ÇANKAYA 

The cancer type with the highest mortality rate in women is breast cancer. HER2 positive 

breast cancer is a type of invasive breast cancer that is defined by the high expression of the 

HER2 receptor. Trastuzumab is a monoclonal antibody that targets HER2 and is widely used 

in patients with HER2 positive breast cancer. Trastuzumab binds to the HER2 receptor, 

inhibiting many signal pathways that this receptor activates in the cancer cell. 

Gambogic acid is a molecule purified from the Garcinia hanburryi tree. There are many 

studies in the literature that show that gambogic acid has anti tumor activity against many 

types of cancer, including breast cancer. 

Studies on creating synergistic effects by combining with another cytotoxic agent to achieve 

more effective results in cancer treatment are quite common. 

In our study, the synergistic anti cancer effects of Trastuzumab and gambogic acid on HER2 

(+) breast cancer were examined. MDA-MB-453 was used as the cell line. The cytotoxic 

effect of Trastuzumab, gambogic acid and its combination on the cell line was examined and 

the combination index was calculated with the CompuSyn program. The hours and 

concentrations with the highest synergistic effect were determined as 24 hours, 50 µg / ml 

Trastuzumab and 5 µM gambogic acid. HER2, caspase-9 and BAX gene expression levels and 

protein levels were analyzed. The combination of Trastuzumab and gambogic acid was found 

to suppress HER2 more and reduce protein levels more. 

2020, 77 Pages  

Keywords: Breast cancer, Gambogic acid, HER2, Trastuzumab.  
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1. GİRİŞ 

Kanser her yıl milyonlarca insanın ölümüne sebep olan dünyanın en büyük sağlık 

sorunlarından bir tanesidir. Küresel bir sorun haline gelmiş olan kanser hastalığına 2018 

verilerine göre tahmini olarak 18,1 milyon yeni vaka eklenmiştir. Dünyada her beş 

erkekten birinde ve her altı kadından birinde kanser gelişmektedir (IARC, 2019). Ayrıca 

her sekiz erkekten biri ve her on bir kadından biri kanserden ölmektedir. Avrupa’daki 

kanser vakaları ise küresel kanser vakalarının %23,4’ünü oluşturmaktadır (IARC, 

2019). Son beş yılki veriler, Dünya çapındaki tahmini kanser vakası sayısı olarak birinci 

sırada yer alan kanser türünün meme kanseri olduğunu göstermektedir (GLOBOCAN, 

2019). Türkiye de Halk Sağlığı Kanser Dairesi Başkanlığının 2004-2006 yıllarını 

kapsayan sekiz noktada gerçekleştirdiği Türkiye kanser insidansı araştırma sonuçlarına 

göre meme kanseri insidansı 33,7/100.000 olarak tespit edilmiştir (Eser vd., 2010). 

Kanserin türü, insidansı ve mortalitesi, cinsiyete göre değişiklik gösterir. GLOBOCAN 

(2019) verilerine göre kadın ve erkekler de toplam ölüm oranı en yüksek olan kanser 

türü akciğer kanseriyken sadece kandınlar da, ölüm oranı en fazla olan kanser türü 

meme kanseridir. 

Meme kanserinin farklı sınıflandırma şekilleri vardır. Bunlardan birisi de meme kanseri 

hücrelerinin östrojen reseptörü (ER), progesteron reseptörü (PR) ve İnsan epidermal 

büyüme faktörü reseptörü-2 (HER2) ifade düzeylerine göre yapılan moleküler 

sınıflandırmadır.  Moleküler sınıflandırmada yer alan meme kanseri türleri: Luminal A, 

Luminal B, Bazal benzeri ve Human Epidermal Growth Factor Receptor-2 (HER2) 

geninin yüksek ifade düzeylerinin görüldüğü HER2 pozitif meme kanseridir (Reis-Filho 

ve Pusztai, 2011). EGFR ailesinin bir üyesi olan HER2, hücre membranında 

heterodimerler ve homodimerler oluşturarak kanser hücrelerine çoğalma, yayılma, 

hayatta kalma gibi faaliyetler kazandırır (Ross vd., 2004). Meme kanserlerinin yaklaşık 

%20 sini HER2 pozitif meme kanseri oluşturmaktadır (Rayson vd., 2008). 

İnsanlık için bu denli ciddi tehdit oluşturan, çok fazla sayıda türü ve alt türü bulunan 

kanser hastalıklarına, çeşitli tedavi yöntemleri geliştirmek için yapılan çalışmalar her 

geçen gün artmaktadır. Monoklonal antikorlar, heterodimerizasyonu bozan antikorlar, 
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Tirozin kinaz inhibitörleri gibi HER2 yüksek ifade düzeylerini hedef alan bazı tedavi 

yaklaşımları geliştirilmiş ve hala da geliştirilmeye devam edilmektedir. 

Kanser immün terapi yöntemleri içerisinde klinik uygulamalara en fazla aktarılan 

terapiye yönelik üretilen ilaçlardan birisi de monoklonal antikorlardır (Waldmann, 

2003). Trastuzumab’da HER2 yi hedef alan bir monoklonal antikordur. Bu monoklonal 

antikor HER2 ye bağlanarak HER2 reseptörünün kanser hücrelerinde aktive ettiği sinyal 

yolaklarını inhibe eder (Şakalar vd., 2013). Tedavisinde Trastuzumab kullanan meme 

kanseri hastalarında ölüm oranının %20 azaldığı tespit edilmiştir (Slamon vd., 2001).  

Kanser tedavisinde, monoterapi den daha etkili sonuçlar almak için ya da ilaca karşı 

direnç geliştirmiş hücrelerde ilaç etkinliğini artırmak için, başka bir sitotoksik ajanla 

kombine edilerek sinerjik etki oluşturulması üzerine yapılan çalışmalar oldukça 

yaygındır. Kanser tedavilerinde kombinasyonda kullanılması düşünülen ilaçların ön 

klinik çalışmaları yapılarak yan etkileri, toleransı, sağlıklı hücrelere ve kanser 

hücrelerine etkileri incelenir. Kombinasyon ile tedavi yaklaşımlarında minimum dozda 

maksimum sayıda kanser hücresinin hedef alınması çok önemlidir (Bulut, 2012). 

Son yarım yüzyıl boyunca yapılan farmakolojik çalışmalar sonucunda Garcinia 

hanburryi ağacından salgılanan gamboge’den saflaştırılmış gambojik asit’in Lösemi, 

Hepatoma, Oral, Meme, Pankreas, Prostat, Epitelyal servikal ve Akciğer kanseri gibi 

çeşitli tümörlere karşı güçlü anti tümör aktiviteye sahip olduğu ortaya çıkartılmıştır 

(Pandey vd., 2007; Zhao vd., 2008; Huang vd., 2011). Ayrıca apoptozu indükleyip, 

proliferasyon ve anjiyogenezi inhibe ettiği bilinmektedir (Wang ve Chen, 2012).  

Tez çalışmasında, gambojik asit’in ve Trastuzumab’ın HER2 pozitif meme kanseri 

üzerine sinerjik antikanser etkisi incelenmiştir. Hücre hattı olarak HER2 reseptörü ifade 

düzeyi olan MDA-MB-453 kullanılmıştır. Referans gen olarak Gliseraldehit 3-fosfat 

dehidrogenaz (GAPDH) kullanılmıştır. Öncelikle MDA-MB-453 Hücre hattı üzerinde 

sinerjik etki çalışmaları yapılmış ve çıkan sonuçların Compusyn programı ile 

combination index (CI) değerleri hesaplanmıştır. RT-qPCR ile caspase-9, BAX ve 

HER2 genlerinin ifade düzeyi analizleri ve ELISA ile protein analizleri yapılmıştır. 
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2. KAYNAK ÖZETLERİ 

2.1. Kanser 

Kanser ile ilgili çalışma yaptığı bilinen ilk kişi M.Ö. 4. yy da yaşamış olan Hipokrat’tır. 

Ayrıca M.Ö. 2. yy da yaşamış olan Galen’e ait kanser ve diğer bazı hastalıklarla ilgili 

yüzlerce bölüm vardır ve bu bölümlerden bir tanesi tümör üzerinedir (Sigerist, 1932).  

Kansere sebep olan etkenler günümüzde bile tam olarak anlaşılamamıştır. Genetik 

mutasyonların, tekstil ve deri sanayisinde kullanılan boyaların, petrol rafinerisinde 

kullanılan kimyasalların, su kirliliğine yol açan bazı kimyasalların, tütün içeriğinde yer 

alan kimyasalların ve gama ışını, X ışını, UV gibi mor ötesi ışınların kanserle bağlantılı 

olduğu bilinmektedir. HSGM (2019)’ye göre kanser den ölümlerin üçte birini; tütün 

kullanımı, aşırı kilo, sebze ve meyve tüketiminin az olması, yetersiz fiziksel aktivite ve 

alkol tüketimi olmak üzere beş risk faktörü oluşturmaktadır. Kanserdeki en önemli risk 

faktörü tütün kullanımıdır ve kanserden kaynaklanan ölümlerin %22’sini 

oluşturmaktadır (WHO, 2019).  

Kanser, DNA’nın farklı sebeplerle hasar görmesi sonucu hücrelerin kontrolsüz bir 

şekilde proliferasyonuna ve invazyonuna denir. Kanser hücrelerinin sağlıklı hücrelerden 

en önemli farklılığı kontrolsüz çoğalma ve kan veya lenf damarları ile farklı dokulara 

yayılmalarıdır (Hanahan ve Weinberg, 2011). 

Bölünme yeteneğine sahip olan hücrenin her hangi bir nedenle kontrolsüz çoğalmasına 

tümör adı verilir. Tümörler iyi huylu (benign) ve kötü huylu (malign) olmak üzere ikiye 

ayrılır. Tüm malign tümörler kanser olarak nitelendirilir. Malign tümörler metastaz 

olan, apoptoz yolaklarını kapatmış, anjiyogenez özelliği gösteren yaşam süresini 

kısaltan hatta ölüme sebep olan tümör türleridir (Hanahan ve Weinberg, 2011). Malign 

tümörler komşu dokulara girebilmek için matrix bileşenlerini parçalama özelliği olan 

proteaz enzimi salgılarlar (Keleg vd., 2003; Bozzuto vd., 2010). Ayrıca bu hücreler 

zamanla telomer kısalması sonucu hücre ölümünü engellemek içim telomeraz enziminin 

yükse ifadesini sağlar, bu sayede sınırsız replikasyon yeteneğine sahip olurlar (Lowe ve 

Lin, 2000). Malign tümörlerin başka bir önemli özelliği ise besin alımı ve metabolik 
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atıklardan kurtulmak için anjiyogenez (Damar oluşumu) yapmasıdır (Hanahan ve 

Weinberg, 2011). 

Tablo 2.1. Benign ve Malign tümörler arasındaki farklılıklar (Kurt, 2016). 

Benign Tümörler Malign Tümörler 

Büyüme hızları yavaştır. 

Morfolojisi ve fonksiyonları 

normal hücreye benzer. 

Lokal İnvazyon özelliği gösterir.  

Metastaz özelliği yoktur. 

Büyüme hızları fazladır 

Morfolojisi ve fonksiyonları normal 

Hücreye benzemez. 

İnvazyon özelliği vardır.  

Metastaz özelliği vardır. 

 

 

Şekil 2.1. Karsinojenez’in başlama, ilerleme ve metastaz süreçleri (Jianga vd., 2013). 
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2.1.1. Kanser istatistikleri 

Dünyada hastalıklara dayalı ölümlerin başında Kardiyovasküler hastalıklardan sonra 

kanser hastalığı gelmektedir. İnsanlık için en önemli sorunlardan bir tanesi olan 

kanserle ilgili teşhis ve tedavi üzerine yapılan çalışmalar hızla artmaktadır. Bununla 

birlikte kanserle mücadelede istatistiksel analizlerde çok önemlidir ve buna yönelik 

çalışma yapan pek çok kurum ve kuruluş vardır. International Agency for Research on 

Cancer (IARC)’in bir parçası olan GLOBACAN, 185 ülkede 36 kanser türüne ait 

istatistiklerin yer aldığı en önemli veri tabanıdır. Bu veri tabanında kanserle ilgili, 

görülme sıklığı, ölüm oranı, kanser-yaş ilişkisi gibi bilgiler yer almaktadır. Dünya 

çapında son beş yılda kansere yakalanan insan sayısının 43,8 milyon olduğu tahmin 

edilmektedir ayrıca 2018 yılında 18,1 milyon yeni vaka tespit edilmiştir (IARC, 2019). 

2025 yılında ise kanser vakalarının sayısının yaklaşık 19,3 milyon olacağı 

öngörülmektedir (Bishayee ve Block, 2015). 

 GLOBOCAN (2019) verilerine göre dünya genelindeki en çok kanser vakası görülen 

kıta Asya kıtasıdır, ikinci sırada ise Avrupa gelmektedir. 18,1 milyon vakanın %48,4 

(8750932 kişi)’ü Asya’da, %23,4 (4229662 kişi) Avrupa’dadır. 

 

Şekil 2.2. Kıtalara ait 2018 yılı tahmini yeni kanser vakası sayısı (GLOBOCAN, 2019). 

Dünyada en çok görülen kanser türü 2018 yılında 2,094 milyon (%11,6) ile akciğer 

kanseridir, ikinci sırada ise 2,089 milyon (%11,6) ile meme kanseri gelmektedir 

(GLOBOCAN, 2019) . 
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Şekil 2.3. 2018 yılı, dünya geneli kanser türlerine göre tahmini vaka sayısı 

(GLOBOCAN, 2019) . 

2018 yılında dünya çapında en fazla ölümle sonuçlanan kanser türü 1,8 milyon (%18,4) 

ile akciğer kanseridir. Kadınlarda ise en fazla ölümle sonuçlanan kanser türü yaklaşık 

627 bin (%15) ile meme kanseridir (GLOBOCAN, 2019). 

 

Şekil 2.4. 2018 yılı, dünya geneli tüm yaş grubu kadın ve erkeklerde ölümle sonuçlanan 

tahmini vaka sayısı (GLOBOCAN, 2019) . 
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Şekil 2.5. 2018 yılı, dünya geneli tüm yaş grubu kadınlarda ölümle sonuçlanan tahmini 

vaka sayısı (GLOBOCAN, 2019) . 

2.1.3.Türkiye’de kanser 

Dünya genelindeki ölümlerin yaklaşık altıda biri kanser den kaynaklanmaktadır (WHO, 

2019). Türkiye’deki ölümlerin ise yaklaşık beşte biri kanserden kaynaklanmaktadır 

(TÜİK, 2019). 

Tablo 2.2. 2018 yıllına ait Avrupa’daki bazı ülkelerin her iki cinsiyette, her yaşta ve 

tüm kanser çeşitlerinde tahmini insidans ne mortalite sayıları (GLOBOCAN, 2019). 

 İnsidans Mortalite 

Türkiye 

Almanya 

Rusya 

Fransa 

İngiltere 

İtalya 

İspanya 

Polonya 

Ukrayna 

210.537 

608.742 

543.045 

455.618 

446.942 

409.808 

270.363 

185.630 

169.817 

116.710 

247.462 

314.611 

182.372 

178.473 

175.741 

113.584 

113.388 

98.226 

 

Tüm dünyada olduğu gibi Türkiye’de de en sık görülen kanser türü akciğer kanseridir. 

Halk Sağlığı Genel Müdürlüğü verilerine göre ülkemizde en çok rastlanan kanser türü 

%21 ile akciğer kanseridir, ikinci sırada ise %12,9 ile prostat kanseridir. 
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Şekil 2.6. Türkiye’de tüm yaş gruplarındaki erkeklerde en sık görülen bazı kanser 

türlerinin bu grup içindeki yüzde dağılımları (HSGM, 2019). 

Dünya genelinde olduğu gibi ülkemizde de kadınlarımızı tehdit eden kanser türlerinin 

başında meme kanseri gelmektedir. Türkiye de yaşayan kanser hastası kadınların 

%24,7’si meme kanseridir. 

 

Şekil 2.7. Türkiye’de tüm yaş gruplarındaki kadınlarda en sık görülen bazı kanser 

türlerinin bu grup içindeki yüzde dağılımları (HSGM, 2019). 

Ülkemizde 2015 yılında yaşa göre standardize edilmiş kanser hızı erkeklerde yüz binde 

247,6 iken kadınlarda ise yüz binde 177,5 olduğu görülmektedir. Toplamda kanser 

insidansı ise yüz binde 212,6’dır. Türkiye’de yaklaşık olarak toplam 167.463 kişiye 

yeni kanser teşhisi konulmuştur. 2010-2015 yılları arasındaki verilere bakıldığında; 
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erkeklerde kanser sıklığında azalma görülürken, kadınlarda herhangi bir değişim 

görülmemektedir (HSGM, 2019). 

2.2. Meme Kanseri 

Meme kanseri, memede yer alan herhangi bir dokudaki hücrelerin çeşitli sebeplerden 

dolayı kontrolsüz proliferasyonu sonucu ortaya çıkar. Oldukça fazla çeşidi olan meme 

kanserinin en sık görülen türü meme kanallarında gelişen duktal karsinom dur.  

Kadınlar da kanserden kaynaklanan ölümlerin başında %15 ile meme kanseri 

gelmektedir. Bunu sırasıyla akciğer kanseri (%13,8) ve kolorektal kanseri(%9,5) 

izlemektedir (IARC, 2019). İstatistiklere göre Türkiye’de kanser tanısı konulan 

kadınların dörtte biri meme kanseridir. Ülkemizde meme kanseri teşhisi konulan 

kadınların yaşa göre dağılımları ise şu şekildedir; %44,5’i 50-69 yaş aralığında, %40,6 

sı 25-49 yaş aralığındadır. Meme kanseri evreleri incelendiğinde vakaların %11,5’i uzak 

evrededir (HSGM, 2019). 

 

Şekil 2.8. Meme kanseri evrelerinin yüzde dağılımları (HSGM, 2019). 

2.2.1. Meme kanseri risk faktörleri 

Meme kanserine dair yapılan çalışmalarda belirli kriterlere sahip kadınlarda meme 

kanseri riskinin daha fazla olduğu görülmektedir ve bu kriterlere Meme kanseri risk 

faktörü adı verilmektedir (Campbell, 2002). Meme kanseri risk faktörleri 

45,5 

43 

11,5 

Lokalize 

Bölgesel 

Uzak 
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değiştirilemeyen ve değiştirilebilen olmak üzere iki gruba ayrılır. Değiştirilemeyen risk 

faktörleri: Cinsiyet, aile öyküsü, yaş, erken menstürasyon ve geç menopoz, 

değiştirilebilen risk faktörleri: Sigara ve alkol tüketimi, kilo, besinle alınan kimyasallar 

ve menopoz döneminde kullanılan hormon preparatları (Kushi vd., 2012). 

Meme kanserindeki en önemli risk faktörü bireyin kadın olmasıdır Meme kanseri 

vakalarının %99’unu kadınlar oluşturmaktadır (Kaymakçı, 2014).  

Meme kanseri riski yaşla doğru orantılıdır. 25 yaşında meme kanseri riski oldukça 

düşüktür, 45 yaşında ise meme kanserine yakalanma olasılığı 100 kat artmaktadır 

(Hulka ve Moorman, 2001). Meme kanseri 30’lu yaşlardan sonra menopoz dönemine 

kadar hızlı bir artış gösterir, menopoz döneminde biraz azalır ve sonrasında yavaş bir 

artış olur. Yaş ilerledikçe meme kanserinin artması üreme hormonlarından 

kaynaklanmaktadır (Dumitrescu ve Cotarla, 2005). 

Meme kanseri olan birinci derecede akrabaya sahip olması, kadınlarda kanser riskini 

yaklaşık iki katına çıkartır (ACS, 2019). Güçlü aile öyküsü olan BRCA-1 ya da BRCA-

2 gen mutasyonu taşıyan kadınlarda meme kanseri riski oldukça yüksektir (Schwartz 

vd., 2008). Meme kanserine yol açabilecek başka gen mutasyonları da vardır, bu 

mutasyonlar BRCA genleri kadar risk taşımaz (ACS, 2019). Meme kanserine yol 

açabilecek riski az olan gen mutasyonları: ATM, TP53, CHEK2, PTEN, CDH1, STK11, 

PALB2 (ACS, 2019). 

Yoğun meme dokusuna sahip olan kadınlar yaklaşık iki kat meme kanseri riski taşır, 

hamilelik, yaş, menopoz durumu, bazı ilaçlar, genetik faktörler meme kanseri 

yoğunluğunu etkileyen faktörlerdir (ACS, 2019). 

Benign meme kanseri tanısı alan kadınların meme kanseri riski bulunmaktadır. Benign 

meme kanseri üç grupta toplanmıştır bunlar: riski çok az olan Proliferatif olmayan 

lezyonlar, risk faktörünü biraz yükselten A-tipi olmayan proliferatif lezyonlar (hücre 

anormallikleri) ve atipik proliferatif lezyonlardır (ACS, 2019). 

Kadınlarda menstürasyonun erken başlaması meme kanseri riskini artırır, bunun 

sebebinin östrojen ve progesteron hormonlarına uzun süre maruz kalmaktan 

kaynaklandığı düşünülmektedir (ACS, 2019). 
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İyonize radyasyon tüm bireylerde genotoksik etki sonucu oluşan DNA hasarlarından 

dolayı meme kanseri riskini artırır (Land vd., 2003; Little ve McElvenny, 2016). Ayrıca 

herhangi bir kanser den dolayı radyoterapi gören ve genç yaşta göğüs bölgesinde 

radyasyona maruz kalan kişilerde kanser riski önemli oranda artmaktadır (ACS, 2019). 

1940-1970 yılları arasında düşük riskini azaltmak amacıyla DES adı verilen östrojen 

benzeri bir ilaç verilirdi, bu ilacı kullanan kadınlarda meme kanseri riskinin daha 

yüksek olabileceği bildirilmiştir (ACS, 2019).  

Alkol tüketiminin de meme kanserini tetiklediği yapılan araştırmalarla gösterilmiştir. 

Alkol alan kadınların almayanlara göre %20 daha fazla risk taşıdığı görülmüştür, ayrıca 

obezite, yetersiz fiziksel aktivite, çocuk sahibi olmamak, emzirmeme, doğum kontrol 

hapları, Menopoz sonrası hormon tedavisi ve Göğüs implantlarının da meme kanseri 

riskini artırabileceği bildirilmiştir (ACS, 2019).  

Uygun beslenme şekli ile meme kanseri riski azaltılabilir. Omega3 içeren besinler, 

doymamış yağ asidi içeren besinler sebze, meyve meme kanseri riskini azaltır 

(Dumitrescu ve Cotarla, 2005). 

 

Şekil 2.9. Meme kanseri risk faktörleri (Çömez, 2016). 
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2.2.2. Meme kanseri evreleri 

Meme kanseri, klinik aşamada TNM kriterleri adı verilen bir yöntemle derecelendirilir, 

bu derecelendirme sisteminde ‘T’ tümör boyutunu, ’N’ lenf nodlarını ve ’M’ ise 

metastazı ifade eder (Singletary ve Connolly, 2006). 

Tablo 2.3. TNM kriterleri yönteminde semboller ve ifade ettiği anlamlar (Singletary et 

al., 2003). 

Semboller TNM kriterlerinin açıklaması 

TX Primer tümör değerlendirilemiyor 

T0 Primer tümör yok 

Tis İnsitü karsinom 

T1 Çapı 2 cm den küçük olan tümör 

T2 Çapı 2-5 cm arasında olan tümör 

T3 Çapı 5 cm den büyük olan tümör 

T4 Herhangi bir boyutta olan fakat tüm cilde veya meme duvarına yayılmış 

T4a Meme duvarına yayılmış tümör 

T4b Tümör, kafa tası tabanındaki masticator boşluğunu işgal eder veya iç 

karotid arteri çevreler 

NX Değerlendirilemeyen lenf nodu 

N0 Metastaz olmayan lenf nodu 

N1 Yakın bölgedeki aksillada lenf nodlarına metastaz 

N2 Yakın bölgedeki aksillada birbirlerine yada çevreye yapışık olan lenf 

nodlarına metastaz 

N2a Birbirlerine yada çevreye fiske olan lenf nodlarına metastaz 

N2b En büyüğünün boyutu 6 cm'den fazla olmayan, birden fazla ipsilateral lenf 

nodunda metastaz  

N2c En büyüğünün boyutu 6 cm'den fazla olmayan,  

bilateral veya kontralateral lenf nodlarında metastaz 

N3 Boyutu 6 cm’den fazla olan lenf nodlarında metastaz 

MX Değerlendirilemeyen Uzak Metastaz 

M0 Uzak metastaz yok 

M1 Uzak metastaz  
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TNM derecelendirme yöntemi ile kanser: Evre 0, Evre I, Evre IIA, Evre IIB, Evre IIIA, 

Evre IIIB, Evre IIIC, Evre IV olarak sınıflandırılmıştır 

Tablo 2.4. TNM derecelendirme yöntemi ile meme kanseri evreleri (Singletary vd., 

2003). 

Evre T N M 

 

Evre 0  

 

Tis N0 M0 

 

Evre I 

 

T1 N0 M0 

 

Evre II A 

 

T0 

T1 

T2 

N0 

N1 

N0 

M0 

M0 

M0 

 

Evre II B 

 

T2 

T3 

N1 

N0 

M0 

M0 

Evre III A 

T0 

T1 

T2 

T2 

T3 

T3 

N2 

N2 

N2 

N2 

N1 

N2 

M0 

M0 

M0 

M0 

M0 

M0 

 

 

Evre III B 

 

 

T4 

T4 

T4 

N0 

N1 

N2 

M0 

M0 

M0 

Evre III C 

 

T0-T1-T2-T3-T4 N3 M0 

Evre IV T0-T1-T2-T3-T4 N0-N1-N2 M1 
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Evre I ve II opere edilebilir evre, III A ve III B lokal ileri hastalık, III C ileri hastalık ve 

IV ise metastatik hastalığı ifade etmektedir (TMHDF, 2019). Meme kanseri olan 

hastalarda, kanserin hangi evrede olduğunun tespit edilmesi tedaviye yön verilmesi 

açısından oldukça önemlidir.  

2.2.3. Meme kanserinin sınıflandırılması 

Meme kanseri oldukça farklı klinik ve patojenik özellikleri olan ve çok sayıda alt 

gruplara sahip bir hastalıktır. Alt grup meme kanserli hastaların tedaviye gösterdiği 

yanıt farklı olduğu için alt tipin doğru tanımlanması çok önemlidir (Blows vd., 2010). 

2.2.3.1. Histolojik sınıflandırma 

Meme kanseri olan hastalarda tedaviye yön verebilmek ve daha sağlıklı sonuçlar 

alabilmek için tümörün biyolojik davranışlarını tahmin etmek çok önemlidir. Bu 

anlamda meme kanseri hücrelerinin sınıflandırılması yapılmıştır. Bu sınıflandırmaya 

göre meme kanseri genel olarak non-invaziv, invaziv ve meme başı (paget hastalığı) 

olmak üzere üç gruba ayrılmış olmakla birlikti pek çok alt türü de mevcuttur.  

İnvaziv duktal karsinom bu grup içerisinde yaklaşık %75 ile en sık görülen tiptir (Li 

vd., 2005). Östrojen reseptörü pozitiftir olan İnvazif lobüler karsinom ise  % 5-%10 

oranında görülür ve beklenmedik dokulara metastaz yapabilme özelliği vardır (Ferlicot 

vd., 2004; Orvieto vd., 2008). 

Meme kanserinin tespiti ve sınıflandırılması için bilgisayar temelli birçok sistem 

geliştirilmiştir. Tanıda kullanılan yöntemlerin bazıları şunlardır: 

 Artificial Neural Networks (ANN) 

 Random Forest (RF) 

 Support Vector Machines (SVM) 

 Principal Component Analysis (PCA) 
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Epitelial Tümörler 

1 -İnvaziv Duktal Karsinom,  

-Miks tip karsinom  

-Pleomorfik karsinom  

-Osteoklastik dev hücreli karsinom  

-Koryokarsinomatöz özellikli 

karsinom  

-Melanotik özellikli karsinom  

2 -İnvaziv lobuler karsinom  

3 -Tubuler karsinom 

4 -İnvaziv kribriform karsinom  

5 -Medüller karsinom 

6 -Müsinöz karsinom ve bol müsin 

içeren diğer tümörler 

-Müsinöz karsinom 

-Kistadenokarsinom ve kolumnar 

hücreli müsinöz karsinom  

-Taşlı yüzük hücreli karsinom  

7 -Nöroendokrin tümörler 

-Solid nöroendokrin hücreli 

karsinom  

-Atipik karsinoid tümör 

-Küçük hücreli/yulaf hücreli 

karsinom  

-Büyük hücreli nöroendokrin 

karsinom 

8 -İnvaziv papiller karsinom 

9 -İnvaziv mikropapiller karsinom   

10 -Apokrin karsinom 

11 -Metaplastik karsinomlar 

-Saf epitelial metaplastik karsinom  

*Skuamoz hücreli karsinom  

*İğsi hücre metaplazili 

adenokarsinom 

*Adenoskuamöz karsinom  

*Mukoepidermoid karsinom  

-Mikst epitelyal/mezenkimal 

metaplastik karsinomlar 

12 -Lipitten zengin karsinom 

13 -Sekretuar karsinom  

14 -Onkositik karsinom  

15 -Adenoid kistik karsinom  

16 -Asinik hücreli karsinom  

17 -Glikojenden zengin şeffaf hücreli 

karsinom  

18 -Sebase karsinom  

19 -İnflamatuar karsinom  

20 -Lobuler neoplazi 

-Lobuler karsinoma in situ  

21 -İntraduktal proliferatif lezyonlar 

-Sıradan (usual) duktal hiperplazi  

-Düz (flat) epitelial hiperplazi  

-Atipik duktal hiperplazi  

-Duktal karsinoma insitu  

22 -Mikroinvaziv karsinom  

23 -İntraduktal papiller neoplaziler 

-Santral papillom  

-Periferal papillom  

-Atipik papillom 

-İntraduktal papiller karsinom 

-İntrakistik papiller karsinom  

24 -Benign epitelial proliferasyonlar 

-Adenosis  

*Sklerozan adenosis  

*Apokrin adenosis  

*Blunt duktus adenosis 

*Mikroglandüler adenosis 

*Adenomyoepitelial adenosis  

25 -Radyal skar/kompleks sklerozan 

lezyon  

26 -Adenomlar  

- Tubuler adenom  

-Laktasyon adenomu 

-Apokrin adenom  

-Pleomorfik adenom 

-Duktal adenom  

 

Myoepitelial Lezyonlar 

1 -Myoepiteliosis  

2 -Adenomyoepitelial adenosis  

3 -Adenomyoepitelioma  

4 -Malign myoepitelioma  

 

Mezenkimal Tümörler  

1 -Hemanjiom  

2 -Anjiomatosis  

3 -Hemajioperisitom  

4-Psödoanjiomatöz stromal 

hiperplazi  

5 –Myofibroblastom 

 

6 -Fibromatosis (agresiv) 

7 -İnflamatuar myofibroblastik 

tümör  

8 -Lipom -Anjiolipom  

9 -Granüler hücreli tümör  

10 -Nörofibrom  

11 -Schwannom  

12 -Anjiosarkom  

13 -Liposarkom  

14 -Rabdomyosarkom  

15 -Osteosarkom  

16 -Leiomyom  

17 –Leiomyosarkom 

 

Fibroepitelial Tümörler  

1 -Fibroadenom  

2 -Phylloides tümör  

*Benign *Borderline  

*Malign  

3 -Periduktal stromal sarkom, low 

grade 

4 -Meme hamartomu  

 

Meme Başı Tümörleri  

1 -Meme başı adenomu  

2 -Siringomatöz adenom  

3 -Meme başı Paget hastalığı  

 

Malign Lenfoma  

1 -Diffüz büyük B hücreli lenfoma 

2 -Burkitt lenfoma  

3 -Ekstranodal marjinal zon B 

hücreli lenfoma, MALT tip  

4 -Foliküler lenfoma  

 

Metastatik Tümörler  

 

Erkek Meme Tümörleri 

1 -Jinekomasti  

2 –Karsinom 

-İnvaziv 

-İn situ 

 

Şekil 2.10. Histolojik sınıflandırmaya göre meme kanseri türleri (Eble vd., 2003). 
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2.2.3.2.  Moleküler sınıflandırma  

Günümüzde meme kanserinin farklı histolojik ve biyolojik özelliklere sahip, klinik 

bulguları ve tedaviye olan yanıtları farklılık gösteren heterojen bir hastalık olduğu 

anlaşılmıştır (Eliyatkın vd., 2015). Moleküler tekniklerin ilerlemesi ile meme 

kanserinde moleküler sınıflandırma adı verilen yeni bir sınıflandırma gelişmeye 

başlamıştır (Eliyatkın vd., 2015). Moleküler sınıflandırma, 2000 yılında yaptıkları 

çalışmalar sonucu gen ifade analizlerinde farklılıklar bulmaları üzerine Perou ve Sorlie 

tarafından ortaya atılmıştır (Perou vd., 2000). 

Moleküler sınıflandırmada meme kanseri tümörleri östrojen reseptörü (ER), progesteron 

reseptörü (PR) ve insan epidermal büyüme faktörü reseptörü (HER2/neu) ifade 

düzeylerine göre alt gruplara ayrılmıştır, bu gruplar: luminal A, luminal B, HER2 ve 

bazal-benzeridir (Reis-Filho ve Pusztai, 2011).  

Meme kanserlerinin en sık görülen alttipi lüminal A da ER ve PR ifade düzeyleri 

görülürken (ER+ ve PR+) HER2 ifade düzeyi oldukça düşüktür, lüminal B grubunda ise 

ER+ ve PR+ dir ve HER2 ifade düzeyi değişkendir  (Sørlie vd., 2001). P53 geninde 

mutasyon sıklığı luminal A’da luminal B’ye göre daha çoktur (Sørlie vd., 2001). Diğer 

bir alt tip olan bazal-benzeri grubunda %95 ER(-), PR(-) ve HER2(-) (Triple negative) 

dir (Rouzier vd., 2005; Eliyatkın vd., 2015). 

Meme kanserli hastaların yaklaşık %75’i lüminal A ve lüminal B, yaklaşık %15’i ise 

HER2 pozitiftir, geriye kalan yaklaşık %10’luk grup ise triple negatif hastalardır ve bu 

gruptaki hastalar hormon tedavisinden fayda göremezler, bu yüzden mortalitesi en fazla 

olan alt türdür (Güneş vd., 2012). 
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Şekil 2.11. Meme kanserinin moleküler sınıflandırmaya göre alt türleri (Eliyatkın vd., 

2015). 
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Şekil 2.12. Meme kanseri özel alt tiplerinin histolojik ve moleküler özellikleri 

(Eliyatkın vd., 2015). 

2.2.4. Meme kanseri teşhisi ve tedavisi 

Meme kanserinde tedavi, tanı sırasında yapılmalıdır ve doku örneğinden alınan biyopsi 

materyalinin patolojik değerlendirilmesi ile tanı konulmalıdır. Meme kanseri tedavi 

seçeneği çok olan bir hastalıktır. Hekimin, hastanın yaşına, kanserin evresine ve hormon 

duyarlılığına bakarak yapılacak olan tedaviye karar vermesi gerekmektedir. 

2.2.4.1.Meme kanseri teşhis yöntemleri 

Kendi kendine muayene 

Meme kanserinin erken teşhisinde klinik muayene ve mamografi ile birlikte ilk 

aşamalardan birisidir ve yaklaşık 50 yıldır uygulanmaktadır (Seçginli, 2011). Elle 

muayenenin meme kanseri mortalitesindeki azalmaya etkisi sınırlıdır (Semiglazov vd., 

1993; Thomas vd., 2002). Kendi kendine muayenenin başlangıç evrelerde etkisi az olsa 

da ara evrelerde oldukça etkili olduğu görülmektedir (Lechner vd., 2004).  
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Klinik meme muayenesi 

Klinik meme muayenesi uzun yıllardır kullanılan erken teşhis için önerilen bir 

yöntemdir fakat mortaliteye etkisi ile ilgili yapılan çalışmalar sınırlıdır (Seçginli, 2011). 

Mamografi ile birlikte yapılan klinik meme muayenesinin hata oranını azaltabileceği 

belirtilmiştir (Park vd., 2000). 

Mamografi 

Mamografi X ışınları kullanılarak çekilen özel bir röntgendir (ASM,2019). Erken tanıda 

en sık kullanılan ve en etkili görüntüleme yöntemlerinden birisidir ayrıca seçiciliği ve 

duyarlılığı da oldukça yüksektir (Seçginli, 2011). Mamografi ile taramanın 50 yaş ve 

üzeri kadınlarda mortaliteyi %20-30 azalttığı görülmüştür (Berns vd., 1992).  

Dijital Mamografi 

Mamografi ile prensibi aynıdır. Daha düşük dozda X ışını kullanarak daha az hatalı 

sonuçlar elde edilir (ASM,2019). 

Meme Ultrasonografisi 

Mamografide dokuların üst üste geldiği durumlarda görülemeyecek kitleleri tespit 

edebilir. Radyasyon içermediği için genç kadınlarda öncelikle tercih edilir (ASM,2019). 

Manyetik Rezonans Görüntüleme 

Dev mıknatıslarla manyetik alan oluşturarak belirli yapıları ayırt edebilen bir tıbbi 

tekniktir. Radyasyon içermez, vücuttaki anormal yapıları tespit etmek için kullanılır 

(ASM,2019). 

Biyopsi 

Görüntüleme sonucunda şüpheli bir lezyon tespit edilmesi durumunda cerrahi 

yöntemlerle parça alınmasıdır (ASM,2019). Biyopsi sonucuna göre tümörün benign 

yada malign olduğuna karar verilir. 

PET/CT 

Pozitron emisyon tomografisi (PET) ve bilgisayar tomografisi (CT) birleştirilerek ileri 

teknoloji görüntüleme sağlanır ve kanser tanısında kullanılır (MEMORİAL, 2019). 

Meme kanserinin erken tanısında oldukça önemli bir tekniktir. 
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2.2.4.2. Meme kanseri tedavi yöntemleri 

Meme kanserinin teşhisiyle birlikte kanserin evreleri de dikkate alınarak tedavisi başlar. 

Örneğin erken evre meme kanserli hastalarda tümör boyutu, grade, lenf nodu, ER/PR ve 

HER2 ifade düzeyi gibi primer tümör özelliklerine bakılarak radyoterapi yada primer 

cerrahi yapılır (Gradishar vd., 2016) 

Cerrahi operasyon 

Meme kanserinin tedavisinde meme korunamayacak evrede ise metastazını önlemek 

amacı ile tümör kitlesi çıkartılır ya da memenin tamamı alınır (Senkus vd., 2015). Pek 

çok çalışma evre I ve II de olan meme kanserli kadınlarda mastektominin sağ kalım 

açısından meme koruyucu tedaviye eşdeğer olduğunu göstermiştir (Gradishar vd., 

2016). Geniş lokal eksizyon geçiren hastalarda daha iyi kozmesis elde edebilmek için 

meme cerrahları onkoplastik yaklaşımlar uygulamak üzere eğitilmektedir (Senkus vd., 

2015). 

Kemoterapi 

Kanser hastalarında kullanılan ilaç tedavisidir. Cerrahi girişimlerin öncesinde ve 

sonrasında verilmesine göre; neoadjuvan kemoterapi ve adjuvan kemoterapi olarak 

adlandırılır. Meme kanseri tedavisinde kullanılan kemoterapi ilaçlarından bazıları 

şunlardır: Doxorubicin, Epirubicin, Paclitaxel, Docetaxel, Cyclophosphamide. Meme 

kanserinin ileri evrelerinde kemoterapi ilaçlarının etkinliği azalabilir bu gibi durumlarda 

ek ilaçlar gereklidir (Maricic, 2006). Bazı meme kanserli hastalarda daha iyi yanıt 

almak için kombinasyon terapisi yapılmaktadır. Mono terapi yerine kombinasyon 

terapisi halen tartışılan bir konudur (Miles vd., 2002). Kombinasyon tedavilerinde 

toplam yanıt daha fazla olsa da kişiyi aşırı toksisiteye maruz bırakmaktadır 

(O’Shaughnessy, 2005).  

Radyoterapi 

Radyoterapi, kanser hücrelerinin radyoaktif ışınlarla yok edilmesidir. Radyasyon 

tedavisi öncesi planlama yapmak çok önemlidir. Planlama yaparken hedefin hacmi, risk 

altındaki komşu dokular, normal dokunun korunması gibi hususlar dikkate alınmalıdır 

(Gradishar vd., 2016). 
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Hormon tedavisi 

Bazı meme kanseri türlerinde östrojen reseptörleri (ER) ve progesteron reseptörleri (PR) 

aşırı-eksprese olmaktadır. Bu hormonları baskılamak için hastalara hormon ilaçları 

verilmektedir. Meme kanseri vakalarında yaklaşık %75’inde östrojen reseptör 

seviyesinde artış görülmüştür (Dowsett, 2001). Giuliano (2009) ve arkadaşları adjuvan 

hormonal tedavinin kanser hastalarında mortaliteyi azalttığını bildirmişlerdir. Güçlü ve 

seçici östrojen modülatörü olan Tamoksifen, premenopozal hastalarda en çok kullanılan 

hormon ilacıdır (Giuliano, 2009). Ayrıca Tamoksifen’in mortaliteyi azalttığı 

bildirilmiştir (Vogel vd., 2006). 

Hedefe yönelik tedavi 

Hedefe yönelik tedavilerde monoklonal antikorlar kullanılır. Meme kanseri tedavisinde 

kullanılan monoklonal antikorlardan bir tanesi de Trastuzumab (Herceptin®)’dır (Ross 

vd., 2004). İnvaziv meme kanserli hastaların yaklaşık %25’inde HER2 aşırı-ekspresedir 

ve Trastuzumab HER2’yi hedef alan monolonal antikordur (Ross vd., 2004). 

Trastuzumab ile tedavi HER2 protein seviyesi yüksek olan hastalara uygulanır (Huston 

ve George, 2001) 

 

Şekil 2.13. Erken evre meme kanseri tedavi algoritması (Senkus vd., 2015). 
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Şekil 2.14. Biyomarker ifade düzeylerine göre neo-adjuvan tedavi yaklaşımı (Senkus 

vd., 2015) 

Kadınlarda meme kanseri risk faktörünün hesaplanması ile gelecekte meme kanserine 

yakalanma ihtimali tespit edilebilir, böylece yüksek risk taşıyan grup için risk azaltıcı 

tedaviler uygulanabilir. BRCA 1 ve 2 öyküsü, meme kanseri veya over kanseri olan 

birinci derece yakını olması, daha öncesinde toraks bölgesine radyoterapi almış olması, 

atipik hiperplazi varlığı gibi durumlarda birey yüksek risk grubundadır (Koçak vd., 

2011). Yüksek risk grubunda bulunan kadınlar için risk azaltıcı yaklaşımlar ise yaşam 

biçiminde değişiklik yapma, tarama, kemaprevansiyon ve cerrahi yöntemlerdir (Koçak 

vd., 2011). 

2.3. HER2 Reseptörü 

Bir membran reseptörü olan İnsan Epidermal Büyüme Faktörü-2 (HER2 veya ErbB-2), 

epidermal büyüme faktörü reseptörü (EGFR) ailesinin bir üyesidir. EGFR ailesinin 

üyeleri: HER1 (erb-B1 yada EGFR), HER2 (erb-B2), HER3 (erb-B3) ve HER4 (erb-

B4)’dür ve HER1, HER2, HER4 Tirozin kinaz aktivasyonu gösterir (Lupu vd., 1995; 

Ross ve Fletcher, 1998; Navolanic vd., 2003). HER2 protoonkogeni tarafından, 

transmembran HER2 proteini kodlanır ve hematopoetik kaynaklı olanlar hariç pek çok 
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hücrede ifadesi vardır fakat bazı kanser hastalarında ifade düzeyi oldukça yüksek 

olabilmektedir (Hynes ve Stern, 1994; Yarden, 2001). İnvaziv meme kanseri olan 

hastaların %20 ila %30 kadarında HER2’nin yüksek ifade düzeyi görülmektedir (Hudis, 

2007). Kromozom 17q’da lokalize olmuş ve 32 ekzonu olan HER2 literatürde pek çok 

isimle anılır, bu isimler: C-erbB-2, NEU, NGL, HER2, TKR1, CD340, MLN 19 ‘dur 

(NCBI, 2019).  

Bu reseptör ailesinin her birisinin trans membran bölge, sitoplazmik bölge (Tirozin 

kinaz aktivitesi gösterir) ve ekstra selüler bölge (Ligant bağlanır) olmak üzere üç 

bölgeleri vardır (Normanno vd., 2005). EGFR gen ailesindeki üyelerden HER1, HER3 

ve HER4 proteinlerinin ligandları vardır, fakat HER2’ye tanımlanmış herhangi bir 

ligand bulunmamaktadır (Lupu vd., 1995). Ayrıca bu dört üyeden HER3’ün tirozin 

kinaz aktivasyonu yoktur (Ross vd., 2004). 

 

Şekil 2.15. HER reseptörlerinin yapısı ve ligantları (Ross vd., 2004). 

EGFR üyeleri homodimerizasyon ya da heterodimerizasyon yoluyla tirozin kinaz 

fosforilasyonuna yol açarlar ve sinyal iletimine aracılık ederler  (Graus‐Porta vd., 1997). 

Sinyal iletiminin sonucunda MAPK, PI3K/Akt, STAT, PLC- γ, JAC yolakları aktif hale 

gelir ve hücre; çoğalma, hayatta kalma, yapışma, hareket kabiliyeti gibi faaliyetler 

kazanır (Ross vd., 2004).  
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Şekil 2.16. ERBB sinyal yolağı (KEGG, 2019). 

Meme kanserini etkileyecek birçok prognostik faktör vardır ve bunlardan biriside 

HER2’dir. HER2’nin amplifikasyonunun, meme kanserinde kötü prognozla ilişkili 

olduğunu ilk gösteren kişi Slamon ve arkadaşlarıdır (Slamon vd., 1987). 

HER2 dimerizasyonu sonucunda, intraselüler bölgedeki tirozin rezüdüleri 

fosforillenerek PI3-K’yı aktive eder ve PI3-K da Akt enzimini posforilleyerek aktive 

olmasını sağlar, böylece hücre hayatta kalma faaliyetlerini sürdürür. Buna paralel olarak 

bir guanin nükleotit değişim faktörü olan SOS sinyali, RAS’ı aktive eder, ardından 

sırasıyla RAF, MEK ve MAPK aktive olur ve hücre proliferasyonu devam eder (Hudis, 

2007). 
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Şekil 2.17. HER2 dimerizasyonu sonucunda aktif hale gelen PI3-K/Akt ve MAPK 

sinyal yolakları ve gerçekleşen hücresel faaliyetler (Lilleby vd., 2011). 

2.3.1. HER2’nin yüksek ifade düzeylerini hedef alan tedavi yaklaşımları 

HER2 geni yüksek ifade düzeylerinin olduğu hastaların çoğunda sağ kalımın azaldığı ve 

tedavilerinde istenilen yanıtın alınmadığı gözlenmiştir. Bunun üzerine bilim insanları 

HER2’nin hedef alınmasının meme kanseri tedavisinde önemli bir strateji olarak 

görmüşlerdir (Hudis, 2007).  

2.3.1.1.Monoklonal antikorlar 

Membran reseptörü HER2’yi bloke etmek için tasarlanmış monoklonal antijenlerdir. En 

sık kullanılan monoklonal antijenlerden bir tanesi Trastuzumab’dır. 

2.3.1.2.Heterodimerizasyonu bozan antikorlar 

HER2, EGFR ailesinin ligand içermeyen bir üyesi olmasına rağmen ailenin diğer 

üyeleri ile heterodimerizasyon yaparak meme kanseri hücrelerini stimule edebilir 

(Graus‐Porta vd., 1997). Örneğin Heregulin ligandı HER3’e bağlanır ve HER3 de 
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HER2 ile heterodimer oluşturarak proliferasyon ve maling ile ilgili sinyal yolaklarını 

aktive eder (Alimandi vd., 1995). Meme kanseri tedavisinde heterodimerizasyonu 

engelleyen 2C4 gibi ilaçlar bazı hastalarda kullanılmaktadır. 

2.3.1.3.Tirozin kinaz inhibitörleri 

Tirozin kinaz hücresel aktivitelerde önemli rol oynar ve HER2 de tirozin kinaz 

aktivitesine sahip olan transmembran reseptörüdür. Tirozin kinaz inhibitörleri 

kullanılarak tümör gelişimi önlenebilir (Chen vd., 2003). Emodin ve Kurkumin’in 

HER2 tirozin kinaz aktivitesini baskıladığı bildirilmiştir (Zhang vd., 1995; Hong vd., 

1999). Diğer bilinen tirozin kinaz inhibitörleri ise şunlardır: OSI-774, ZD-1839, CI-

1033, Lapatinib (Chen vd., 2003; Nahta vd., 2006). 

Hücre içi tek zincirli antikorlar, HER2 promotorunun transkripsiyon baskılayıcıları ve 

Antisens oligonükleotitler veya ribozimler, HER2 yükse ifade düzeyini hedef alan ve 

geliştirilmeye çalışılan diğer çalışmalardır (Chen vd., 2003). 

HER2’nin yüksek ifade düzeyi, normal hücrenin kontrol mekanizmasını bozar ve 

agresif tümör oluşumuna yol açabilir (Hung vd., 1986). HER2 nin HER ailesi içerisinde 

en güçlü dimerizasyon yaptığı üye HER3 dür (Yarden, 2001). HER2’nin yüksek ifade 

düzeyi HER2-HER-3 heterodimer sayısını artırır ve güçlü sinyaller oluştur, 

sinyalizasyon sonucunda mitojeniklik artar. HER2-HER3 heterodimerinin 

sinyalizasyonunun engellenmesi için Trastuzumab gibi monoklonal antikorlar 

kullanılabilir (Yarden, 2001). 

2.4. Trastuzumab (Herceptin
®
) 

Kanser tedavisinde kullanılan ilaçlar ancak sağlıklı hücre ile kanser hücresini ayırt 

edebildiğinde başarıya ulaşabilir. Kanser tedavisi üzerine çalışma yapan bilim insanları 

uzun yıllardır hedefe yönelik ilaçlar geliştirmeye çalışmışlardır. Benim çalışmamda 

kullandığım, ticari adı Herceptin olan Trastuzumab’da bu amaçla üretilmiş monoklonal 

antikorlardan birisidir. Trastuzumab 1998 yılında Food and Drug Administration (FDA) 

tarafından onay almış ve kullanımına başlanmıştır (Bedard vd., 2009). 
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Tablo 2.5. Trastuzumab’ın tarihsel gelişimi (Brufsky, 2010). 

Yıl Gelişme 

1987 

1990 

1993 

1997 

1998 

2000 

2005 

2008 

HER2’nin agresif kanserle ilişkili olduğu bulundu. 

HER2’ye karşı Trastuzumab geliştirildi. 

Trastuzumab’ın II. Evre meme kanseri çalışmaları başladı. 

Trastuzumab’ın III. Evre metastatik meme kanseri temel çalışmaları tamamlandı. 

HER2 tanısı geliştirildi. 

III. Evre adjuvan Trastuzumab denemeleri başladı. 

Adjuvan meme kanserinin verileri ASCO’da sunuldu. 

Trastuzumab temelli kombinasyon denemeleri yapıldı. 

Trastuzumab invaziv meme kanseri hastaların yaklaşık %25’inde aşırı-eksprese olan ve 

HER2 proteininin ekstraselüler bölgesini hedef alan monoklonal antikordur (Carter vd., 

1992; Nahta vd., 2006). Trastuzumab, HER2 reseptörünün ekstraselüler kısmına 

bağlanabilen iki antijen spesifik bölgeden oluşur ve IgG1 Fc yapısı içerir  (Albanell vd., 

1996; Spector ve Blackwell, 2009).  

 

Şekil 2.18. Trastuzumab’ın molekül yapısını gösteren çubuk (a), küre (b) ve kurdele (c) 

diyagramları (Cancer quest, 2019) . 

2.4.1. Trastuzumab’ın Etki Mekanizmaları 

Trastuzumab, HER2 pozitif meme kanseri tedavisinde yaygın olarak kullanılsa da etki 

mekanizmaları tam olarak anlaşılamamıştır (Valabrega vd., 2007). Yapılan çalışmalarla 

bazı etki mekanizmaları bulunmuş ve Trastuzumab’ın HER2’ye karşı hem ekstraselüler 

hem de intraselüler etkileri olduğu tespit edilmiştir. 
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Doğal öldürücü özelliği olan immün efektör hücrelerdeki Fcγ alıcısı, hedef hücrenin 

antikoruna bağlı Fc kısmını tespit ettiği zaman immün efektör hücreler, hedef hücreye 

saldırır, Trastuzumab’ın ekstraselüler etki gösterdiği bu olaya antikor bağımlı hücresel 

sitotoksisite (ADCC) adı verilir (Lazar vd., 2006; Spector ve Blackwell, 2009).  

HER2’nin yüksek ifade düzeyi, normal hücre döngüsü proseslerini ve apoptozu 

düzenleyen proteinlerin işlevini bozar (Spector ve Blackwell, 2009). PI3K-Akt ve 

MAPK yolakları HER2 yüksek ifade düzeyi ile oldukça aktif hale gelir ve hücrenin 

çogalması, hayatta kalması prosesleri çok iyi çalışır, ayrıca apoptoz inhibe olur (Neve 

vd., 2002; Xia vd., 2004). Yapılan bazı çalışmalarda Trastuzumab’ın HER2 

aktivasyonunu inhibe ettiği, PI3K-Akt ve MAPK gibi sinyalizasyon moleküllerinin 

etkilerini ve apoptoz direncini azalttığı görülmüştür (Yakes vd., 2002; Asanuma vd., 

2005).  

Vasküler endotel büyüme faktörü (VEGF) gibi büyüme faktörlerinin anjiyogenez ile 

tümörü desdeklediği bilinmektedir. Yapılan bazı çalışmalar VEGF ve HER2’nin yüksek 

ifade düzeyi ile bağlantılı olduğunu göstermiştir (Spector ve Blackwell, 2009). Klinik 

öncesi çalışmalar, Trastuzumab’ın tümör vaskülatörünün normalleşmesine hatta 

gerilemesine sebep olmuştur (Izumi vd., 2002). 

Kemoterapi ve Radyoterapi sonrasında kanser hücrelerinde DNA hasarı oluşur. Hücre 

DNA hasarını onarmak için P21/WAF1 proteinlerinin seviyesini artırır (Spector ve 

Blackwell, 2009). Trastuzumab’ın Cisplatin uygulandıktan 2-24 saat sonra P21/WAF1 

ifadesini inhibe ederek DNA hasar onarımını önlediği görülmüştür (Pietras vd., 1998). 
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Şekil 2.19. Trastuzumab’ın HER2 pozitif meme kanserine etki mekanizması (Spector 

ve Blackwell, 2009). 

2.4.2. Trastuzumab direnç mekanizmaları 

Trastuzumab önemli klinik faydalar sağlamasına rağmen HER2 pozitif tümörlerin bir 

kısmı Trastuzumab’a karşı direnç kazanmaktadır (Nahta vd., 2006). Preklinik çalışmalar 

sonucunda Trastuzumab’a karşı bazı direnç mekanizmaları ortaya konulmuş ve 

bunlardan bazıları tedavinin daha etkili olması için klinik çalışmalarında 

kullanılmaktadır (Luque-Cabal vd., 2016).  

2.4.2.1. p95HER2 

Trastuzumab’ın potansiyel direnç mekanizmalarından birtaneside HER2’nin 

ekstraselüler domainini (ECD) kaybetmesi sonucu oluşan ve p95HER2, CTF (HER2 

COOH-terminal fragments) gibi isimlerlede anılan trunkat HER2 dir (Scaltriti vd., 

2007; Scaltriti vd., 2010). p95HER2’nin HER2 pozitik meme kanserinin %30’unda 

yüksek ifadesi gözlenmiş ve artan metastaz ile ilişkili olduğu görülmüştür (Molina vd., 

2002; Sáez vd., 2006). p95HER2’nin HER2’ye göre daha agresif metastaz olmasını 

sebebi Trastuzumab’a spesifik bağlanma bölgesinin olmaması ve ECD’den yoksun 

olmasına rağmen Tirozin kinaz aktivitesini kaybetmemesidir (Codony-Servat vd., 1999; 

Pedersen vd., 2009; Scaltriti vd., 2010). p95HER2’nin 611-CTF (95-100kDa p95HER2) 
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ve 648-CTF (100-115kDa p95HER2) olmak üzere iki fragmanı vardır ve bu fragmanları 

meme kanserine etkileri farklıdır (Arribas vd., 2011; Sasso vd., 2011). 648-CTF dimer 

oluşturmazken, 611-CTF homodimer oluşturur. Bundan dolayı  611-CTF ‘nin tirozin 

kinaz aktivasyonu daha fazladır (Pedersen vd., 2009). 

 

Şekil 2.20. HER2, 95-100kDa p95HER2 ve  100-115kDa p95HER2’nin şematik 

gösterimi (Arribas vd., 2011). 

2.4.2.2. MUC4 ile HER2’nin maskelenmesi 

Musin-4 (MUC4), ASGP-1 ve ASGP-2 domainlerinden oluşan membran ilişkili 

glikoproteindir. MUC4, HER2’yi maskeleyerek Trastuzumab’ın bağlanmasını önler 

(Price‐Schiavi vd., 2002). Nagy ve arkadaşlarının JIMT-1 hücre hattı ile yaptığı çalışma 

sonucunda MUC4 glikoproteininin, Trastuzumab’ın HER2’ye bağlanmasını önlediği 
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görülmüştür (Nagy vd., 2005). Ayrıca bu çalışmada maskelemenin, HER2’nin HER1 ve 

HER3 ile heterodimer oluşturma kabiliyetini de azalttığı gözlenmiştir (Nagy vd., 2005). 

2.4.2.3. PTEN ifadesinin azalması 

PTEN, hücre büyümesi, proliferasyon, migrasyon gibi çok sayıda hücresel faaliyetleri 

düzenlemede görev alan tümör supresör genlerden bir tanesidir. PTEN, PI3K/Akt sinyal 

yolunu inhibe ederek anti tümör aktivite gösterir (Parsons ve Simpson, 2003). Nagata ve 

arkadaşlarının yaptığı çalışmada PTEN geninin ifadesini azalttığı, PI3K/Akt sinyalini 

arttırdığını ve Trastuzumab’ın HER2 pozitif meme kanserine karşı etkinliğini bloke 

ettiğini göstermişlerdir (Nagata vd., 2004).  

2.4.2.4. p27 ifadesinin azalması 

Trastuzumab’ın HER2 aşırı-eksprese meme kanserine karşı etkisi kısmen, bir CDK2 

inhibitörü olan p27 proteini üzerindeki etkilerine bağlıdır (Nahta vd., 2006). 

Trastuzumab’ın etki mekanizmalarından bir tanesi de p27’nin yarı ömrünü artırmasıdır 

(Le vd., 2003). p27, p27-CDK2 kompleksi oluşturarak hücrenin G1 fazına geçmesini 

sağlar ve apoptoza yol açar (Yakes vd., 2002). Trastuzumab dirençli meme kanseri 

hücrelerinde CDK2 aktivitesindeki artma ile p27 aktivitesi azaltılmaktadır (Nahta vd., 

2004). Yapılan çalışmalar p27’nin Trastuzumab dirençli meme kanseri için önemli bir 

terapötik hedef potansiyeline sahip olduğunu göstermiştir (Nahta vd., 2004). 

2.4.2.5. IGF-1R ile alternatif sinyal iletimi 

Bazı HER2 pozitif meme kanseri hücreleri, insülin benzeri büyüme faktörü-1 reseptörü 

(Insulin like growth factor-1 receptor, IGF-1R) ve diğer HER ailesi üyelerinden gelen 

sinyallerle de direnç oluşturabilmektedir (Spector ve Blackwell, 2009). IGF1R'ye ligand 

bağlanması, PI3K / Akt / mTOR ve MAPK gibi HER ailesi reseptörleriyle aynı 

yolakları aktive eder (Surmacz, 2003). Hem HER2 hem de IGF-1R aşırı-eksprese 

hücreler Trastuzumab’a karşı dirençlidir çünkü hücre, IGF-1R geninin ifade düzeyinin 

azalmasına yanıt olarak p27 seviyesini azaltır (Lu vd., 2001; Lu vd., 2004; Nahta vd., 

2004). Ayrıca preklinik çalışmalar, IGF-1R sinyalinin bozulması ile Trastuzumab 
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dirençli hücrelerin tekrar duyarlılık kazandığını göstermiştir (Lu vd., 2001; Nahta vd., 

2005). 

2.4.2.6. c-Met RTK ile alternatif sinyal iletimi 

Birçok epitelyal tümör, HSG (Hepatosit büyüme faktörü) olan c-Met reseptörünü aşırı 

eksprese eder (Prat vd., 1991; Birchmeier vd., 2003). Meme kanserinde c-Met aşırı 

ifadesini, tümör ilerlemesi ve zayıf yaşamda kalma ile ilişkilidir (Lengyel vd., 2005). 

Yapılan preklinik çalışmalar c-Met yüksek ifadesinin p27 aktivasyonunu inhibe edip Akt 

aktivasyonunu arttırarak Trastuzumab direncine yol açtığını göstermiştir (Shattuck vd., 

2008).  

2.4.2.7. EGFR’nin diğer üyeleri ile alternatif sinyal iletimi 

Yapılan bazı çalışmalarda Trastuzumab’a karşı direnç oluşturan meme kanseri 

hücrelerinde HER1-HER2 ve HER1-HER3 seviyelerinin arttığı gözlenmiştir (Ritter vd., 

2007; Narayan vd., 2009). Trastuzumab, HER2’nin diğer EGFR ailesiyle 

dimerizasyonunu engelleyen Pertuzumab ile kombine edildiğinde anti tümör aktivitenin 

arttığı gözlemiştir (Scheuer vd., 2009; Yao vd., 2009). 

2.5. Gambojik Asit 

Gamboge, Hindistan, Vietnam, Endonezya, Brezilya, batı ve orta Afrika’da yaygın 

olarak bulunan Garcinia hanburryi ağacından (Guttiferae ailesinin arcinia cinsi) 

salgılanan kahverengimsi turuncu, kuru bir reçinedir (Lin vd., 1993; Yu vd., 2006; 

Wang ve Chen, 2012). Detoksifikasyon, hemostaz ve parazitisit etkiye sahip olan 

Gamboge’nin geleneksel Çin tıbbın da soğuk, asidik, aserbik ve zehirli olduğu 

söylenmektedir (Liu vd., 2005). 1960’lar da gambojik asit, gamboge den ayrıştırılarak 

yapısı incelenmiş ve 1980’ler de molekül yapısı, in vitro anti tümör etkisi ve 

absorpsiyonu ile ilgili çalışmalar yapılmıştır (Liu vd., 2005). Sonraki yıllarda gamboge 

ham etanol ekstraktının antikanser etkileri, toksisitesi ve fareler üzerinde emilimi, 

dağılımı ve atılımı üzerine çalışmalar yapılmıştır (Sun vd., 1983; Lei vd., 1985; Dong 

vd., 1988). 1990’lı yıllarda Gamboge’nin çeşitli bileşenleri incelenmiş ve 1996’da 



33 

 

Japon bilim adamları tarafından içeriğindeki 11 bileşik tespit edilmiştir (Kong vd., 

1995; Liu vd., 2005).  

Gambojik asit (G), gamboge’nin ana aktif bileşiğidir (Auterhoff vd., 1962; Ollis vd., 

1965). Suda çözünmez fakat DMSO’da iyi çözünür. DMSO’nun hücrelere karşı toksik 

etkisi olduğu için çalışmalarda seyreltilerek kullanılır. Kanserle ilgili pek çok 

araştırmada kullanılmış olan gambojik asitin mide kanseri, akciğer kanseri, prostat 

kanseri, melanom, hepatokarsinom ve meme kanseri gibi farklı kanser tiplerinin 

büyümesini inhibe ettiği bildirilmiştir (Yi vd., 2008; Gu vd., 2009). 

 

Şekil 2.21. Gambojik asit’in (C38H44O8, MA: 628,75 Da) molekül yapısı (Yu vd., 

2006). 

Yapılan araştırmalarda gambojik asitin: Pek çok kanser türünde apoptozu indüklediği, 

proliferasyonu ve anjiyogenezi inhibe ettiği, p53’ü indükleyerek mutant p53’ü degrede 

ettiği, İnsan telomeraz enzimini inhibe ettiği, Bcl-2 protein ailesinin ifade düzeylerini 

azalttığı, PDGF ve EGF yolaklarını ve metastaz sinyalini inhibe ettiği bildirilmiştir 

(Wang ve Chen, 2012). 
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Şekil 2.22. Gambojik asit’in dahil olduğu hücresel sinyal yolağı. (Wang ve Chen, 

2012). 

Li ve arkadaşlarının MDA-MB-231 insan meme kanseri hücre hattı üzerinde yaptıkları 

çalışmalarda G’nin hücre büyümesini inhibe ettiğini ve aynı çalışmada 1,5-3 ve 6μM 

konsantrasyonlarda uygulanan G’nin apoptozu indüklediğini göstermişlerdir. Ayrıca 

yaptıkları çalışmada G’nin reaktif oksijen miktarı birikimi ve mitokondriyal apoptotik 

yolak vasıtasıyla hücreyi apoptoza sürüklediğini bildirmişlerdir (Li vd., 2012). 

Yaptıkları bir çalışmada Qi ve arkadaşları, invaziv meme kanseri hücre hattı olan MDA-

MB-435’e 1,2µM konsantrasyonda uygulanan G’nin hücre hattının invazyonunu %67,4 

oranında inhibe ettiği gösterilmiştir (Qi vd., 2008).  

Gu ve arkadaşlarının MCF-7 meme kanseri hücre hattı üzerinde yaptıkları çalışma,  

G’nin p53 vasıtasıyla Bcl-2 ifadesini azaltarak apoptozu indüklediğini göstermiştir (Gu 

vd., 2009). 

Chen ve arkadaşlarının MCF-7 hücre hattı üzerine yaptıkları çalışmada G’nin, 

mikrotübüllerin depolimerizasyonunda ve JNK1 ile P38’in fosforilasyon seviyelerinde 

artışa sebep olduğunu gösterdiler. Ayrıca bu sonuca dayanarak apoptozun p38 ya da 

JNK1 ile de bağlantılı olabileceğini öne sürdüler (Chen vd., 2008). 

Wang ve arkadaşları, GA ve Doxorubicin kombinasyonunu MCF-7 hücre hattı üzerinde 

denemişler ve apoptozis de artış olduğunu bildirmişlerdir (Wang vd., 2015).  
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3. MATERYAL ve YÖNTEM 

Tez çalışmalarında MDA-MB-453 HER2 pozitif meme kanseri hücre hattı üzerinde 

Trastuzumab’ın ve gambojik asit’in ayrı ayrı ve sinerjik etkileri incelenmiş olup, tezle 

ilgili tüm deneysel çalışmalar Erzincan Binali Yıldırım Üniversitesi Temel Bilimler 

Uygulama ve Araştırma Merkezinde ve Biyoloji Bölümü Moleküler Biyoloji Araştırma 

Laboratuvarında gerçekleştirilmiştir. 

3.1. Materyal 

3.1.1. Hücre Hattı 

Tez kapsamında kullanılan MDA-MB-453 hücre hattı HER2 (+) olup ATCC’den ticari 

olarak satın alınmıştır. 

3.1.2. Kullanılan Aletler ve Cihazlar 

Real-time PCR cihazı : Qiagen Rotor Gene 6flex 

PCR cihazı : Bio-Rad C1000 Touch 

ELISA : Epoch Biotek 

Mikroskop : Nikon Eclipse Ti-2U Inverted 

CO2 inkübatörü : Nüve CO2 inkübatör EC 160 

Kabin : Bil-ser lab. Ltd. şti. class II 

Su banyosu : Memmert  

Santrifüj : Hanil, smart R17 

Vorteks : Heidolph Reaxtop  

Hassas terazi : Shimadzu ATX224 

Otomatik pipet : Eppendorf Research Plus 

Saf su cihazı : Nüve 

Kar makinesi  : Scotsman AF-20 

Buzdolapları  : Arçelik 

Derin dondurucu (-80 
º
C) : Haer Medical 

Şarjlı otomatik pipet : Isolab 
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3.1.3. Kullanılan Kimyasal Maddeler 

Trastuzumab : Herceptin, Roche, 150mg 

Gambojik asit (5 mg) : Abcam Lot:GR196920-5 

Dulbeco’s Modified Eagle’s  (500ml) : Biological Industries, REF 01-055-1A 

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline  : Biowest, Cat no:L0615-500 

Fetal Bovine Serum (500ml) : Panbiotech, Cat no: P30-3304 

L-Glutamine Solution  : Biological Industries REF:03-020-1B 

Trypsin-EDTA solution  (%0.25) : Biological Industries REF: 03-050-1A 

Penisilin Streptomisin : Biological industries REF: 03-031-31  

Aquaguard-1 : Biological Industries REF: 01-867-1B 

Cell Proliferation Kit (XTT) : Biological Industries REF:20-300-1000 

Trypan Blue Solution : Lonza Cat no: 17-942E 

Human caspase-9 ELISA Kit  : Sinogeneclon REF: SG-10400 

Human BAX ELISA Kit : Sinogeneclon REF: SG-00084 

Human HER2 ELISA Kit : Sinogeneclon REF: SG-10758 

RT-qPCR Kit : Qiagen SYBR Green PCR Master Mix 

RNA izolasyon Kiti : Axyprep Multisource Total RNA Miniprep 

Kit  

cDNA sentez kiti : Thermofısher High-Capacity RNA-to-

cDNA™ Kit 

Lizis tamponu : 150mM NaCI, % 1 Triton X-100, 50 mM 

Tris-HCI pH: 8.0, 0.2 mM PMSF 

3.2. Yöntem 

3.2.1. Hücre kültürü çalışmaları 

3.2.1.1.Besiyerlerinin hazırlanması  

Çalışmada kullanılan MDA-MB-453 hücre hattı için besiyeri olarak DMEM 

(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) kullanıldı. 500 ml DMEM içerisine 10/ml 
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penislin streptomisin, 5 ml L-glutamin ve 50 ml Fetal bovine serum (FBS) eklenerek 

hazırlanan besiyeri ile hücre kültürü çalışmaları yapıldı.  

Hücre kültür çalışmaları laminar kabinde yapıldı. Kabin her kullanımdan önce ve sonra 

mutlaka ultraviyole ışın ile steril hale getirildi ve kabinin iç yüzeyi çalışma öncesi ve 

sonrası %70’lik etanol ile silindi. 

3.2.1.2.Hücre hattının pasajlanması 

Çalışmada kullanılan MDA-MB4-453 hücre hattı daha önce hazırlanan besiyerinde, 75 

cm
2 

’lik flask içerisinde karbondioksit inkübatöründe inkübe edildi. İnkübasyon 

koşulları % 95 nem,  % 5 CO2 ve 37 
º
C’ye ayarlandı. İnkübatörün nemli ve steril 

kalması için otoklavlanarak steril hale getirilmiş saf su içerisine %1 oranında 

Aquaguard-1 ilave edilerek hazırlanan çözelti inkübatörün içerisindeki hazneye 

dolduruldu. 

İnkübasyonda bulunan hücre hatının besiyeri önce bir gün sonra ardından iki ya da üç 

gün sonra değiştirildi. Besiyerinin değiştirilmesi işlemi: Flasktaki besiyerinin çekilmesi, 

ardından flasktaki hücrelerin yaklaşık 5 ml steril fosfat tampon solüsyonu (PBS) ile 

yıkanması, yıkama işleminin ardından PBS’nin tekrar çekilerek alınması ve son olarak 8 

ml taze besiyerinin eklenmesi suretiyle gerçekleştirildi. Besiyeri değiştirme işlemleri, 

hücrelerin flask yüzeyinin yaklaşık % 90’ını kaplayana kadar devem ettirildi. 

 Işık mikroskobunda, MDA-MB-453 hücre hattının yaklaşık bir haftada 75 cm
2 

’lik 

flaskın yüzeyinin %90’lık kısmını kapladığı görüldü ve pasajlama işlemine başlandı. 

Pasajlanacak olan hücre hattı inkübatörden çıkartılarak steril kabine getirildi ve besiyeri 

otomatik pipet ile uzaklaştırıldı. Ardından hücreler 5 ml PBS ile yıkandı. Yıkama işlemi 

tamamlandıktan sonra flaska, hücrelerin flask yüzeyinden sökülmesi için 6 ml 

Tripsin/EDTA (Biological Industries) solüsyonu ilave edilerek yaklaşık 5 dakika inkübe 

edildi. Beş dakika sonra flask inkübatörden alınarak ışık mikroskobunda incelendi ve 

hücrelerin sökülüp sökülmediği kontrol edildi.  Tamamen flask yüzeyinden ayrılmış 

olan hücrelerin tripsinden zarar görmemesi ve tripsinin uzaklaştırılması için 24 ml 

besiyeri içeren 50 ml’lik falkon tüpe eklenerek 30 ml’ye seyreltildi ve 800xg de 5 

dakika santrifüj edildi. Santrifüj işleminin ardından falkon tüp içerisindeki süpernetant 
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atıldı ve içerisine 12 ml besiyeri ekleyip pipetaj yapılarak hücreler homojenize hale 

getirildi. Daha sonra 12 ml’lik homojenat, üç ya da dört tane 75cm
2
’lik flasklara 

paylaştırıldı ve DMEM eklenerek her birinin hacmi 8 ml’ye tamamlandı. Pasajlama 

işlemi sonunda flasklar 37 
º
C’de ve %5 CO2 ortamında inkübasyona bırakıldı. 

3.2.1.3.Hücre hattı stoklarının oluşturulması 

Çalışmanın tekrarlanması, çalışmaya ara verilmesi ve ilerleyen zamanlarda aynı hücre 

hattı ile başka bir bilimsel çalışmada kullanılması amacıyla MDA-MB-453 hücre 

hattının dondurularak stokları oluşturuldu ve bu stok sıvı azot tankında muhafaza edildi. 

Dondurulacak hücrelerin yer aldığı flasklar mikroskopla incelenerek doluluk oranı 

yaklaşık % 80 olanlar steril kabine alınarak besiyerleri uzaklaştırıldı. Flasklar 4 ml PBS 

ile yıkanarak içerisine 6 ml Tripsin/EDTA solüsyonu eklendi ve 5 dakika boyunca CO2 

inkübatöründe inkübasyon yapıldı. İnkübatörden alınan hücreler mikroskopta 

incelenerek sökülüp sökülmediği kontrol edildi. Hücrelerin sökülmesi işleminin 

akabinde 24 ml besiyeri içeren 50 ml’lik falkon tüpe eklenerek 30 ml’ye seyreltildi ve 

böylece Tripsin/EDTA solüsyonunun hücrelere etkisi tolere edilmiş oldu.50 ml’lik 

falkon tüpler 800 xg de 5 dakika santrifüj yapıldı ve hücrelerin çökmesi sağlandı. 

Santrifüj işleminin ardından falkon tüpler steril kabine getirilerek tüplerin içerisindeki 

süpernatant atıldı. Falkon tüplere hafifçe vurularak hücrelerin falkon yüzeyinden 

ayrılması sağlandı ve içerisine buz içerisinde bekletilmiş 900 µl FBS ve 100 µl DMSO 

eklenerek pipetaj yapıldı. Bu işlemin ardından oluşan 1 ml’lik sıvı hızlı bir şekilde 2 ml’ 

lik kriyotüpe konularak sıvı azot tankının içerisine yerleştirildi. 

3.2.1.4. Hücre çözdürme 

Çalışmamızda MDA-MB-453 hücre hattına ihtiyaç duyduğumuzda sıvı azotta bulunan 

stoklardan alınarak hücre çözdürme işlemi yapıldı. 

DMEM, sıcaklığı 37 
º
C’ye ayarlanmış su banyosuna konularak bekletildi. Stoktan hücre 

alınmadan önce sıcaklığı 37 
º
C’ye ayarlanmış DMEM’ den 30 ml alındı ve falkon tüpe 

konularak çözdürülecek hücrelerdeki DMSO’nun toksik etkisini tolere etmek üzere 

hazırda bekletildi. 
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Stoktan alınan MDA-MB-453 hücre hattı 37 
º
C’ ye ayarlanmış su banyosuna konularak 

hızlıca çözdürüldü ve steril kabine alındı. Steril kabinde bulunan önceden 

hazırladığımız falkon tüpte bulunan 30 ml DMEM içerisine aktarıldı. Aktarma işleminin 

ardından falkon tüp 800 xg’de 5 dakika boyunca santrifüj edildi ve süpernetant atılarak 

hücreler DMSO’dan arındırıldı. Falkon tüplere hafifçe vurularak hücrelerin falkon 

yüzeyinden ayrılması sağlandı. Falkon tüp içerisine 8 ml DMEM eklenerek pipetaj 

yapıldı ve T75’lik flaska aktarıldı. Flask 37 
º
C ve %5 CO2 şartlarına ayarlanmış 

inkübatöre konularak 24 saat bekletildi. 24 saat sonra flask mikroskopta incelenerek 

hücrelerin yapışıp yapışmadığına bakıldı. Hücrelerin flaskın tabanına yapışması canlı 

olduğunu, yapışmaması canlı olmadığını göstermektedir. Hücrelerin yapıştığı 

görüldüğünde PBS ile yıkama işlemi gerçekleştirildi ve ardından taze besiyeri eklenerek 

tekrar inkübatöre konuldu. Hücreler flaskın yaklaşık %80’ini doldurana kadar iki günde 

bir yıkandı ve taze besiyeri eklendi. 

Hücre çözdürme işleminden sonra geçen 24 saatin sonunda mikroskopla incelenen 

hücrelerin flaskın yüzeyine yapışmadığı görüldüğü takdirde çözdürme işlemi 

tekrarlandı. 

3.2.1.5. Hücre sayımı 

Sitotoksisite, gen ifade analizi ve protein analizi çalışmalarında hücre sayımı işlemleri 

gerçekleştirildi. İnkübatörden alınan hücreler steril kabine alınarak otomatik pipet ile 

flask içerisindeki besiyeri çekilip atıldı ve 5 ml PBS ile yıkandı. Yıkama işleminden 

sonra hücreleri flask yüzeyinden sökmek için 6 ml Tripsin/EDTA solüsyonu eklenerek 

5 dakika inkübe edildi. İnkübasyon sonunda flask alınarak mikroskop altında 

incelenerek hücrelerin sökülüp sökülmediği kontrol edilmiştir. Hücrelerin sökülmesi 

işleminin akabinde 24 ml besiyeri içeren 50 ml’lik falkon tüpe eklenerek 30 ml’ye 

seyreltildi ve böylece Tripsin/EDTA solüsyonunun hücrelere etkisi tolere edilmiş oldu. 

Falkon tüp 800 xg’de 5 dakika boyunca santrifüj edildi. Santrifüjden çıkartılan falkon 

tüp steril kabine alınarak süpernatant atıldı ve içerisine 1 ml DMEM eklenerek pipetaj 

yapıldı.1 ml’ lik hücre homojenatından 20 µl alınarak Thoma lamına eklendi ve 

mikroskop altında hücre sayımı işlemi gerçekleştirildi. Sayma işlemi Thoma lamının her 
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iki tarafında da yapıldı ve ortalaması alındı. Hücre sayısını bulmak için şu formül 

kullanıldı: 

Hücre sayısı = sayılan hücre sayısı x seyreltme faktörü x 10
4 

3.2.2. Sitotoksisite çalışmaları 

3.2.2.1. Uygulanacak kimyasalların hazırlanması 

Trastuzumab (Herceptin; Roche, Basel, İsviçre)’ dan 0,01 g tartılarak 2 ml DMEM 

içerisinde çözdürüldü ve 5000 µg/ml derişimde stok hazırlandı. Trastuzumab tüm 

çalışmalarda taze olarak hazırlandı. 

5 mg Gamgojik asit (Abcam, USA) üzerine hacmi 5 ml oluncaya kadar DMSO 

eklenerek 1,6 mM’ lık ana stok oluşturuldu. Ana stoktan 375 µl gambojik asit çözeltisi 

alınarak 11,625 ml besiyeri ile hacmi 12 ml’ ye tamamlandı ve 12 ml ve 50 µM’ lık stok 

oluşturuldu. 

3.2.2.2.Hücre canlılık testi 

Hücre canlılık testi için XTT kiti (Biological Industries) kullanıldı. XTT metodu 

Tetrazolium tuzunun turuncu renk veren formazana dönüşmesi ile canlı hücrelerin 

boyanması esasına dayanan bir yöntemdir. Oluşan Formazan 450 nm de maksimum 

absorbans vermektedir.  

 Çalışmalarımızda 96’ lık plate kullanıldı. Her kuyucukta 200 µl DMEM ve 5000 hücre 

olacak şekilde 12, 24, 48, 72 saatlerde hücre canlılık testi yapmak üzere 4 tane plate’ e 

hücre ekimi yapıldı. Plateler inkübatöre konularak bir gün yapışması için bekletildi. Bir 

gün sonunda Plateler inkübatörden alınarak PBS ile yıkandı ve her birine ilaç 

uygulaması yapıldı (Bkz. Tablo 3.1). 
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Tablo 3.1. Hücrelere uygulanan kimyasallar ve konsantrasyonları. 

Kimyasal Madde Trastuzumab (µg/ml) Gambojik asit (µM) T (µg/ml)+G (µM) 

Konsantrasyonlar 

100 10 100+10 

50 5 50+5 

25 2,5 25+2,5 

12,5 1,25 12,5+1,25 

6,25 0,625 6,25+0,625 

3,125 0,3125 3,125+0,3125 

1,56 0,156 1,56+0,156 

İlaç uygulamasından sonra 12, 24, 48 ve 72. Saatlerde platelerin 450 nm’ de 

absorbansları ölçüldü ve hücre canlılık yüzdeleri hesaplandı. 

3.2.3. Kombinasyon indeksinin hesaplanması 

Kombinasyon indeksi (CI), maddelerin sinerjik, antagonistik ya da aditif etkilerden 

hangisini gösterdiğini hatta etkinin derecesini anlamamızı sağlayan, bazı yazılım 

programlarıyla hesaplanan bir değerdir. Kombinasyon indeksi kavramı: Biyolog, 

Farmakolog ve kanser araştırmacısı olan Ting-Chao Chou tarafından bulunmuştur. 

Çalışmamızda kombinasyon indeksi değerleri Compusyn programı ile hesaplandı. Elde 

edilen CI değerlerine bakılarak sinerjik etkinin en fazla olduğu konsantrasyonlar 

belirlenerek bu konsantrasyonlarda Trastuzumab ve gambojik asit’ in protein ve gen 

düzeyinde etkisi incelendi 
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Tablo 3.2. Kombinasyon indeksi sonuçlarına göre, uygulanan kimyasalların hücre hattı 

üzerine sinerjik, aditif ya da antagonistik etkisi. 

Kombinasyon indeksi (CI) Hücreye Etkisi 

CI = 1,1 – 1,2 Hafif Antagonistik etki 

CI = 1,2 – 1,45 Orta Antagonistik etki 

CI = 1,45 – 3,3 Antagonistik etki 

CI = 3,3 - 10 Güçlü Antagonistik etki 

CI > 10 Çok güçlü Antagonistik etki 

CI = 0,9 – 1,1 Aditif etki 

CI = 0,85 – 0,9 Hafif sinerjik etki 

CI = 0,7 – 0,85 Orta sinerjik etki 

CI= 0,3 – 0,7 sinerjik etki 

CI = 0,1- 0,3 Güçlü sinerjik etki 

CI < 0.1 Çok güçlü sinerjik etki 

3.2.4. RNA izolasyonu ve cDNA sentezi 

Gen ifade analizleri için CI değerlerine bakılarak; en iyi sinerjik etkinin olduğu 24 saat 

inkübasyon süresi ve 50 µg/ml Trastuzumab, 5 µM gambojik asit kombinasyonu 

kullanılarak MDA-MB-453 hücre hatlarından RNA izolasyonu ve cDNA sentezi 

gerçekleştirildi. 

Çalışmamızda dört ayrı steril petrinin her birisinin içerisine 1,8x10
6
 tane hücre ekildi ve 

petriler bir gece inkübatörde bırakılarak hücrelerin yapışması sağlandı. Ardından 

hücreler PBS ile yıkanarak petrilere ilaç uygulaması yapıldı (Bkz. Tablo 3.3). 

Tablo 3.3. RNA izolasyonu ve cDNA sentezi için petrilere uygulanan kimyasal 

maddeler ve derişimleri. 

Petri no Trastuzumab Gambojik asit 

1 (Kontrol) Yok Yok 

2 50 µg/ml Yok 

3 Yok 5 µM 

4 50 µg/ml 5 µM 
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İlaç uygulamasının ardından petriler 24 saat inkübasyona bırakıldı. 24 Saat’in sonunda 

hücreler petrilerden alınarak 800 xg’ de +4 
º
C’de 5 dakika santrifüjlenerek hemen buz 

içerisine alındı. RNA kompozisyonunun sabit kalması için hızlı bir şekilde her birine 

RNA later Reagent
 
(Thermo Fisher) solüsyonu ilave edildi ve Total RNA saflaştırma 

kiti, Axyprep Multisource Total RNA Miniprep Kit (Axygen 
® 

) protokolü uygulanarak 

total RNA saflaştırıldı. 

Saflaştırma işlemi şu şekilde gerçekleştirildi: 

 Hücreler Tripsin/EDTA solüsyonu kullanılarak kaldırıldı ve kit içerisinde 

bulunan eppendorf tüpe konuldu. 

 Eppendorf tüp +4 
º
C 2000 xg’de 5 dk santrifüj edildi. 

 Üzerine 1 ml soğuk tampon konularak resüspanse edildi. 

 Eppendorf tüp tekrar  +4 
º
C 2000 xg’ de 5 dk santrifüj edildi. 

 Süpernetant hiç kalmayacak şekilde uzaklaştırıldı 

 Tüm tüpler buza yerleştirildi. 

 Her bir tüpe 400 µl R-I tamponu eklendi ve 10 defa pipetaj yapıldı. 

 1 ml 21 gauj’luk enjektörün ucu Z şeklinde bükülerek 10 defa pipetaj yapıldı. 

 150 µl R-II tamponu eklenerek her bir tüp 30 saniye vortekslendi. 

 Tüpler +22 
º
C ve 12000 xg’de 5 dk santrifüj yapıldı. Bu işlem sonunda protein 

ve DNA peletleri dibe çöktü. 

 Süpernetant yeni bir Eppendorf tüpe alındı. 

 250 µl 2-Propanol eklenerek 10 saniye vortekslendi. 

 Spin kolonu 2 ml’ lik Eppendorf tüpe yerleştirildi. 

 Yaklaşık 800 µl homojenat spin kolonuna aktarıldı. 

 +4 
º
C 6000 xg’ de 1 dk santrifüj edildi. 

 Eppendorf tüp’te toplanan sıvı döküldü. 

 500 µl W1A tamponu eklenerek +4 
º
C 12000 xg’de 1 dk santrifüj edildi. 

 Altta biriken sıvı dökülerek tekrar takıldı. 

 700 µl W2 tamponu eklenerek +4 
º
C 12000 xg’ de 1 dk santrifüj edildi. 

 Altta biriken sıvı dökülerek tekrar takıldı. 

 +4 
º
C 12000 xg’ de 1 dk santrifüj edildi. 

 Spin kolonu 1,5 ml’lik yeni Eppendorf tüpe takıldı. 
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 100 µl TE tamponu eklenerek 1dk inkübe edildi. 

 Oda sıcaklığında 12000 xg’de 1 dk santrifüj edilerek saflaştırma işlemi 

tamamlandı. 

Saflaştırma işleminin ardından High-Capacity RNA-to-cDNA™ Kit içerisinde yer alan 

protokole göre cDNA sentezi gerçekleştirildi. Sentezlenen cDNA’lar RT-qPCR 

çalışmasında kullanılmak üzere -80 ºC’de saklandı. 

3.2.5. Total RNA ve cDNA konsantrasyonunun ve saflığının belirlenmesi 

Biotek marka ELISA cihazına ait Epoch mikro plate kullanarak RNA ve DNA’nın 

konsantrasyonu ve saflığı belirlendi. Take-3 mikro hacim okuyucu ile bütün numuneler 

iki tekrar yapılarak 260 nm, 280 nm ve 320 nm dalga boylarında köre karşı okundu. 

RNA ve DNA’nın konsantrasyonları 260 nm’deki absorbans değerleri (OD260) 

kullanılarak;  

RNA konsantrasyonu (ng/µl) = OD260 x 40 x Seyreltme faktörü 

DNA konsantrasyonu (ng/µl) = OD260 x 50 x Seyreltme faktörü 

 formülleri ile hesaplandı. 

Ayrıca 280 nm’de tespit edilen absorbans değeri ile protein safsızlıkları ve 320 nm’de 

elde edilen absorbans değeri ile partikül varlığı değerlendirildi.  

Saf RNA; OD260 / OD280 ≥ 2,0,  Saf DNA; OD260 / OD280 = ~ 1,8 skalaları yardımıyla 

saflıkları değerlendirilmiştir  

3.2.6. RT-qPCR ile gen ifade düzeylerinin belirlenmesi  

Çalışmamızda MDA-MB-453 hücrelerinin HER2, BAX, caspaz-9 ve GAPDH gen ifade 

düzeyleri belirlenmiştir. CI değerinin en düşük olduğu (sinerjik etkinin en fazla olduğu) 

24 saat inkübasyon süresi ve 50 µg/ml Trastuzumab, 5 µM gambojik asit kombinasyonu 
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kullanılarak MDA-MB-453 hücre hatlarından saflaştırılmış mRNA’dan sentezlenen 

cDNA’lar kullanılmıştır (Bkz. Tablo 3.3). 

Primerler, Primer 3.0 programı kullanılarak tasarlandı ve Macrogen Inc. tarafından 

Tablo 3.4’ de belirtilen sekanslara göre sentezlendi (5 ′ ila 3 ′). 

Tablo 3.4. İfade düzeyleri belirlenecek genler ve primer dizileri. 

Gen Primer dizisi 

HER2 
forward: TTGTGGCCTTCTTTGAGTTCGGTG 

reverse: GGTGCCGGTTCAGGTACTCAGTCA 

caspase-9 
forward: CGAACTAACAGGCAAGCAGC 

reverse: ACCTCACCAAATCCTCCAGAAC 

BAX 
forward: CCTGTGCACCAAGGTGCCGGAACT 

reverse: CCACCCTGGTCTTGGATCCAGCCC 

GAPDH 
forward: CGAACTAACAGGCAAGCAGC 

reverse: TCGCCCCACTTGATTTTGG 

 

RT-qPCR işlemi Tablo 3.5, Tablo 3.6, Tablo 3.7 ve  Tablo 3.8’ de belirtilen sıcaklık 

protokolüne göre SYBR Green Master Mix (Qiagen-330500) kullanılarak 

gerçekleştirildi. Reaksiyon karışımının içeriği: 1 µl cDNA, 2 µl primer ve 12,5 µl 

SYBR Green Master Mix konularak hazırlandı. Tüm deneyler üç kez yapıldı (Qiagen 

Rotor Gene). 

Tablo 3.5. HER2 geni için RT-qPCR sıcaklık döngü protokolü. 

Döngü Adı Sıcaklık Süre Döngü Sayısı 

Başlangıç Denatürasyonu 95 
º
C 10 dk. 1 

Denatürasyon 95 
º
C 30 sn. 

45 Bağlanma  59 
º
C 30 sn. 

Uzama (Fluoresans tayin) 72 
º
C 45 sn. 

Bekleme 4 
º
C ∞ 1 
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Tablo 3.6. caspase-9 geni için RT-qPCR sıcaklık döngü protokolü. 

Döngü Adı Sıcaklık Süre Döngü Sayısı 

Başlangıç Denatürasyonu 95 
º
C 10 dk. 1 

Denatürasyon 95 
º
C 15 sn. 

45 Bağlanma  60 
º
C 1dk. 

Uzama (Fluoresans tayin) 72 
º
C 45 sn. 

Bekleme 4 
º
C ∞ 1 

 

Tablo 3.7. BAX geni için RT-qPCR sıcaklık döngü protokolü. 

Döngü Adı Sıcaklık Süre Döngü Sayısı 

Başlangıç Denatürasyonu 95 
º
C 10 dk. 1 

Denatürasyon 95 
º
C 30 sn. 

45 Bağlanma  59 
º
C 30 sn. 

Uzama (Fluoresans tayin) 72 
º
C 30 sn. 

Bekleme 4 
º
C ∞ 1 

 

Tablo 3.8. GAPDH geni için RT-qPCR sıcaklık döngü protokolü. 

Döngü Adı Sıcaklık Süre Döngü Sayısı 

Başlangıç Denatürasyonu 95 
º
C 10 dk. 1 

Denatürasyon 95 
º
C 15 sn. 

45 Bağlanma  64 
º
C 30 sn. 

Uzama (Fluoresans tayin) 72 
º
C 15 sn. 

Bekleme 4 
º
C ∞ 1 

 

3.2.7. İstatistiksel hesaplamalar 

Gen ifade seviyelerinin primer normalizasyonu Livak ve Schmittgen’ in geliştirdiği 2
–

ΔΔCT
 yöntemi ile gerçekleştirildi (Livak ve Schmittgen, 2001). Sekonder normalizasyon 

HER2, BAX ve caspaz-9 genlerinin, GAPDH genin aynı olgudaki ifade düzeylerinin 

karşılaştırılması ile tespit edilmiştir. 
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3.2.8. Protein ekstraksiyonu 

ELISA çalışmaları için CI değerlerine bakılarak en iyi sinerjik etkinin olduğu zaman ve 

konsantrasyon olan 24 saat inkübasyon süresi, 50 µg/ml Trastuzumab ve 5 µM 

gambojik asit’ in kullanıldığı şartlarda total protein ekstraksiyon işlemi 

gerçekleştirilmiştir. 

Çalışmamızda dört ayrı steril petrinin her birisinin içerisine 1,8 x 10
6
 tane hücre ekildi 

ve petriler 24 saat inkübatörde bırakılarak hücrelerin yapışması sağlandı. Ardından 

hücreler yıkanarak petrilere Tablo 3.4’de gösterildiği gibi ilaç uygulaması yapıldı. 

Tablo 3.9. Protein ekstraksiyon işlemi için Petrilere uygulanan kimyasal maddeler ve 

derişimleri. 

Petri no Trastuzumab Gambojik asit 

1 (Kontrol) Yok Yok 

2 50 µg/ml Yok 

3 Yok 5 µM 

4 50 µg/ml 5 µM 

 

İlaç uygulamasının ardından petriler 24 saat inkübasyona bırakıldı. 24 Saat’in sonunda 

petriler inkübatörden alınarak içerisine +4 
º
C’ de PBS eklendi ve hücreler petri 

yüzeyinden scrapper ile kazınarak alındı. Yüzeyden sökülmüş olan hücreler falkon 

tüplere aktarılarak 800 xg ve +4 
º
C’ de 10 dk santrifüj yapıldı. Süpernatant atılarak 1 ml 

PBS eklendi ve +4 
º
C’ de 2000 xg’de 5 dk santrifüj yapıldı ve tekrar süpernatant atıldı. 

Hücre peleti üzerine Lizis tamponu eklenerek süspanse edildi. Ucunu Z şeklinde 

büktüğümüz 21 gauj’luk enjektör ile on defa çek-bırak yaparak hücreler parçalandı. 

Parçalama işleminin ardından 2000 xg’de 10 dk süreyle santrifüj yapılarak içerisinde 

total protein olan süpernatant alındı ve ELISA çalışmalarında kullanılmak üzere -80 

º
C’de muhafaza edildi. 
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3.2.9. ELISA ile protein düzeylerinin belirlenmesi 

Çalışmamızda MDA-MB-453 hücrelerinin ELISA yöntemi ile HER2, BAX, caspase-9 

ve GADPH protein seviyeleri belirlenmiştir. CI değerinin en düşük olduğu 24 saat 

inkübasyon süresi ve 50 µg/ml Trastuzumab, 5 µM gambojik asit kombinasyonu 

kullanılarak MDA-MB-453 hücre hatlarından ekstrakte edilen proteinler kullanılmıştır 

(Bkz. Tablo 3.3). 

ELISA kitlerindeki (Sinogeneclon) protokollere göre; Biotek marka ELISA cihazı 

kullanılarak her bir genin protein düzeyleri tespit edildi. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI 

4.1. Sitotoksisite Çalışmaları 

4.1.1. Hücre canlılık testi 

MDA-MB-453 hücre hattı üzerine 12, 24, 48 ve 72 saat inkübasyon sürelerinde; 

Trastuzumab, gambojik asit ve ikisinin kombinasyonları belirli konsantrasyonlarda 

eklenerek XTT uygulaması yapıldı ve 450 nm’de ölçülen absorbans değerleri 

kullanılarak hücre canlılık yüzdeleri hesaplandı. Bu hesaplamalar sonucunda Şekil 4.1, 

Şekil 4.2, Şekil 4.3 ve Şekil 4.4’de gösterilen bulgular elde edildi. 

 

Şekil 4.1. 12 saat inkübasyon süresinde MDA-MB-453 hücre hattı üzerine 

Trastuzumab, gambojik asit ve T+G’nin antikanser aktivitesi. 
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Şekil 4.2. 24 saat inkübasyon süresinde MDA-MB-453 hücre hattı üzerine 

Trastuzumab, gambojik asit ve T+G’nin antikanser aktivitesi. 

 

Şekil 4.3. 48 saat inkübasyon süresinde MDA-MB-453 hücre hattı üzerine 

Trastuzumab, gambojik asit ve T+G’nin antikanser aktivitesi. 
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Şekil 4.4. 72 saat inkübasyon süresinde MDA-MB-453 hücre hattı üzerine 

Trastuzumab, gambojik asit ve T+G’nin antikanser aktivitesi. 

4.1.2. Kombinasyon indeksi 

MDA-MB-453 hücre hattı üzerine 12, 24, 48 ve 72 saat inkübasyon sürelerinde; 

Trastuzumab, Gambojik asit ve ikisinin kombinasyonları belirli konsantrasyonlarda 

eklenerek XTT uygulaması yapıldı ve 450 nm’de ölçülen absorbans değerleri 

Compusyn programına girilerek kombinasyon indeksleri (CI) hesaplandı. 

Tablo 4.1. 12 Saat inkübasyon süresinde Trastuzumab ve gambojik asit 

kombinasyonlarının CI değerleri. 

T+G Konsantrasyonu (µM)  CI Değeri Kombinasyonun Etkisi 

700-10 0,9385 Aditif etki 

350-5 0,6186 Sinerjik etki 

175-2,5 0,7811 Sinerjik etki 

87,5-1,25 2,8435 Antagonistik etki 
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Şekil 4.5. 12 saat inkübasyon süresinde Trastuzumab ve gambojik asit 

kombinasyonlarının kombinasyon indeksi grafiği. 

Tablo 4.2. 24 Saat inkübasyon süresinde Trastuzumab ve gambojik asit 

kombinasyonlarının CI değerleri. 

T+G Konsantrasyonu (µM)  CI Değeri Kombinasyonun Etkisi 

700-10 0,9061 Aditif etki 

350-5 0,4991 Sinerjik etki 

175-2,5 0,5892 Sinerjik etki 

87,5-1,25 18,3740 Antagonistik etki 

 

 

Şekil 4.6. 24 saat inkübasyon süresinde Trastuzumab ve gambojik asit 

kombinasyonlarının kombinasyon indeksi grafiği. 
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Tablo 4.3. 48 Saat inkübasyon süresinde Trastuzumab ve gambojik asit 

kombinasyonlarının CI değerleri. 

T+G Konsantrasyonu (µM)  CI Değeri Kombinasyonun Etkisi 

700-10 1,6474 Antagonistik etki 

350-5 0,8625 Sinerjik etki 

175-2,5 0,7764 Sinerjik etki 

87,5-1,25 1,4659 Antagonistik etki 

 

 

Şekil 4.7. 48 saat inkübasyon süresinde Trastuzumab ve gambojik asit 

kombinasyonlarının kombinasyon indeksi grafiği. 

Tablo 4.4. 72 Saat inkübasyon süresinde Trastuzumab ve gambojik asit 

kombinasyonlarının CI değerleri. 

T+G Konsantrasyonu (µM)  CI Değeri Kombinasyonun Etkisi 

700-10 3,5271 Antagonistik etki 

350-5 1,8746 Antagonistik etki 

175-2,5 1,1198 Aditif etki 

87,5-1,25 0,6082 Sinerjik etki 
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Şekil 4.8. 72 saat inkübasyon süresinde Trastuzumab ve gambojik asit 

kombinasyonlarının kombinasyon indeksi grafiği. 

4.1.3. Gen ifade düzeylerinin belirlenmesi  

Çalışmamızda en iyi sinerjik etkinin görüldüğü, 24 saat inkübasyon süresi ve 50 µg/ml 

Trastuzumab, 5 µM gambojik asit kullanıldı. Kontrol, 50 µg/ml Trastuzumab, 5 µM 

gambojik asit ve kombinasyonunu içeren petrilerdeki MDA-MB-453 hücre hatları 24 

saat inkübasyon süresince bekletilerek HER2, BAX, caspase-9 ve GAPDH gen ifade 

düzeyleri belirlendi.  

 

Şekil 4.9. Trastuzumab, gambojik asit ve T+G uygulanmış hücrelerde HER2 geninin 

ifade düzeyi. 
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Şekil 4.10. Trastuzumab, gambojik asit ve T+G uygulanmış hücrelerde BAX geninin 

ifade düzeyi. 

 

Şekil 4.11. Trastuzumab, gambojik asit ve T+G uygulanmış hücrelerde caspase-9 

geninin ifade düzeyi. 
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4.2. Protein seviyelerinin belirlenmesi 

Çalışmamızda; kontrol, 50 µg/ml Trastuzumab, 5 µM gambojik asit ve 

kombinasyonunu içeren petrilerdeki MDA-MB-453 hücre hatları 24 saat inkübasyonda 

bekletilerek HER2, BAX ve caspase-9 protein seviyeleri belirlendi.  

Tablo 4.5. BAX, caspase-9 ve HER2 protein seviyeleri. 

 BAX (ng/ml) caspase-9 (ng/ml) HER2 (ıu/L) 

Kontrol 10,26897 28,5 91,4 

Trastuzumab(50 µg/ml) 9,902299 46,5 80,3 

Gambojik asit(5 µM) 9,593103 37,08333 51,33333 

T (50 µg/ml) + G (5 µM) 12,05172 21 36,4 

 

İstatistiksel analiz SPSS 17.0 programı (Tek Değişkenli Varyans Analizleri ve Pearson 

Korelasyonu) kullanılarak değerlendirildi (p <0.05). 
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5. SONUÇ ve TARTIŞMA 

Meme kanseri dünyada en çok karşılaşılan kanser türleri arasında ilk sıralarda yer 

almaktadır. Özellikle kadınlarda ölüm oranının en fazla olduğu kanser türüdür. Bazı 

meme kanseri hücrelerinde epidermal büyüme (HER2), östrojen (ER) ve progesteron 

(PR) reseptörlerinin ifade düzeylerinde artış görülebilir. Bu reseptörlerin birinin veya 

birden fazlasının miktarındaki artış hastalığın prognozunda önemli bir yere sahiptir. 

Reseptör pozitif olan kanser hücrelerindeki; apoptozu baskılama, çoğalma, hayatta 

kalma, yapışma, hareket kabiliyeti gibi faaliyetlerde bu reseptörlerin önemli ölçüde rolü 

olduğu anlaşılmıştır. Bir çok bilim insanı bu reseptörleri hedef alan akıllı ilaçlar 

üzerinde çalışmalar yapmış ve kanserle mücadelede immün terapi yöntemleri arasında 

en sık tercih edilen monoklonal antikorlar geliştirilmiştir. 

Meme kanseri olan hastaların yaklaşık dörtte birinde HER2 yüksek ifadesine 

rastlanmaktadır (Hudis, 2007). Trastuzumab, HER2’ yi hedef alan Herceptin ticari 

ismiyle HER2 pozitif meme kanseri tedavisinde kullanılan bir monoklonal antikordur. 

Trastuzumab, HER2 pozitf meme kanseri hastalarında önemli klinik faydalar 

sağlamasına rağmen bazı hastaların tedavisinde istenilen yanıt alınamamıştır. Ayrıca 

HER2 pozitif tümörlerin bir kısmı Trastuzumab’a karşı direnç kazanmaktadır (Nahta 

vd., 2006). Kanser immün terapiden daha etkili sonuçların alınabilmesi için ilacın başka 

bir sitotoksik ajanla kombine edilerek sinerjik etki oluşturulması üzerine yapılan 

çalışmalar oldukça yaygınlaşmıştır. Gambojik asit meme kanseri de dâhil olmak üzere 

pek çok kanser türüne karşı güçlü antitümör aktiviteye sahip olması nedeniyle 

Trastuzumab da dahil olmak üzere bir çok kemoterapi küründe yardımcı molekül olarak 

kullanım potansiyeline sahiptir.  

MDA-MB-453 hücre hattı üzerine 12, 24, 48 ve 72 saat inkübasyon sürelerinde; 

Trastuzumab, gambojik asit ve ikisinin kombinasyonlarının belirli konsantrasyonlarda 

uygulanması ile yapılan XTT uygulaması sonuçlarına göre: 12 saat inkübasyon 

süresinde, 50 µg/ml Trastuzumab ve 5 µM gambojik asit kombinasyonunda ayrı ayrı 

uygulandığı duruma göre daha fazla sitotoksik etki gösterdiği görülmüştür (Bkz. Şekil 

4.1).   24, 48 ve 72 saat inkübasyon sürelerinde,  100-50-25 µg/ml Trastuzumab ve 10-

5-2,5 µM gambojik asit kombinasyonlarının kullanıldığı şartlarda oldukça iyi sitotoksik 



58 

 

etki görülmüştür (Bkz.Şekil 4.2, Şekil 4.3, Şekil 4.4). Sitotoksisite çalışmalarımızda, 

100 µg/ml ve daha düşük konsantrasyonlarda Trastuzumab’ın tek başına daha az 

antikanser etkisinin olduğu ayrıca 2,5 µM’dan daha fazla gambojik asit 

konsantrasyonlarında oldukça yüksek sitotoksik etki oluşturduğu gözlemlenmiştir.  

Sinerjik etkinin en fazla olduğu zaman ve konsantrasyonu tespit etmek için CI değerleri 

hesaplandı ve sonuç olarak 24 saat inkübasyon süresi, 50 µg/ml Trastuzumab ve 5 µM 

gambojik asit kombinasyonu şartlarında CI değerinin 0,4991 ile en az olduğu tespit 

edildi (Bkz. Tablo.4.2). Kombinasyonel indeksin en düşük olduğu bu şartlarda sinerjik 

etkinin daha somut ortaya koyulabilmesi için belirlenen genlerin ifade düzeyleri ve bu 

proteinlerin bulunma miktarlarının tespiti için RT-qPCR ve ELISA yöntemleri 

kullanılmıştır.  

Yapılan RT-qPCR çalışmaları sonucunda 50 µg/ml Trastuzumab, 5 µM gambojik asit 

ve kombinasyonlarının uygulandığı tüm örneklerde HER2 ifade düzeylerinde düşüş 

gözlenmiştir. Bununla birlikte HER2 ifade düzeyinin, Trastuzumab ve gambojik aside 

göre Trastuzumab+gambojik asit kombinasyonunda çok daha fazla düşüş gösterdiği 

belirlenmiştir (Bkz. Şekil.4.9). Maddelerin HER2 geni üzerinde beraber etkisinin tek tek 

uygulanmasına göre daha güçlü bir represyon gösterdiği ortaya çıkmıştır.  

Yapılan ELISA çalışmaları sonucunda Trastuzumab, gambojik asit ve 

kombinasyonlarının uygulandığı tüm örneklerde HER2 protein seviyelerinde azalma 

gözlemlenmiştir. Bununla birlikte kombinasyon uygulanan örnekte HER2 protein 

düzeyinin % 60,17 ile Trastuzumab ve gambojik asit uygulanmış örneklere göre daha 

fazla düşüş olduğu görülmüştür (Bkz. Tablo.4.5). HER2 gen ifade düzeylerindeki 

değişimle paralellik gösteren bu sonuç: Trastuzumab’ın antikanser aktivitesini artıran 

gambojik asit’in, HER2 pozitif meme kanseri tedavisinde yardımcı kür elemanı olarak 

kullanımının daha etkili olabileceğini ortaya koymaktadır. 

Çalışmamızda caspase-9'un gen ifade seviyesinin Trastuzumab ve gambojik asit 

uygulanan örneklerde sırasıyla yaklaşık 6 ve 5 kat arttığı görülmüştür. Bu sonuç 

Trastuzumab ve gambojik asidin, intrensek apoptotik yolağı bireysel olarak 

indüklediğini göstermektedir. Diğer yandan 50 µg/ml Trastuzumab ve 5 µM gambojik 
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asit kombinasyonu uygulanan hücrelerde, caspase-9 gen ifade seviyesinin düştüğü 

görülmektedir (Bkz. Şekil.4.11). ELISA ile gerçekleştirilen çalışmalarda da RT-qPCR 

sonuçları ile korelasyonlu olarak, caspase-9 protein seviyesinin kombinasyon 

tedavisinde en düşük (21 ng / ml) seviyede olduğu bulunmuştur (Bkz. Tablo.4.5).  

Bad proteininin Bcl-2 proteinine bağlanması, BAX (B-hücresi lenfoma-2-ilişkili X) 

proteinin mitokondriyal membranın geçirgenliğinde bir değişikliğe neden olmasını 

sağlamakta ve sitokrom-C’nin (Cyt-C) mitokondriyal membrandan sitozole salınmasına 

sebep olmaktadır. Cyt-C'nin serbest bırakılmasının ardından apoptotik Proteaz 

Aktifleştirici Faktör-1 (Apaf-1), dATP ya da ATP'ye bağımlı bir mekanizma ile Cyt-C’ 

ye bağlanır, oluşan kompleks caspase-9’a bağlanarak apoptozomun oluşumunu sağlar 

ve böylece kaspaz kaskatı başlamış olur (Riedl vd., 2005; Riedl  ve Salvesen, 2007; Zou 

vd., 1997).  

Bu bilgiler ışığında, sinerjik etki gördüğümüz bu çalışmada caspase-9 gen ve protein 

seviyelerinde artış beklememize rağmen düşündüğümüzün aksine azalma görülmüştür.  

Bu sonuç bizlere Trastuzumab ve gambojik asit kombinasyonu ile tedavi edilen 

örneklerde apoptozun, intrensek apoptozdan başka bir yolla indüklediğini 

düşündürmektedir. Bu durumu daha net olarak açıklayabilmek için ilerleyen 

çalışmalarımızda yaptığımız çalışmalara ek olarak Bcl2, Apaf-1 gibi bazı genlerin ifade 

düzeylerinin araştırılması ve Western-Blot ile protein seviyelerine bakılması çok büyük 

fayda sağlayacaktır.  

Gen ifade analizi sonuçlarına göre, Trastuzumab ve gambojik asit ayrı ayrı 

uygulandığında, BAX geninin ifade düzeyini azalttığı bulundu (sırasıyla 0.5 ve 1.5 kat 

değişim). ELISA sonuçları incelendiğinde de, RT-qPCR sonuçlarını destekleyecek 

şekilde Trastuzumab ve gambojik asit uygulanan örneklerde BAX protein seviyelerinde 

azalma olduğu görülmektedir (Bkz. Şekil.4.10). Buna karşılık, Trastuzumab+gambojik 

asit (50 µg / ml Trastuzumab ve 5 µM gambojik asit) kombinasyonu uygulanan 

örneklerde BAX gen ifade seviyesi ve protein düzeyinin arttığı görülmüştür (Bkz. 

Şekil.4.10, Tablo.4.5). ). İntrensek apoptotik yolağa göre BAX geninin ifade 

düzeyindeki azalmayla korelatif olarak caspase-9 geni ifade düzeyinde de azalma 

beklenmesine rağmen sonuçlarda bu durumun aksi ortaya çıkmıştır. Bu durum 
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literatürde ortaya konulan bilgilerin paralelinde, MDA-MB-453 hücre hattında 

Trastuzumab direnci oluşumunun bir göstergesi olarak düşünülebilir (Nahta vd., 2006; 

Luque-Cabal vd., 2016).  

RT-qPCR ve ELISA çalışmalarında ortaya çıkan bulgulara göre, 24. saatte 50 µg / ml 

Trastuzumab ve 5 µM gambojik asit uygulanan MDA-MB-453 hücrelerinde önemli 

derecede agonistik sitotoksik etki görülmüştür. 

Trastuzumab, HER2 pozitif meme kanseri tedavisinde önemli klinik sonuçların alındığı 

standart bir tedavidir. Bununla birlikte, HER2 pozitif meme kanseri hastalarının 

yaklaşık % 50'si Trastuzumab tedavisine yanıt vermemektedir (Perez Vd., 2014). 

Yaptığımız çalışmada, monoterapiyle karşılaştırıldığında gambojik asit ve 

Trastuzumab’ın kombinasyon tedavisi ile daha fazla agonistik sitotoksik etki elde 

edilmiştir.  

Bu çalışma, kombinasyonun HER2 gen ve protein düzeyinde ifade seviyesini önemli 

ölçüde azalttığını, gambojik asit’in Trastuzumab’ın antikanser aktivitesini artırdığını 

göstermiştir. Ayrıca BAX ve caspase-9’un korelasyonsuz protein ve gen düzeylerinden 

de anlaşılacağı üzere bu kombinasyon, MDA-MB-453 hücre hattında hücre ölümünü 

intrensek apoptoz dışında başka bir yolak vasıtasıyla uyarmaktadır. Sonuç olarak 

gambojik asit, HER2 pozitif meme kanseri tedavisi için kullanılan Trastuzumab’ın 

etkinliğini arttırmasından dolayı ilerleyen çalışmaların getireceği sonuçlarında 

değerlendirilmesiyle yardımcı kür maddesi olarak önerilebilecektir. 
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EKLER 

EK-1. 12 saat inkübasyon süresinde Trastuzumab, gambojik asit ve 

kombinasyonlarının Doz-Effect ve Median-Effect Eğrileri 

 

Şekil Ek-1.1 12 saat inkübasyon süresinde Trastuzumab, gambojik asit ve 

kombinasyonlarının Dose-Effect eğrisi. 

 

Şekil Ek-1.2. 12 saat inkübasyon süresinde Trastuzumab, gambojik asit ve 

kombinasyonlarının Median-Effect grafiği. 
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EK-2. 24 saat inkübasyon süresinde Trastuzumab, gambojik asit ve 

kombinasyonlarının Dose-Effect ve Median-Effect Eğrileri 

 

Şekil Ek-2.1. 24 saat inkübasyon süresinde Trastuzumab, gambojik asit ve 

kombinasyonlarının Dose-Effect eğrisi. 

 

Şekil Ek-2.2. 24 saat inkübasyon süresinde Trastuzumab, gambojik asit ve 

kombinasyonlarının Median-Effect grafiği. 
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EK-3. 48 saat inkübasyon süresinde Trastuzumab, gambojik asit ve 

kombinasyonlarının Dose-Effect ve Median-Effect Eğrileri 

 

Şekil Ek-3.1. 48 saat inkübasyon süresinde Trastuzumab, gambojik asit ve 

kombinasyonlarının Dose-Effect eğrisi. 

 

Şekil Ek-3.2. 48 saat inkübasyon süresinde Trastuzumab, gambojik asit ve 

kombinasyonlarının Median-Effect grafiği. 

 



77 

 

EK-4. 72 saat inkübasyon süresinde Trastuzumab, gambojik asit ve 

kombinasyonlarının Dose-Effect ve Median-Effect Eğrileri 

 

Şekil Ek-4.1. 72 saat inkübasyon süresinde Trastuzumab, gambojik asit ve 

kombinasyonlarının Dose-Effect eğrisi. 

 

Şekil Ek-4.2. 72 saat inkübasyon süresinde Trastuzumab, gambojik asit ve 

kombinasyonlarının Median-Effect grafiği. 
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