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ÖZET 

Sinejan ÖZCAN 

HER2+ Meme Kanseri Hücrelerinde Pan-Her İnhibitörü Dacomitinib'e Hücre 

Ölümü Cevabının AVEN Tarafından Düzenlenmesi 

Tıbbi Genetik Anabilim Dalı 

Yüksek Lisans Tezi, 2018 

Meme kanseri kadınlarda en sık görülen kanser tipidir ve geliştirilen yenilikçi tanı ve 

tedavi stratejilerine rağmen mortalite oranları halen yüksek seyretmektedir. Bu 

durumun en önemli nedenlerinden birisi hastanın tedavisinin başlangıcında varolan ya 

da tedavi sırasında ortaya çıkan terapi direncidir. HER reseptör ailesinin üyelerinin 

mutasyon ya da amplifikasyon ile aşırı aktif hale gelmesi birçok meme kanseri tipinde 

malign değişikliklerin nedenidir. HER2 amplifikasyonu meme kanseri hastalarının 

yaklaşık yüzde 20’sinde görülmektedir ve kötü prognozla ilişkilidir. Trastuzumab ve 

lapatinib gibi hedeflenmiş terapiler her ne kadar bu tümörlerde etkinlik gösterseler de 

terapi direnci önemli bir sorun olarak karşımıza çıkmaktadır. Bu nedenle tüm HER 

ailesi üyelerini eşzamanlı olarak hedefleyen panHER inhibitörleri (neratinib, 

dacomitinib, afatinib) geliştirilmiştir. Mitokondriyal apoptotik yolak gerek 

konvansiyonel gerekse hedeflenmiş terapilerin kanser hücreleri üzerindeki öncelikli 

etki yollarındandır. Mitokondriyal apoptotik yolak BCL-2 protein ailesi tarafından 

düzenlenir.  BAX ve BAK proteinlerinin aktivatör BH3 proteinleri tarafından aktive 

edilmesi, mitokondriyal dış membran geçirgenliğinin artışı, sitokrom c’nin sitozole 

geçişi ve kaspaz aktivasyonu mitokondriyal apoptotik yolağın ana basamaklarıdır. 

AVEN, mitokondriyal apoptoz yolağının ve DNA hasar yanıtının düzenlenmesinde 

kritik rol oynayan sitozolik bir proteindir. BCL-xL proteinin anti-apoptotik aktivitesini 

destekleyerek ve Apaf-1 proteinin oligomerizasyonunu engelleyerek apoptoz yanıtnı 

inhibe etmektedir. Dahası sahip olduğu sinyal dizisi sayesinde nükleusa göç ederek 

ATM ve ATR proteinleri ile etkileşime girmekte ve hücre döngüsünün 

regülasyonunda rol oynamaktadır. AVEN’in ifadelenmesindeki ve/veya 

aktivasyonundaki artış kanserleşme ve ilaç direnciyle ilişkilendirilmektedir.  
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Bu çalışmada amacımız AVEN’ın HER2+ meme kanseri hücrelerinde dacomitinib 

tarafından indüklenen hücre ölümü cevabını nasıl etkilediğini ortaya koymaktı. Bu 

amaç çerçevesinde HER2+ SKBR3 meme kanseri hücrelerinde AVEN ifadelenmesini 

arttırarak ya da azaltarak hücre ölümü cevabını değerlendirdik. AVEN’ın aşırı 

ifadelenmesi dacomitinib tarafından indüklenen mitokondriyal hücre ölümü cevabını 

azaltırken, RNAi yoluyla sustumu ise hücre ölümü cevabını arttırdı. 

Gerçekleştirdiğimiz çalışma literatürde HER2+ meme kanseri hücrelerinde AVEN’ın 

panHER baskılanmasına cevaben mitokondriyal hücre ölümünü nasıl etkilediğine dair 

ilk bulguları sağlamıştır. 

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, HER reseptör ailesi, panHER inhibitörleri 

mitokondriyal hücre ölümü  

 

 

Bu yüksek lisans tezi Başkent Üniversitesi tarafından DA18/28 proje koduyla 

desteklenmiştir. 
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ABSTRACT  

Sinejan OZCAN 

The Modulation of PanHER Inhibitor Dacomitinib-Induced Apoptosis by 

AVEN in HER2+ Breast Cancer Cells  

Medical Genetics Department, 

Master’s Thesis, 2018 

 

Breast cancer is the most common malignancy in women and the mortality rates are 

still high despite the development of novel diagnostic and therapeutic strategies. 

Resistance to therapy is among the leading causes of therapy failure, presenting either 

initially or emerges druing the course of the therapy. Overactivation of HER family of 

receptor kinases due to mutations or amplifications promotes malign transformation in 

various breast cancer cases. HER2 amplification is seen in 20% breast cancer patients 

and related to poor prognosis. Targeted therapies including trastuzumab and lapatinib 

exerted prominent antitumor effect in these breast cancer tumors, but therapy 

resistance significantly circumvents their activities. To cope with this issue, several 

panHER inhibitors (neratinib, dacomitinib, afatinib) have been developed. 

Mitochondrial apoptotic pathway is among the main mechanisms that modulates the 

effects of conventional and targeted therapies on cancer cells. BCL-2 proteins regulate 

mitochondrial apoptotic pathway. Activation of BAX and BAK by BH3-only proteins 

leads to mitochondrial outer membrane permeabilization, translocation of cytochrome 

c into cytosol and caspase activation are key steps of mitochondrial apoptotic 

signaling.   

AVEN is a cytosolic protein which regulates mitochondrial apoptotic pathway and 

DNA damage response. AVEN interferes with apoptotic signaling by enhancing the 

antiapoptotic activity of BCL-XL and by preventing Apaf-1 oligomerization. In 

addition, AVEN translocates to nucleus by means of its nuclear localization signal and 

interacts with ATM and ATR. These interactions regulate cell cycle response. 

Furthermore, increased AVEN activity or expression have been shown to trigger 

tumorigenesis and tumor maintenance.  
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In this study, we aimed to identify how AVEN regulates dacomitinib-induced cell 

death response in HER2+ breast cancer cells. To explore these responses, we 

overexpressed or silenced AVEN in HER2+ SKBR3 breast cancer cells. AVEN 

overexpression led to attenuation of dacomitinib-induced mitochondrial apoptotic 

response and RNAi-mediated suppression of AVEN increased dacomitinib-induced 

apoptosis. Our results provided first findings in the literature regarding the modulation 

of panHER inhibition-induced apoptosis by AVEN. 

 

Keywords: Breast cancer, HER receptor family, panHER inhibitors, mitochondrial 

apoptosis 
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1. GİRİŞ 

Kanser tek bir hastalıktan ziyade birden fazla patolojinin ortaya çıkardığı bir 

spektrum bozukluk olarak değerlendirilebilir.  Hanahan ve Weinberg’in tanımladığı 

hücre ölümüne direnç, metabolizmanın değişikliğe uğraması, immün sistemden kaçış, 

replikatif mortalite gibi özellikler bu spektrumu belirler. Çevresel faktörlerin de 

katkısıyla çok basamaklı bir sürecin sonucunda ortaya çıkan tümörler mutasyon 

birikimi ile beraber onkojenlerin aktivasyonu ve tümör baskılayıcıların inaktivasyonu 

ile karakterizedir.  

Birçok kanser tipinde mortalite ve morbidite oranları düşmesine rağmen, kanser 

tüm dünyada önemli bir sağlık problem olmaya devam etmektedir. 2012 yılında 

GLOBOCAN tarafından yayımlanan data setine göre meme kanseri senelik 1.7 milyon 

yeni vaka ile toplam kanser teşhislerinin yaklaşık yüzde 12’sini oluşturmaktadır.  

Kanser tedavisinde cerrahi, radyoterapi, kemoterapi, endokrin terapisi, 

immünoterapi ve hedeflenmiş terapiler kullanılan başlıca tedavi yaklaşımlarıdır. 

Hastanın tümöründeki kanser hücrelerinin moleküler düzeyde karakterizasyonu kişiye 

özgü ya da tümöre özgü hedeflenmiş terapilerin geliştirilmesine, böylece hem etkin 

hem de daha az yan etkiye sahip, hastalara yüksek yaşam standardı sağlayan bütüncül 

bir yaklaşımın geliştirilmesini sağlamıştır. Kanser spektrumundaki patolojileri 

hedefleyebilecek moleküllerin geliştirilmesi ya da geliştirilen moleküllerin 

etkinliğinin ve seçiciliğinin arttırılması sinyal iletisi düzeyinde bu moleküllerin 

etkilediği yolakların ortaya konulması ile mümkündür. 

Meme kanseri hücreleri iki temel reseptör ailesi üzerinden sağkalım, proliferasyon 

ve progresyonlarını devam ettirirler. Östrojen ve progesteron reseptörleri meme 

kanserinin moleküler patolojisinde tanı, sınıflandırma ve endokrin terapileri ile 

hedeflenebilme özellikleri ile önemli rol oynamaktadır. HER reseptör kinaz ailesinin 

önemli bir üyesi olan HER2 invazif meme kanserlerinin yaklaşık yüzde 20’sinde aşırı 

ifadelenme/amplifikasyon gösterir. Trastuzumab gibi HER2 hedefleyici tedavilerin 

klinik kullanıma girişine kadar HER2+ meme kanseri tümörleri oldukça agresif ve 

kötü prognozla seyreden tümörlerdi. Nitekim trastuzumab gibi HER2 hedefleyici 

antikorlar, lapatinib gibi küçük molekül tirozin kinaz inhibitörleri klinik etkinlik 

gösterse de baştan beri varolan ya da sonradan edinilen terapi direnci bu moleküllerin 



2 
 

etkinliğini kısıtlamaktadır. HER ailesinin diğer üyelerinin aktivasyonu bu direnç 

mekanizmalarından birisi olduğu için dacomitinib, afatinib, neratinib gibi panHER 

inhibitörleri geliştirilmiş ve klinik fazlarda denenmektedir.   

Bu bağlamda daha önce farklı hücresel kontekslerde apoptoz sinyal iletisi ve DNA 

hasarı cevabı üzerine etkisi gösterilmiş AVEN’in bir panHER inhibitörü olan 

dacomitinib’in HER2+ meme kanseri hücrelerindeki etkisi olup olmayacağını 

araştırmayı planladık. Meme kanseri hücrelerinde panHER inhibitörlerine hücre 

ölümü cevabının moleküler mekanizmalarının ve bu mekanizmaların parçalarının 

ortaya konulması daha etkin ve akılcı tedavi olanaklarının geliştirilmesi için kritik 

önemdedir. Çalışmalarımızın sonucunda elde ettiğimiz bulgular AVEN’in HER2+ 

meme kanseri hücrelerinde panHER inhibitörü cevabını düzenleyebileceğini ortaya 

koyarken mitokondriyal apoptotik yolağın düzenlenme mekanizmalarına dair ileri 

çalışmaların da önünü açmıştır.  
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Epidermal Büyüme Faktör Reseptör Ailesi 

EGFR1/ErbB1/HER1, ErbB2/HER2, ErbB3/HER3 ve ErbB4/HER4,  

Epidermal Büyüme Faktör Reseptör Ailesi (ErbB/ EGF/ HER) üyeleridir. EGF’in 

ardından 1975 yılında reseptörü (EGFR), 1980 yılında ise EGF reseptörünün kinaz 

aktivitesi keşfedilmiştir (275-277). İlerleyen yıllarda EGFR ile yüksek oranda dizi 

benzerliği gösteren diğer aile üyeleri sırasıyla c-ErbB2/HER2/neu, ErbB3/HER3 ve 

ErbB4/HER4 keşfedilmiş, bu reseptörlerin yapıları ve işlevleri hakkında detaylı 

çalışmalar yapılmıştır (4, 5, 7, 10). 

ERbB reseptörleri; epitelyal, mezenkimal ve nöronal orijinli çeşitli dokularda 

ifadelenmektedirler. Reseptörlerin aktivasyonları, epidermal büyüme faktör (EGF) 

ailesi ligandlarının temporal ve uzamsal ifadelenmesi aracılığıyla uyarılmakta ve hücre 

dışı sinyallerin net hücre fonksiyonuna dönüştürülmesine aracılık etmektedirler (278- 

280). Bu dört transmembran reseptör pleotropik hücre yüzeyi sinyalizasyon sisteminin 

parçasıdır (33).  Hücresel seviyede hücre siklusunun ilerlemesi, proliferasyon, hücre 

ölümü, protein sentezi, metabolizma ve farklılaşma gibi çok sayıda süreci 

düzenlemektedirler (17-19, 66, 281). ErbB reseptör sinyalizasyonundaki anomaliler 

kansere neden olmaktadır (90, 282).  ErbB reseptörlerinin aşırı aktifleşmesine neden 

olan mutasyonlar, aşırı ifadelenmeleri ve/veya amplifikasyonları; proliferasyon ve 

sağkalım yanıtlarının artışına, hücre ölüm yanıtının azalmasına, bunların yanı sıra; 

hücre metastazı için gerekli olan adezyon, migrasyon, invazyon ve neo-anjiyonegenez 

mekanizmalarında anormal düzeyde artışına aracılık ederek agresif tümörojenik 

fenotipin gelişimini desteklemektedir. (283-28). 
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2.1.1. ErbB reseptörleri ve yapıları 

ErbB reseptörlerinin keşfi 20’inci yüzyılın sonlarına doğru ard arda 

gerçekleşmiştir. Keşfedilen ilk aile üyesi ErbB1/EGFR, 170 kDa ağırlığındaki bir 

glikoproteindir. Kodlayan gen 186 kB uzunluğunda ve 28 ekzonlu olup 7’nci 

kromozomun p12 lokusunda bulunmaktadır. (1, 2,  3). ErbB2/HER2, 185 kDa’luk bir 

protein olarak karakterize edilmiştir. Kodlayan gen 32 ekzonlu olup 17’nci 

kromozomun q12 lokusunda konumlanmaktadır (4). ErbB3, EGFR/ErbB ailesinin, 

genomda 12’nci kromozomun q13.2 lokusunda kodlanan yaklaşık 148 kDa 

ağırlığındaki üçüncü üyesi; ErbB4 ise aynı ailenin 2’nci kromozomunun q34  

lokusunda kodlanan  yaklaşık 146 kDa ağırlığındaki dördüncü üyesi olarak 1980’lerin 

sonlarında tanımlanmışlardır (5, 6, 7). 

 

 

ErbB reseptör ailesi üyelerinin iyi korunmuş yapıları yüksek oranda 

birbirlerine benzerlik göstermektedirler (Şekil 1.). Reseptörler ortak olarak; ligand 

bağlanma alt birimi ve dimerizasyon kollarının bulunduğu hücre dışı birimi (ECD), 

Şekil 1.  EGF reseptörlerinin yapısı (8) 
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zar geçen birimi (TMD), jukstamembran düzenleyici birim (JMD) ve tirozin kinaz 

altbirimi (TKD) ile karboksil (C)-terminal kuyruğun bulunduğu hücre içi birimden 

(ICD) oluşmaktadırlar (5-7, 9-11). 

Reseptörlerin hücre dışı birimleri ortak olarak 4 temel alt birimden 

oluşmaktadır; alt birim-I, -II, -III, -IV. Reseptörler inaktif formdayken hücre dışı birim 

kompakt konfigürasyondadır; alt birim-II içindeki sisteince zengin β-saç tokası 

formundaki dimerizasyon kolu, molekül içi oto-inhibitör etkileşimler aracılığıyla alt 

birim-IV içerisine tamamen gömülü durumdadır. Lösince zengin alt birim-I ve -III ise 

daha serbest yapıda olup ligand ile etkileşime girmektedir. (12). ErbB2/HER2 

monomerinin ECD’si yapısal olarak diğer aile üyelerinden farklıdır; normal fizyolojik 

koşullarda genellikle aktive edilmiş reseptör formuna benzer, sabit konformasyonda 

bulunmaktadır. Ayrıca diğer aile üyeleri ile etkileşime giren çok sayıda ligand 

olmasına rağmen, ErbB2/HER2 ile etkileşime girdiği bilinen bir ligand halen 

tanımlanamamıştır (13). Sahip olduğu bu özellikleri nedeniyle aile üyelerinin 

ErbB2/HER2 ile dimerleşme eğilimi, diğer üç aile üyesininkinden daha yüksektir 

(Tablo1) (14).  Dimerleşme ve aktive olma eğilimi yüksek olan ErbB2/HER2’nun 

bilinen proto-onkogenik ve onkogenik formları da mevcuttur (16).  

 

ErbB reseptörlerinin hücre içi birimini birer adet TKD ve C-terminal kuyruktan 

oluşmaktadır (17-19). Ligand yokluğunda ICD birim cis-otoinhibisyon 

konformasyondadır. Bu konformasyonda, aktivasyon halkası adı verilen bir alt alt 

birimin doğrudan enzimatik bölgenin aktif bölgesine bağlanarak ATP ve substratın 

bağlanmasına engel olmaktadır. Ligand aracılı dimerizasyonla bu cis-otoinhibisyon 

düzeni bozunmakta ve enzimatik bölge aktifleşmektedir (20-23). ErbB3/HER3 

Tablo 1. ErbB aile üyelerinin dimer kombinasyonları (13). 
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reseptörünün TKD’sının yapısı diğer aile üyelerinden farklıdır; birimin aktivasyonuyla 

ilişkili önemli tirozin gruplarının bir kısmına sahip değildir. Bu nedenle diğer aile 

üyelerininkine kıyasla yaklaşık 1-1000 kat daha zayıf kinaz aktivitesine sahiptir (5, 7, 

24-26). Buna rağmen ATP bağlayabilmekte ve dimerize olduğu reseptörde trans-

fosforilasyonu uyarabilmektedir (12, 27- 29). 

2.1.2. Normal Fizyolojik Koşullar Altında Reseptör Aktivasyon Mekanizmaları 

Reseptörlerin aktivasyonu, büyüme faktör ligandlarının hücre dışı alt birim -1 

ve -3’e bağlanması ile uyarılmaktadır (30). EGF reseptörlerinin aktivasyonuyla ilişkili 

olduğu bilinen, yaklaşık 40-60 amino asit uzunluğunda ve peptid yapılı, on ikiden fazla 

monomerik ligand tanımlanmıştır (31,32). Bu ligandlar 3 temel gruba ayrılmaktadır. 

İlk grup EGFR/ErbB1’e özgül bağlanan; EGF, transforme edici büyüme faktör- 

(TGF-) ve amfiregülini kapsamaktadır. İkinci grup betasellülin, heparin-bağlı EGF 

(HB-EGF) ve epiregülinden oluşmaktadır; bu ligandlar çifte-özgüllük göstermekte ve 

hem EGFR/ErbB1 hem de ErbB4’e bağlanmaktadırlar. Üçüncü gruba dahil olan 

ligandlar ise nöregülinlerdir (NRG’ler); bu grubun iki üyesi olan NRG1 ve NRG2 hem 

ErbB3 hem de ErbB4’e bağlanabilirken diğer iki üyesi olan NRG3 ve NRG4 sadece 

ErbB4’e bağlanabilmektedir (33). ErbB2/HER2 ile etkileşime girdiği bilinen bir 

ligand henüz tanımlanamamıştır. Bazı ligandlarla düşük affinite ile etkileşime 

girebildiği bildirilen çalışmalar da mevcuttur (13).  

Ligand, alt birim-I ve –III aynı anda bağlanarak (34) hücre dışı birimde reseptör 

aktivasyonu için önemli konformasyonel değişiklikleri indüklemektedir. Daha önce 

gömülü halde bulunan alt birim-II ve IV’ün gevşemesiyle dimerizasyon kolunun açığa 

çıkmaktadır (35). Dimerizasyon kolunun aracılığıyla reseptörler dimerize olmakta 

(Şekil 2.) ve kinaz aktivasyonunu gerçekleştirmek üzere hücre içi birimde 

konformasyonel değişikleri indüklemektedir (36, 37). 
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Rseptör dimerlerinin kinaz alt birimlerindeki anahtar tirozin birimlerinin trans-

fosforilasyonu indüklemektedir (30, 38, 39). Fosforilasyonla birlikte cis-otoinhibisyon 

konformasyonu bozulmakta ve reseptörler kinaz aktivitesi kazanmaktadır (20, 21, 40). 

Trans-fosforilasyon, dimer çiftlerinden birinin (aktivatör kinaz) karboksil (C)-lobunun 

diğer kinazın (alıcı kinaz) amino (N)-lobuna temas ederek fosforillmesi ve aktive 

etmesi olayına verilen addır (37). C-terminal kuyruk kinaz alt biriminin fonksiyonunun 

düzenlenmesiyle ilişkilidir (40- 44). 

 

ErbB2/HER2 diğer aile üyelerinden farklı olarak gevşek yapılı ECD’ye sahiptir 

ve ligand-bağımsız dimerize olabilmektedir (45). Bu durum ErbB2/HER2’yu diğer 

reseptörler için çekici bir dimerizasyon partneri yapmaktadır. ErbB2/HER2 içeren 

heterodimerler diğer dimerlere kıyasla daha kuvvetli sinyaller üretmektedirler. 

HER2/HER3 heterodimeri, proliferasyon yanıtını indükleyen en önemli sinyal 

yolaklarından biri olan PI3K/Akt sinyal yolağını baskın şekilde aktivasyonundan 

sorumludur (46, 47). 

Src homoloji-2 (SH2) veya fosfotirozin bağlanma (PTB) birimleri içeren 

adaptör proteinler aktif ErbB reseptörlerinin sinyal yolaklarını aktive etmelerine 

Şekil 2. EGF reseptörlerinin aktivasyonu (8) 
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aracılık etmektedir. Mitojen-aktive eden protein kinaz (MAPK), fosfotidilinositol-3-

kinaz (PI-3K) / AKT ve Janus kinaz (JAK2) / Sinyal dönüştürücü ve transkripsiyon 

aktivatör (STAT) sinyal yolakların ağırlıklı olarak ErbB reseptörleri tarafından aktive 

edilmektedirler (40, 48, 49). Sonuç olarak; ErbB reseptörleri hücre çoğalmasıyla ilgili 

karmaşık bilgileri, hücre dışı ortamdan hücre içine ilereten ve birçok hücresel süreci 

düzenlemede rol oynayan transkripsiyon yollarını aktive eden bir düğüm görevi 

görmektedirler (Şekil 3). 

ErbB reseptörlerinin aktivasyonu kadar deaktivasyonlarının regülasyonu da 

önemlidir. Endozomal internalizasyon mekanizması reseptör aktivasyonlarının 

sonlandırılmasında rol oynayan temel mekanizmadır (50). İnternalizasyon 

mekanizması ile reseptörler mitokondri, golgi, ER ve nükleusa taşınmaktadır (51, 52). 

Reseptörün endositik alımı takiben lizozom aracılı degredasyonu, veziküler taşıma ile 

hücre içindeki belirli lokasyonlara taşınması veya geri dönüşüm ile inaktif monomerin 

membrana iletilmesi şeklinde ilerleyen bir süreçtir (53-57). Aile üyelerinin 

internalizasyon dereceleri ve hücre içerisindeki akış farklılık gösterebilmektedir. 

Aktive olmuş bir reseptörün inaktivasyonu normal şartlar altında bir kaç saat 

sürmektedir. İnternalizasyon aksaması veya engellenmesi sonucu aktif reseptör 

dimerlerinin olması gerekenden uzun süre membranda bulunmaları ve ilişkili yolakları 

aşırı aktive etmeleri kanserleşme nedenlerindendir (58). 
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Şekil 3.  EGF reseptörleri ve düzenledikleri hücre içi mekanizmalar 

(https://www.cellsignal.com/contents/science-cst-pathways-tyrosine-kinase/erbb-her-

signaling-interactive-pathway/pathways-erbb)  
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2.1.3. Reseptörlerin onkojenik aktivasyon mekanizmaları 

ErbB reseptörlerinin aktivasyonlarındaki anormak artış kanserleşme süreci ile 

yakından ilişkilidir. Meme, ovaryum, beyin, prostat, akciğer ile baş ve boyun 

kanserlerinin gelişiminde rol oynamaktadır (59, 60). Aktivasyondaki artış; mutasyon, 

artan reseptör / ligand / adaptör protein ifadelenmelerinde artış ve sinyal yolağı 

elemanlarının hücresel konumlarının değişmesi vb. sonucu gerçekleşebilmektedir. 

Ras, PI3K, Akt, ve Bcl-x/-2 gibi anti-apoptotik proteinlerin aktivasyonunu uyararak 

da hücre ölümü baskılayabilmektedirler (Şekil 4).  Özetle, anormal ErbB reseptör 

aktivasyonları hücrenin sağ kalım yanıtında artışa ve hücre ölümü yanıtında azalmaya 

neden olarak kanserleşmeyi desteklemektedir. Dahası kemoterapötik ajanların 

etkilerine karşı direnç gelişiminde de rol oynamaktadır (61-65).  

 

ErbB reseptörlerinin aşırı ifadelenmeleri ve/veya amplifikasyonları 

kanserleşmede rol oynayan temel mekanizmalardandırlar. Meme kanserlerinin %25-

30’unda (67) ve ovaryum, mide ve agresif uterin kanserlerinde ErbB2/ HER2 geni 

amplikasyonu mevcuttur (68). ErbB2/ HER gen amplifikasyonu ve/veya aşırı 

ifadelenmesi, proliferasyon yanıtının artmasına ve apoptozun inhibisyonuna aracılık 

ederek kanser gelişiminde ve terapötiklere karşı direnç gelişiminde rol oynamaktadır 

Şekil 3. ErbB reseptörlerinin hücre ölüm ve sağ kalım ile ilişkili molekülleri ile etkileşimi (66) 
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(69). ErbB2/ HER2 geni amplikasyonu ve kanserle ilişkisi, “Kanser ve ErbB2/HER2 

aşırı ifadelenmesi” başlığı altında detaylıca verilmiştir. 

EGF reseptör aşırı ifadelenmesi ve mutasyonları da güçlü kanserojenik etki 

yaratmaktadır ve akciğer, glioblastoma, ovaryum, meme kanserlerinin oluşumu ve 

gelişiminde rol oynamaktadır. (70, 71).  

Aktive edici mutasyonlar, EGF reseptörlerinin moleküler konformasyonunda 

ve yük dağılımında değişikliklere neden olmaktadır. Reseptörlerin substrat bağlama 

eğilimlerini veya enzimatik aktivitelerinin arttırarak sinyal iletim becerilerini 

güçlendirmektedir (4, 15, 16, 72). EGFR ve HER-2 reseptörlerinin ECD, TMD ve 

TKD’sında meydana gelen ve kinaz aktivitelerini etkileyen çeşitli tipte mutasyonlar 

tanımlanmıştır.  Kanserleşme ve kemoterapötiklere karşı direnç kazanımında rol 

oynamaktadırlar. Örneğin; EGF reseptörün ECD’sinde meydana gelen ve 

glioblastomalarda görülen bir grup mutasyon, reseptörün inaktif konfirmasyonunu 

destabilize ederek ligand-bağımsız reseptör aktivasyonuna neden olurken (Ferguson, 

2008); ICD’sindeki katalitik cepte görülen in-frame delesyon ve L834 nokta 

mutasyonu doğrudan reseptörün kinaz aktivitesinde artışa neden olmaktadır. Aşırı 

aktive olan EGFR ile Akt ve STAT5 sinyal moleküllerinin de fosforilasyonu da 

artmaktadır (37,  73). 

ErbB reseptörlerinin aktivasyonu ve miktarındaki değişimlere ek olarak 

endositozları sonrası konumlandıkları hücre kompartmalarının değişimin de 

kanserleşmede etkili olduğu bildirilmiştir. Meme ve ovarian tümörlerine EGFR ve 

HER2’nun nükleusa transportunda artış gözlenmiştir.  Nükleusa konumlanan 

reseptörlerin, transkripsiyon faktörü (STAT3 gibi) proteinleri ile  etkileşime girerek 

bazı genlerin (iNOS ve COX-2 gibi)  ifadelenmelerini düzenlediği ve  kötü prognozda 

rol oynadıkları bilinmektedir (74-84). HER2’nin hücre içerisinde mitokondri 

lokalizasyonundaki artışın sitokrom c oksidaz alt birim 2 aracılı apoptoz 

düzenlenmesinde rol oynadığı keşfedilmiştir (51). 

Ligand ve adaptör protein seviyelerinde meydana gelen değişiklikler de 

karsinogenezle ilişkilendirilmektedir. Özellikle TGF-, amfiregülin ve HB-EGF 

ligandlarının konsantrasyonundaki artışın Erb reseptörleri üzerinde aktive edici bir 

baskı yarattığı ve tümör gelişimini daha agresif hale getirdiği, dahası terapötiklere 
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karşı direnç gelişimiyle pozitif korelasyon gösterdiği yapılan çalışmalarla ortaya 

konulmuştur (85-87). Brk adaptör proteininin sitoplazmik konsantrasyonundaki artış 

benzer şekilde kanserojenik bulunmuştur (88). ErbB sinyal efektör proteinlerinin  aynı 

zamanda IGF sinyal yolağı gibi farklı yolakların aktivasyonu üzerindekileri 

bulunmaktadır (89); bu durum sinyal kontrolünde bağımsız iki yolak arasındaki 

etkileşimin (cross-talk) meydana geldiğine  işaret etmektedir. 

2.1.3.1. Kanser ve ErbB2/HER2 aşırı ifadelenmesi  

ErbB2/HER2’nin ligand ilgisi düşük, hızla dimerleşmeye eğilimli ECD 

birimine ve alt yolaklar üzerindeki güçlü uyarıcı etkiye sahiptir. Aktivasyonun aşırı 

artması ile sağlıklı bir hücrenin tümörojenik fenotip kazanabilmektedir (90, 91). HER2 

reseptörünün ifadelenmesindeki aşırı artış, amplifikasyonu ve aktifleştirici 

mutasyonaları sonucu reseptör faaliyetinde artış meydana gelmektedir. (28, 45, 92, 

93). Bununla birlikte önemli proliferatif sinyal yolaklarının aşırı aktivasyonu ve 

apoptotik yolakların inhibisyonu uyarılmaktadır (94). Çoklu sinyalizasyon 

mekanizmasında eş zamanlı meydana gelen anomaliler hücrenin kanserleşme sürecini 

desteklemektedir (Şekil 5). 

HER2 reseptör aktivitesinin artışına, görülme sıklığı oldukça düşük olan 

aktifleştirici HER2 mutasyonlardan ziyade HER2 geni amplifikasyonu ve/veya aşırı 

ifadelenmesi neden olmaktadır. HER2 pozitif (HER2+) olarak adlandırılan kanser 

hücrelerinde HER2 geni kopya sayısında 25 ila 50 kat, hücre yüzeyindeki HER2 

reseptör sayısında ise 40-100 kat artış görülebilmekte ve hücrenin sahip olduğu 

reseptör sayısı 2 milyondan fazla rakamlara ulaşabilmektedir (95).  

Meme kanseri hastalarının yaklaşık %25-30’una HER2+ tanısı konulmaktadır. 

HER2 aşırı ifadelenmesi meme, gastrik, özofagal ve endometriyal kanserlerinde erken 

veya ileri evrede gerçekleşebilmektedir (67,  96-98). HER2+ tümörlerde; agresif 

yayılım, metastaz ve invazyon eğilimine ek olarak tedaviye karşı direnç gelişimine 

sebep olmaktadır (99-102). Öte yandan HER2+ tümörlerde HER reseptörünün 

hedeflenmesiyle tedavide başarı oranı arttırılabilmektedir (95,  103).  
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HER2 aşırı ifadelenmesi çok sayıda ilişkili mekanizma üzerinden karsinojenik 

transformasyona neden olmaktadır. Bu mekanizmalardan ilki HER ailesi dimerlerinin 

kompozisyonunda neden olduğu değişimdir. EGFR ve HER3 ile oluşturulan HER2 

heterodimerlerinin ve HER2 homodimerlerinin sayısı, HER2 ifadelenmesindeki 

artışına paralel olarak artmaktadır (104, 105). EGFR ve HER,  MAPK, JAK/STAT, 

PI3K /Akt gibi önemli proliferasyon ve sağ kalım yolaklarının aktivasyonundan 

sorumludurlar. Bu sinyal yolaklarının HER2 içeren dimerler aracılığıyla etkili ve 

kısmen daha uzun süreli aktivasyonu söz konusudur. Aktif EGFR homo- ve 

heterodimerlerinin endositik bir mekanizma ile hızla membrana geri dönüşümü 

yapılarak sinyalizasyon süresi ve etkinliğinin arttırılabildiği bilinmektedir. 

HER2/EGFR dimerlerinin endositik geri dönüşümü karsinogenezle 

ilişkilendirilmektedir. Endositik mekanizma ile proliferasyon yolakları üzerindeki 

HER2 sinyal etkinliği artmaktadır (106, 107). HER2 ile birlikte EGFR’ın 

aktivasyonundaki artış, MAPK and JAK/STAT yolaklarının güçlü şekilde 

aktivasyonuna dolayısıyla karsinogenezin uyarılmasına sebep olmaktadır (104-110).  

Benzer şekilde HER2 aşırı ifadelenmesindeki artışla birlikte HER2/HER3 

heterodimerlerinin sayısında da artmaktadır. HER3 reseptörü en önemli proliferatif 

Şekil 5.  ErbB2/HER2 aşırı ifadelenmesi ile indüklenen hücre içi yanıtlar (113) 
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sinyal yolaklarından olan PI3K ve Akt yolağının en güçlü aktivatörüdür (111, 112). 

Aktif HER2/HER3 dimerlerindeki artışa bağlı olarak bu yolağın anormal düzeyde 

aktivasyonuna karsinogenezle ilişkilendirilen bir diğer mekanizmadır (111, 112, 114-

116). 

HER2+ tümörlerde, transkripsiyon sonrası düzenlenme ve/veya alternatif 

kırpılma sonucu JMD’de 16 amino asitlik bir bölgesi eksik HER2 varyantı, ΔHER2, 

ifadelenebilmektedir. ΔHER2, ligand-bağımsız sinyal iletim aktivitesi olan onkogen 

varyant olarak tanımlanmaktadır (117, 118). Kırpılma ile sistein birimleri çıkarılmakta 

ve proteinin disülfit bağ yapısı bozulmaktadır. Bu sayede daha yüksek dimerizasyon 

ve fosforilasyon eğilimi kazanan ΔHER2, HER2’ya kıyasla çok daha yüksek 

karsinojenik aktiviteye sahip olmaktadır (117-119).  HER2 ve ΔHER2 

ifadelenmelerinin birlikte artışı karsinogenez sürecini hızlandırmaktadır. 

Src kinazlar, HER2’nin önemli ikincil sinyal iletim molekülleridir. Src 

kinazlar, fosforilasyonlarındaki artışa paralel olarak, transforme edici ve karsinojenik 

faaliyet göstermektedirler (120). HER2 aşırı ifadelenmesi src kinazlarının 

fosforilasyonunu artırmaktadır (121, 122). Artan src fosforilasyonu tümör 

hücrelerinde fokal adezyon, integrin ve aktin sitoskeleton sinyalizasyonlarını bozarak 

hücre polarizasyonun kaybına, hücre-hücre bağlantılarının bozulmasına, tutunmadan 

bağımsız hücre büyümesine, migrasyona, invazyona ve metastaza neden olmaktadır 

(123, 124). Src kinazlardan bağımsız olarak, HER2 aşırı aktivasyonu ERBIN (ErbB2 

interacting protein) proteinlerinin fonksiyonlarını baskılayarak da hücre polaritesini ve 

adezyonunu bozabilmektedir (125). Normal koşullarda epitelyal hücrelerin dış 

yüzünde bulunan ERBIN proteinleri, ligand salgılayan stroma hücreleri ile iletişim 

kurmaya aracılık etmektedir (126-128). HER2 aşırı ifadelenmesi bu bağlamda hücre 

adezyonunu engelleyerek karsinogenezi desteklemektedir.   

Artan HER2 ifadelenmesi, hücre döngüsü kontrol noktalarındaki, özellikle 

G1/S noktasındaki, işleyişi bozarak proliferatif yanıtı arttırmaktadır. HER2 aşırı 

ifadelenmesi doğrudan siklin-D1, -E ve cdk6’nın regülasyonunda artışa ve p27’nin 

bozunmasına neden olarak veya özellikle HER3 ile oluşturduğu dimerler aracılığıyla 

Akt yolağı üzerinden p27 inhibisyonunu uyararak epitelyal hücrelerde G1/S kontrol 

noktasından kaçışı mümkün kılmaktadır (129-132). HER2+ hücrelerde HER2 
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homodimerlerinin de sayısı yükseltmektedir. Birim alandaki HER2 miktarının 

artmasıyla reseptörler iyice birbirilerine yakınlaşmakta ve etkileşime girerek 

homodimerler oluşturmaktadırlar. Aktif HER2 homodimerleri ile hücre sağ kalımını 

desteklemekte ve böylece tümör hücreleri agresif hale gelmektedir.  

HER2 ifadelenmesindeki artışın anormal aktivasyonlara neden olduğu sinyal 

iletim yolaklarının ve bu yolaklarda rol oynayan kilit moleküllerin iyi anlaşılması, 

karsinogenezle ilişkisini anlamak açısından önem arz etmektedir. Kilit moleküllerden 

bir veya bir kaçının hedefli inhibisyonu mümkün olabilmektedir. Hedefli kanser 

tedavilerindeki başarı şansı böylece artmaktadır.  

2.2.ErbB Hedefli Tedavi  

ErbB ailesi reseptörlerinin sayılarının artması ve/veya aktive edici 

mutasyonları taşımaları sonucu aktivasyonlarında görülen anormal artış, hücrenin 

temel sağ kalım yolaklarından olan Ras/Raf/Mek/Erk ile PI3K/Akt yolaklarının aşırı 

aktivasyonuna öncülük etmektedir. Bu yolaklardaki anormal aktivasyonlar başta 

akciğer, meme, ovaryum kanseri olmak üzere birçok kanser türünde tömür oluşumu, 

gelişimi ve metastaz sürecinin leyhine; profilerasyon, anjiyogenez, adezyon, invazyon 

ve apoptotik yanıtlarda değişikliklere neden olmaktadır (133-136). İnsan kanserlerinin 

oluşumunda ve gelişiminde oynadıkları bu kritik roller nedeniyle tedavi hedefi haline 

gelmişlerdir (137). 

 Tarihte ilk defa Greene laboratuvarınca, hücresel transformasyon 

süresinde rol oynayan bir proteinin hedeflenmesi sayesinde aşağı akım sinyal 

yolaklarının bloklanması üzerinden malignant fenotipin baskılanabileceğini 

gösterilmiştir (138, 139).  Bu çalışma neticesinde monoklonal antikorlar (MAB) 

ve/veya tirozin kinaz inhibitörleri (TKI)  geliştirilerek, ailenin bir ve ya daha fazla 

sayıda üyesinin hedefli olarak inhibe edilebildiği tedaviler geliştirilmiştir. 

Trastuzumab (Herceptin) ve Pertuzumab (Perjeta), klinikte doğrudan anti-HER2 ajanı 

olarak sık kullanılan monoklonal antikorlardır. İkisi de HER2 dimerizasyonunu 

önleyerek aktivitesini bloklamaktadır. Sonraki yıllarda küçük molekül yapılı TKI 

geliştirilmiştir. Birinci nesil tersinir ‘selektif’ özellikli TKI’lerden erlotinib ve 

gefinitinib EGFR’ı inhibe edenlerken (140) lapatinib gibi bazıları da hem EGFR hem 

de HER2’yi inhibe edebilmektedir (141). Tek reseptörün hedeflendiği tedavilerde 
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tümör hücrelerinde diğer reseptör dimerlerinin sayı ve aktivasyonunun arttığı ve 

gelişen bu direnç mekanizmasının tedavideki olumlu yanıt oranını düşürdüğü 

gözlemlenmiştir (142-144). Pan-HER inhibitörleri olarak adlandırılan ikinci nesil 

TKI’ler; afatinib, dacomitinib ve neratinib ise tersinir olmayan etkileşimlerle tüm 

ErbB ailesi üyelerinin eş zamanlı inhibisyonunu mümkün kılacak şekilde 

geliştirilmişlerdir (145). Adı geçmekte olan tüm terapötikler FDA onayı almış olup 

günümüzde klinikte kullanılmaktadırlar. 

2.2.1. Dacomitinib 

Dacomitinib (Şekil 6)(PF-00299804), ikinci nesil küçük molekül yapılı 

panHER tirozin kinaz inhibitörlerinden biridir. Birinci nesil inhibitörlerden farklı 

olarak; ErbB1, ErbB2 ve ErbB4’ün tirozin kinaz alt birimlerine kovalent olarak 

bağlanmakta ve reseptörlerin fonksiyonlarını kalıcı olarak inhibe etmektedir. 

Reseptörlerin otofosforilasyonunu engelleyerek aşağı akım sinyalizasyonunu 

bloklamakta ve güçlü antitümör etki göstermektedir. Hücre döngüsünü bozarak 

proliferasyonu azaltmakta ve apoptoza neden olmaktadır (Zhu ve ark., 2015; Gonzales 

ve ark., 2008). Dacominitib, reseptörlerin TKD’sinde yer alan ATP bağlanma cebi ile 

spesifik sistein birimlerinin aracılığıyla etkileşime girmektedir.  ErbB reseptörleri 

arasında korunmuş bu sistein birimleri sayesinde reseptörler dacomitinib hedefi olma 

özelliğini paylaşabilmektedirler (146-148).  

 

 

Şekil 6. Dacomitinib’in kimyasal yapısı (https://www.selleckchem.com/products/pf299804.html)  
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Dacomitinib’in anti-proliferatif etkinliğinin, ErbB reseptör amplifikasyonu ve 

aşırı aktivasyonu olan meme, akciğer ve uterus kanseri hücre hatları ile yapılan klinik 

öncesi çalışmalarda birinci nesil TKI’lere kıyasla yüksek olduğu bildirilmiştir (146, 

149-156). Benzer şekilde gefitinib/erlotinib dirençli akciğer kanseri hastalarında 

dacomitinib tedavisine yanıt alınabildiği gösterilmiştir (157-160) Aktive edici EGFR 

mutasyonu taşıyan metastatik NSCLC (non-small cell lung cancer) hastalarında 

başlangıç tedavisi için 27 Eylül 2018 tarihinde FDA onayı almıştır (155, 161). 

2.3.Apoptoz  

Apoptoz; çok hücreli organizmalarda doku homeostazisinin sağlanmasına ek 

olarak geri döndürülemez şekilde hasar görmüş ve/veya potansiyel olarak zararlı 

hücrelerin hedefli olarak ortadan kaldırıldığı bir dizi genetik kodla ilişkili, programlı 

hücre ölümü mekanizmasıdır (162-165). Hücre Ölümü Adlandırma Komitesi 

(Nomenclature Committee on Cell Death -NCDD)’e göre programlı hücre ölümü 

mekanizmalarını; patofizyolojik uygunluğunun yanı sıra hücre ölümünün 

başlatılmasında, yürütülmesinde ve yayılmasında rol oynayan sinyal iletim 

mekanizmalarının referans alınarak apoptozla birlikte on farklı gruba ayırmıştır (Şekil 

7) (166).  Apoptoz, Alman bilimci Carl Vogt tarafından 1842 yılında tanımlanmıştır 

ve ismi sonbaharda ağaçların yapraklarını döküşü, yaprakların düşmesi anlamına gelen 

Yunanca ““απόπτωσις”  kelimesinden türetilmiştir. Apoptoz terimi ilk defa 1972 

Şekil 7. Programlı hücre ölüm mekanizmaları (166) 



18 
 

yılında John Foxton Ross Kerr ve grubu tarafından kullanılmıştır. Apoptoz çalışmaları 

Sydney Brenner, Horvitz ve John E suston’a 2002 yılında tıp alanında Nobel Ödülü 

kazandırmıştır. Sonraki yıllarda insanda homologları bulunan apoptozla ilişkili sinyal 

molekülleri temelde C.Elegance ile yapılan çalışmalarda keşfedilmişlerdir.  

Hücrenin çevresel veya içsel normal durumuyla çelişen uygunsuz sinyallerin 

varlığı neticesinde hücre ciddi bir stres yükünün altına girmektedir. Söz konusu 

olaylarda stresle başa çıkmak ve hücresel homeostaziyi restore etmek üstesinden 

gelinemeyecek kadar çok enerji gerektirdiğinde hücre apoptoz yolunu seçmektedir 

(167). Hücre döngüsü durdurulmakta ve süreç hücrenin eliminasyonu ile 

sonuçlanmaktadır. Apoptotik mekanizmaların disfonksiyonu kanser ve otoimmün 

hastalıklar gibi birçok patolojik duruma neden olmaktadır. Nörodejeneratif 

bozukluklar, AIDS ve iskemik hastalıklar artmış, kanser ise azalmış apoptotik aktivite 

ile ilişkilendirilmektedir (168). 

Apoptoz süreci, belli başlı birkaç morfolojik ve biyokimyasal değişiklikler ile 

kendini göstermektedir. Hücrenin büzülmesi ve komşu hücrelerle temasın azalması, 

hücre yüzeyinde tomurcukların oluşumu, kromatin kondensasyonu (pyknosis) ve 

nükleer fragmantasyon (karyorelheksis) apoptotik bir hücrede gözlemlenen temel 

morfolojik değişikliklerdir. Bu morfolojik değişiklikler DNA'yı oligonükleozomal 

fragmanlara bölen ve sitoplazmanın ve hücre organellerinin bütünlüğünü ve şeklini 

belirleyen spesifik protein substratları üzerinde etki gösteren proteolitik enzimlerin 

aktivasyonunun sonucu gerçekleşmektedir (169). Apoptoz süreci makrofajlar veya 

fagositik aktiviteye sahip diğer hücreler tarafından ortadan kaldırılan (eferositoz) ve 

lizozomlar içinde bozunan apoptotik cisimciklerin oluşumu ile sonuçlanmaktadır 

(170-177). Normal fizyolojik şartlarda plazma membranının sitosolik yüzeyinde 

konumlanan fosfolipid fosfatidilserin (PS) molekülleri, hücre yüzeyinde açığa çıkarak 

apoptotik cisimlerin apoptozun henüz başlangıç evresinde tanınmalarını mümkün 

kılmaktadır. Apoptotik hücreler, sürecin tamamlanmasına kadar plazma membran 

bütünlüğünü ve metabolik aktivitelerini bir dereceye kadar korumaktadırlar. Bu durum 

ek olarak fagositik hücrelerin ve komşu dokuların salgıladığı sitokinler (IL-10 ve TGF-

ß gibi) in vivo'da apoptotik hücrelerin, en azından ciddi düzeyde, enflamatuar tepkiye 

neden olmaksızın ortadan kaldırılmalarını sağlamaktadır (178).  



19 
 

Apoptoz; büyüme/sağ kalım faktörlerinin eksikliği, hipoksi, UV ışınları ve 

hücre-matriks interaksiyonunda zayıflama gibi hücre dışı uyaranların dışında, 

eksojenik toksinler veya hücre döngüsü kontrol noktası bozukluklarından 

kaynaklanabilen DNA hasarı, telomer malfonksiyonu, onkojenik mutasyonlardan 

kaynaklanan uygunsuz proliferatif sinyaller gibi içsel uyaranlar sebebiyle 

tetiklenebilmektedir. Hücre dışı uyaranların sebep olduğu apoptoza ekstrinsik/dış 

kaynaklı apoptoz denilmektedir. Dış kaynaklı apoptoz; hücre yüzeyindeki Fas/CD95,  

TNFR1,  DR3, DR4 ve DR5 gibi ölüm reseptörlerine, sitokin süper ailesi üyelerinden 

tümör nekroz faktörü- (TNF-), TNF ile ilişkili apoptoz indükleyici ligand (TRAIL) 

ve Fas ligand (FasL) gibi aktivatörlerin bağlanmasıyla tetiklenmektedir. Hücre içi 

uyaranların tetiklediği apoptoza ise intrinsik /iç kaynaklı/ mitokondriyal apoptoz 

denilmektedir. İntrinsik apoptoz süreci BCL-2 protein ailesi tarafından 

düzenlenmektedir. (Şekil 9) (179). Apoptozun indüklenmesi ile hücre içerisinde çok 

sayıda apoptozla ilişkili faktörün hızla ifadelenmesi ve aktivasyonu 

gerçekleşmektedir. Çevresel şartların hücre lehine olması durumunda ise yine yüzey 

reseptörleri aracılığıyla Ras kinaz, PI3 kinaz ve Akt gibi hücre proliferasyonu ile 

ilişkili yolaklar uyarılmaktadır.  Proliferatif yolakların aktivasyonu, BAD ve kaspaz-9 

gibi pro-apoptotik faktörleri inhibe ederek apoptozu baskılayabilmektedir (180, 181). 

Apoptotik sürecin işleyişinde rol oynayan; sistein proteaz ailesi kaspazları, 

BCL-2 protein ailesi, p53 proteini, endonükleazlar ve ısı şoku proteinleri gibi 

çoğunlukla protein yapılı birçok faktör mevcuttur. Söz konusu kaspazlar, aspartil özgü 

sistein proteazları ailesi üyeleridir. İngilizcedeki karşılığı “Caspase”  olan terim, 

“cysteine-dependent aspartate-specific proteases/sisteine-bağımlı aspartat özgül 

proteazlar"ın kısaltmasıdır. Hücrede aktif olmayan öncü-formlar (pro-caspaslar) 

olarak ifadelenen bu enzimler apoptozun uyarılmasını takiben aktif forma 

dönüştürülmektedir. Bir N-terminal “prodomain”,bir büyük alt birim ve bir de küçük 

alt birim içermektedirler. Prodomain genellikle aktivasyon sürecinde çıkarılmaktadır. 

Kaspaz-2, -3, -6, -7, -8, -9 ve -10 apoptoz sırasında aktive olanlar aile üyeleridir. 

Başlatıcı kaspaz olarak adlandırılan kaspaz-8, -9 ve -10; cellat/efektör kaspazlar olarak 

adlandırılan kaspaz-3 ve-7’nin aktivasyonuna aracılık etmektedirler. Dış kaynaklı 

apoptoz yolağında ilk olarak kaspaz-8 ve -10, intrinsik apoptoz yolağında ise kaspaz-

9 aktive edilmektedir. Efektör kaspazların peş peşe aktivasyonu ile apoptotik sürecin 
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devamlılığını sağlamaktadır. Apoptotik süreç, kaspaz bağımlı ve bağımsız olmak 

üzere iki ana mekanizma üzerinden yürütülebilmektedir (182).   

Kaspazlara ek olarak, yaklaşık 15 üyeden oluşan BCL-2 ( B-hücresi lenfoma / 

lösemi-2 geni) protein ailesi de apoptozu düzenlenmesinden sorumludur. Bu protein 

ailesini pro-apoptotik ve anti-apoptotik üyeleri bulunmaktadır. Pro-apoptotik ve anti-

apoptotik proteinler, aralarındaki etkileşimlerinin aracılık ettiği, sıkı düzenlenmiş bir 

kontrol ve denge sistemi aracılığıyla apoptoz sürecini kontrol etmektedirler (183-185). 

Hücrenin kaderinin belirlenmesinde rol oynayan BCL2 proteinleri apoptoz için kritik 

adım olan mitokondriyal dış membran geçirgenliğinin (MOMP) düzenlenmesinden 

sorumludurlar (186, 187).  BCL-2 proteinleri konformasyonlarının ve dinamiklerinin 

allosterik kontrolünü kapsayan protein-protein etkileşimleri vasıtasıyla işlev 

görmektedirler. 

 

 

Ailenin tüm üyeleri, BCL-2 homoloji birimi (BH1, BH2, BH3 ve BH4) olarak 

adlandırılan bazı dizi motiflerinden (Şekil 8) en az birini taşımasıyla 

tanımlanabilmektedir (183, 184, 189). Pro-apoptotik proteinler, temel işlevlerinin 

merkezi olan BH3 birimine mutlak olarak sahiptirler (190). Apoptotik sürecin pozitif 

yönlü düzenlenmesinde rol oynamaktadırlar ve fonksiyonlarına göre üç alt sınıfa 

ayrılmaktadır; efektörler, doğrudan aktivatörler ve derepresörler / hassaslaştırıcılar 

(191-197). Sadece BH3 birimini içeren doğrudan aktivatörler ve derepresörler / 

hassaslaştırıcılar alt sınıfları ise özel olarak “BH3-only proteinleri” olarak 

Şekil 8. BCL-2 protein ailesi üyeleri ve aralarındaki etkileşimler (188) 
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adlandırılmaktadırlar (190). Anti-apoptotik aile üyeleri ise isimlerinden anlaşıldığı 

üzere apoptotik sürecin negatif yönlü düzenlenmesi ile ilişkilidir; fonksiyonları gereği 

apoptozun başlamasını engellemektedirler. Anti-apoptotik proteinler ve efektörler ise 

BH3-only proteinlerinde farklı olarak dört BCL-2 homoloji bölgesinin tamamını 

içermektedirler (183,  198-203 ). 

 

 

Tablo 2. Apoptoz faktörlerinin sembolleri, dâhil oldukları sınıflar ve sembollerinin İngilizce’deki 

karşılıkları 
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Efektör aile üyeleri (BAK, BAX VE BOK) MOMP’ın düzenlenmesinde 

doğrudan rol oynarken anti-apoptotik aile üyeleri (BCL-2, BCL-xL, BCL-w ve MCL-

1) bu süreci doğrudan ve/veya BH3-only proteinleri üzerinde dolaylı olarak inhibe 

etmektedir. Doğrudan aktivatör özellikli BH3-only proteinleri BID, BIM ve PUMA 

pro-apoptotik efektörler proteinleri doğrudan aktivasyonunda rol oynamaktadırlar. 

Derepresör veya hassaslaştırıcı özellikli BH3-only proteinleri BAD, BIK, BMF, HRK 

ve Noxa ise dolaylı olarak anti-apoptotik proteinleri aktive ederek, mevcut anti-

apoptotik kompleksleri bozarak veya anti-apoptotik proteinlerdeki bağlanma 

bölgelerini bloklayarak dolaylı yoldan aktivasyonlarını engelleyerek MOMP'a engel 

olmaktadır. Pro-ve anti-apoptotik proteinler arasındaki dengenin hücrenin apoptoza 

gidip gitmeyeceği kararının verilmesine aracılık etmektedir (183, 184, 189, 203, 204).  

Şekil 9. Eksintrik ve insintrik apoptoz yolakları ile apoptoz sürecinin şematik gösterimi (205) 
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Fizyolojik koşullarda BAX sürekli olarak mitokondriyal dış membran (OMM) 

ve sitozol arasında döngü yapmakta ve inaktif bir monomerik veya inaktif dimerik 

konformasyonda bulunmaktadır. BAK ise sürekli olarak OMM'ye yerleşik durumda 

bulunmaktadır (206-210). BCL-2, BCL-xL, BCL-w ve MCL-1 proteinlerinin rol 

oynadığı anti-apoptotik yanıtın üstesinden gelmeye yetecek kadar pro-apoptotik 

protein aktivasyonun gerçekleşmesi ile apoptoz süreci başlamaktadır (191, 211-214). 

BID, BIM, PUMA ve NOXA mitokondriyal BAX ve/veya BAK havuzu ile geçici 

fiziksel etkileşimlere girerek fonksiyonlarını desteklemektedirler (215-217). 

Günümüzde kabul gören modele göre; aktive edilmiş BAX ve BAK mitokondri 

zarında öncelikle homo- ve heterodimerler ardından oligomerler oluşturmaktadır (218-

222). Oligomerizasyon, mitokondriyal dış membran geçirgenliğini (MOMP) 

değiştiren lipidik gözeneklerin kurulmasına yol açmaktadır (223-227)  

MOMP ile normalde mitokondriyal intermembran boşluğunda bulunan 

sitokrom c, Smac/Diablo, apoptoz inhibitörü protein ailesi (IAP) gibi apoptojenik ve 

anti-apoptojenik faktörlerin sitosole salınımı gerçekleşmektedir (186, 228, 229). 

Sitokrom c, genellikle mitokondriyal solunum zincirinde elektron taşınmasında rol 

oynayan mitokondriyal proteindir (172, 230-232). Sitoplazmaya geçişi ile Sitokrom c, 

kaspaz 9 aktivasyonundan sorumlu olan apoptozom olarak bilinen upramoleküler bir 

kompleksin oluşumuna aracılık etmektedir. ATP'ye bağlı bir şekilde, apoptotik 

peptidaz aktive edici faktör 1 (APAF1) ve pro-kaspaz 9'a bağlanmaktadır (230). 

Apoptozom kompleksi kaspaz-9'un otokatalitik fonsiyonuyla aktivasyonu aracılık 

etmektedir (231, 233-235). Aktif kaspaz 9,  apoptoz sırasında hücre yıkımından 

sorumlu enzimler olan kaspaz-3 ve -7'nin proteolitik aktivasyonunu katalize 

etmektedir (236, 237). Sitosolik SMAC ise, anti-apoptojenik IAP protein ailesi 

üyelerini, X'e bağlı apoptoz inhibitörü; XIAP gibi, doğrudan etkileşimlerle inhibe 

ederek apoptoz sürecini hızlandırmaktadır (238-240) (Şekil 9). MOMP, mitokondriyal 

transmembran potansiyelinin (Δψm) hızla kaybına ve hücrenin enerji santralleri olan 

mitokondrilerin işlevini yitirmesi neden olmaktadır (241-244). Bunun sonucunda 

hücrenin bütünlüğünü korumaya devam etmesi zorlaşmakta ve hücre sağ kalımı için 

gerekli hücresel mekanizmaların işleyişi aksamaktadır. Bu sebeple MOMP’daki artış 

apoptotik sürecin geri dönüşü olmayan basamağı olarak tanımlanmaktadır. 
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Karnserleşme süreci, hasarlı ve potansiyel olarak zararlı hücrelerin 

eliminasyonunda rol oynayan apoptozun baskılanması ile desteklenmektedir. Apoptoz 

sürecinin çeşitli basamaklarında meydana gelen anormal aktivasyonlar ve 

inhibisyonlar apoptozun baskılanmasına neden olarak hücrenin sağ kalım süresini 

uzatmakta ve üremeye devam etmesine imkân vermektedir. Örneğin bir anti-apoptotik 

protein BCL-2 ve BCL-xL’nin ifadelenmesindeki ve/veya aktivasyonundaki artış, pro-

apoptotik protein BAX’ın ve tümör baskılayıcı gen olan p53’ün aktivasyonundaki 

azalış hücresel düzeyde apoptozun bloklanmasına neden olmaktadır (184, 245-255). 

Hücre ölüm mekanizmalarından yalnızca biri olan ve kendi içinde alt tiplere ayrılan 

apoptoz mekanizmasının iyi anlaşılması karsinogenez sürecini anlayabilmek açısından 

önemlidir. Apoptozla ilişkili hücresel faktörlerin yapı ve fonksiyonlarının bilinmesi 

kanser tedavisinde ilaçlarla hedeflenmelerine imkân sağlayabilmektedir. 

2.4. AVEN 

AVEN, Chau ve arkadaşları tarafından 2000’li yılların başlarında keşfi yapılan 

ve apoptoz inhibitörü olarak tanımlanan, enzimatik aktivitesi bulunmayan bir yapısal 

proteindir. Bu bilgiye ek olarak, biyoinformatik analizler neticesinde BH3-birimi 

içeren proteinler sınıfına dahil edilmektedir (256, 257). Roma’daki Aventine 

kalesinden ilham alınarak adlandırılmıştır. Diğer memeli türlerinde de korunmuş olan 

AVEN geninin insanda; başta kemik iliği ve pankreas olmak üzere testis, ovaryum, 

prostat, karaciğer, timüs, böbrek gibi çok sayıda dokuda yüksek düzeyde 

ifadelenmektedir. Genomda 15’inci kromozomun q14 kolunda konumlanan gen, 362 

amino asit uzunluğunda ve yaklaşık 38 kDa ağırlığında olan AVEN proteinini 

kodlamaktadır. Hücre içerisinde endomembran sistemle ve Bcl-xL ile kolokalize 

biçimde ağırlıklı olarak sitoplazmada ve nukleusta bulunmaktadır (Gene Cards, 

GC15M033866; 258). Antiapoptotik fonksiyonunu yerine getirebilmesi için N-

terminalinin (L144/196 konumundan), bir sitosolik proteaz olan ve AKT 

sinyalizasyonu ile aktivitesi düzenlenen Katepsin-D tarafından proteolitik olarak 

kırpılması gerekmektedir. (259, 260).  

AVEN,  Bcl-2 protein ailesinin antiapoptotik üyelerinden olan Bcl-xL ve 

mitokondriyal apoptoz sürecinde kritik rol oynayan bir adaptör protein olan APAF-1 

ile etkileşime girerek apoptoz inhibisyonunu gerçekleştirmektedir. Bcl-xL’in BH1 alt 
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birimine bağlanarak antiapoptotik aktivitesini desteklediği ve Apaf-1 ile etkileşime 

girerek apoptozom yapısının oluşumunu engellediği ve böylece kaspaz aktivasyonunu 

inhibe ettiği bilinmektedir (261, 262). AVEN mRNA düzeyindeki artış, erişkin ve 

çocukluk çağı ALL, AML ve meme kanseri hastalarında kötü prognoz ve hastalığın 

nüksü ile ilişkilendirilmiştir; lösemik hücrelerinin sağ kalımına ve proliferasyonunda 

artışa sebep olması nedeniyle bir onkoprotein olarak adlandırılmaktadır (263-265). 

Bunların yanı sıra, diğer hücre tiplerinde de apoptozu baskıladığı bildirilmiştir (258,  

266, 277). Ayrıca, AVEN aşırı ifadelenmesinin lösemik ve meme kanseri hücrelerinde 

gamma-ışını ve UV, SN-38 ve cisplatin gibi DNA-hasarı yaratan ajanlara karşı direnç 

gelişimine neden olduğu bildirilmiştir (257, 258, 266).  

Normal fizyolojik koşullar altında hücre içindeki temel havuzu sitosol olan 

AVEN proteininin 282-292’nci amino asit birimleri arasında bulunan fonksiyonal LR-

NES (leucine-rich nuclear export sequence) sinyal dizisi sayesinde nükleositoplazmik 

transportu gerçekleştirebilmekte ve AVEN proteini nükleusta konuşlanabilmektedir 

(268). DNA hasarına bağlı olarak aşırı ifadelenmesinin ardından AVEN, nükleusa 

göçerek burada ATM kinaz aktivasyonunun düzenlenmesinde doğrudan, hücre 

döngüsünün G2/M geçiş fazında duraklatılmasında ise dolaylı olarak rol 

oynamaktadır. (269-271). AVEN proteinin Apaf-1 ve BCL-xL moleküllerinin ile 

apoptoz mekanizmasının düzenlenmesinin yanında, ATM kinaz yolağı aracılığıyla 

hücre döngüsünün (S fazında) duraklatılmasına neden olduğu (Şekil 10) şematize 

Şekil 10. AVEN’in BCL-xL, Apaf-1, ATM ve ATR ile etkileşimi (269) 
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edilmiştir. Ancak bu proteinlerin AVEN ile etkileşim mekanizmaları hala 

anlaşılamamıştır (269, 271-274).   

Özetle; hücre içi apoptoz inhibisyonunda ve DNA hasar yanıtının 

düzenlenmesinde kritik rol oynaması, dolayısıyla hem bir onkoprotein hem de direnç 

ilişkili molekül adayı olması sebebiyle AVEN’in moleküler yapısının ve ilişkili olduğu 

moleküler mekanizmaların iyi anlaşılması önem arz etmektedir. Edinilecek bulguların 

tümörogenez ve/veya ilaç direnci mekanizmalarındaki kritik basamakları aydınlatma 

potansiyeli mevcuttur. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Kullanılan Gereçler 

 Deneyler sırasında kullanılan cihazlar, medyum ve kimyasallar, solüsyonlar, 

kitler ve siRnalar sırasıyla Tablo 3, Tablo 4, Tablo 5 ve Tablo 6’da verilmiştir.  

Laminar kabin (Thermo scientific) 

İnverted mikroskop (Leica) 

İnkübator (Eppendorf, New Brunswick) 

Vacusafe aspiratory vaccum (Integra-Bioscience) 

Mini santrifuj (Eppendorf) 

Soğutmalı santrifuj (Eppendorf) 

EVOS Floid Cell Imaging Station (invitrogen) 

iMARK Microplate Reader (BioRad) 

LAS4000 Image Analyzer (ImageQuant) 

Gemini XS mikrolate reader (Spectramax) 

BD FACSCanto akış sitometrisi (Bioscience) 

 LSM 710 Confocal Laser Scanning Microscopy (Zeiss) 

 

DMEM/F12 Gibco by life technologies, (+)L-glut                                       

FBS Sigma, St Louis, MO, USA 

Penisilin/streptomisin Gibco by life technologies 

PBS Gibco by life technologies 

Tripsin-EDTA PAN BIOTECH 

Dacomitinib Selleck Chemicals 

DAPI 

Molecular Probes ProLong™ Diamond Antifade Mountant 

with DAPI 

PBS-Tween20  AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany 

Tablo 3. Kullanılan cihazlar 

Tablo 4. Kullanılan medyum ve kimyasallar 
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%1 Chaps solüsyonu 5 mM MgCl2, 137 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, %1 Chaps 

(w/v), 20 mM Tris–HCl (pH 7.5) ve proteaz inhibitörleri (Roche, 

Mannheim, Germany). 

Yükleme tamponu 62.5 mM Tris-HCl pH:6.8, 2% SDS, 10% gliserol, 0.005% 

bromofenol mavisi, 5% 2-merkaptoetanol 

Cell Proliferation Kit I (MTT) Roche 

Quickstart Bradford Assay Bio-Rad, Munich, Germany 

ECL Advance 

 GE Healthcare Bio-Sciences, Pittsburgh, PA, 

USA 

HRP-konjuge ikincil antikor 

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg, 

Germany 

X-tremeGENE 9  Roche 

AVEN siRNA  

Hs_AVEN_5 FlexiTube siRNA, SI03019058, 

Qiagen 

Negatif kontrol (scrambled) 

siRNA  AllStars Negative Control siRNA, Qiagen 

HiPerFect Transfection Reagent Qiagen 

BioVision Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit 

Caspase-Glo® 3/7 Assay Promega, Madison, Wisconsin, USA 

Caspase-Glo® 9 Assay Promega, Madison, Wisconsin, USA 

Tablo 5.  Kullanılan solüsyonlar 

Tablo 6. Kullanılan kitler ve SiRNA 
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3.2. Yöntemler 

Bu çalışmada uygulanan tüm yöntemler aşağıdaki gibidir; 

3.2.1. Hücre kültürü 

Dondurulmuş SKBR3 hücre hattı hızla çözdürüldükten sonra 75 cm2’lik filtreli 

kapaklı flask içerisinde 15 ml %10 inaktif FBS ve %2 penisilin/streptomisin eklenen 

DMEM/F12 medyumunda büyütüldü. Dört günde bir kültürlerin medyumu 

değiştirildi. MCF10A hücreleri ise 5% at serumu, EGF (20 ng/ml), insulin (10 μg/ml), 

hidrokortizon (0.5 mg/ml), kolera toksini (100 ng/ml) ve penisilin/streptomisin 

eklenen DMEM/F12 medyumunda büyütüldü. Kültürler 37°C sıcaklığındaki, nemli ve 

%5 CO2 ihtiva eden kültür koşullarında inkübe edildi. 

 Deney programımız doğrultusunda; 6 kuyucuklu kültür kabına(1x106 

hücre/kuyucuk), 96 kuyucuklu kültür kabına (1x104 hücre/kuyucuk),  60 mm çaplı 

Petri kabına (1x107 hücre/kuyucuk), ve 8 kuyucuklu cam lamlara pasajlandı. Hücreler 

pasajlanırken; eskiyen medyum atıldıktan sonra hücre yüzeyi 1X PBS ile yıkandı. 3 

ml Tripsin-EDTA ile 10 dakika inkübe edilerek hücreler tutundukları yüzeyden 

kaldırıldı. Daha sonra 3 ml büyüme medyumuyla Tripsin-EDTA inhibe edilip hücreler 

resüspanse edilerek ekimi yapıldı. 

Hücreleri dondurmak için; ilk olarak hücreler yukarıda anlatıldığı gibi 

tripsinize edilip resüspanse edildikten sonra 15 ml hacimli falkon tüplere alındı.  

300g/3 dakika santrifüjlenerek hücre pelleti ve süpernatanın ayrıştırıldı. Süpernatan 

atıldıktan sonra pellet %20 DMSO:FBS içeresinde (dondurma medyumu) yeniden 

süspanse edildi. Conta kapaklı dondurma tüplerine 1 ml hacimle paylaştırılarak hücre 

stokları (-) 80°C’de donduruldu. 

3.2.2. İlaç uygulaması 

DMSO içerisine çözdürülerek hazırlanmış olan 10 mM konsantrasyonundaki 

dacomitinib stok solüsyonu büyüme medyumu ile seyreltilerek hücrelere uygulandı. 

 

 



30 
 

3.2.3. MTT testi 

Her kuyucukta 10.000 hücre olacak şekilde 96 kuyucuklu kültür kabına 100 uL 

büyüme medyumu ile ekildi ve hücreler ilaç uygulamasına kadar 48 saat inkübe edildi. 

Çalışma gruplarına ayrılan hücreler belirlenen doz ve sürede dacomitinibe maruz 

bırakıldı. İlaç uygulamasının ardından hücrelerin üzerine 10 μL MTT tuzu eklendi ve 

hücre kültürleri 4 saat süreyle uygun koşullarda inkübe edildi. İnkübasyonun ardından 

formazan kristallerinin çözünmesi ve mor rengin açığa çıkması için 100 μL hacimle 

çözücü solüsyon kuyucuklara eklenmiş ve bir gece boyunca inkübatörde bırakıldı. 

Spektrofotometrik ölçümler iMARK Microplate Reader (BioRad) cihazında 595 nm 

de yapılmıştır. Dacomitinibin etkin dozu ve etkin süresini belirlemek amacıyla yapılan 

test 3 bağımsız deney ile tekrarlandı. 

3.2.4. Protein İzolasyonu ve protein konsantrasyonu ölçümü 

 

Hücrelerden total protein izolasyonu için, hücreler 10 cm hücre kültürü 

kaplarında büyütülerek hücre kazıyıcı (scraper) yardımıyla soğuk PBS 1x ile 

yıkatılarak toplandı. Hücreler eppendorf tüplere alınarak 13200 rpm de 30 saniye 

santrifüj edildi. Hücre pelleti proteaz and fosfataz inhibitörleri içeren CHAPS 1% liziz 

tamponunda (5mM MgCl2, 137mM NaCl, 1mM EGTA, 1 mM EDTA, 1% Chaps, 20 

mM Tris-HCl [pH =7.5]) 4°C’de, 15 dakika inkübe edildi ve sonrasında 4°C’de, 13200 

rpm, 10 dakika santrifüj edildi. Supernatant toplanarak proteinler -80°C’de 

immunoblot deneyleri için saklandı. Protein konsantrasyonu için Quickstart Bradford 

Assay kiti kullanıldı (Bio-Rad, Munich, Germany). Protein standart eğri çizimi için 

Quickstart Bovine Gamma Globulin (BGG) standartlarını içeren kit kullanıldı. 

Örnekler 1:5 dilüe edilerek 96-kuyucuklu plate formatında duplike olarak yüklendi ve 

595nm de spektrofotometre cihazında absorbans ölçümü alındı. Protein 

konsantrasyonu daha önce oluşturulan standart eğri kullanılarak linear fit yöntemiyle 

tespit edildi. 
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3.2.5. Immunoblotlama  

 

Hücrelerden izole edilen total protein (30 µg), yükleme tamponuyla (62.5 mM 

Tris-HCl pH:6.8, %2 SDS, %10 glycerol, % 0.005 bromophenol blue, %5 2-

mercaptoethanol) karıştırıldı ve %10-15’lik SDS-PAGE jelde ayrıldı ve PVDF 

membrana transfer edildi. Membranlar %5 yağsız süt tozu-PBS-Tween20 (AppliChem 

GmbH, Darmstadt, Germany) ile bloklandıktan sonra, AVEN veya Aktin birincil 

antikoru ile (1:1000) gece-boyu muamele edildi ve PBS-Tween20 ile 3 kez 10’ar 

dakika yıkandı. Sonrasında HRP-konjuge ikincil antikor ile (1:4000) (Amersham 

Pharmacia Biotech, Freiburg, Germany) %10 (v/v) Milk Diluent/Blocking tamponuyla 

hazırlanarak 1 saat oda sıcaklığında bekletildi. PBS-Tween20 ile 3 kez 10’ar dakika 

gereken son yıkamalar da yapılarak ECL Advance (GE Healthcare Bio-Sciences, 

Pittsburgh, PA, USA) kiti ile LAS4000 Image Analyzer cihazı kullanılarak proteine 

ait luminesan sinyal tespit edildi. 

3.2.6. Transfeksiyon deneyleri  

 

Hücreler deney planına uygun olarak pcDNA3 (Şekil 11) ve pcDNA3-FLAG-

AVEN plazmidleri ile X-tremeGENE 9 DNA transfeksiyon solüsyonu (Roche) 

kullanılarak 48 saat süreyle transfekte edildi. Hücreler üretici firmanın yönergesini 

takiben, AVEN siRNA (Hs_AVEN_5 FlexiTube siRNA, SI03019058, Qiagen), 

negatif kontrol (scrambled) siRNA (AllStars Negative Control siRNA, Qiagen) ile 

Hiperfect transfeksiyon solüsyonu (Qiagen) kullanılarak transfekte edildi. Gen 

susturum etkinliği immunoblotlama ile protein seviyesinde transfeksiyondan 48 saat 

sonra kontrol edildi.  

İlaç uygulamasını takiben GFP-etiketli AVEN lokalizasyonundaki değişikleri 

görüntülemek amacıyla hücreler 6-kuyucuklu cam lam üzerinde kültürlendi. Soğuk 

absolut methanol ile fikslenip -20°C’de stoklandı. Görüntülemeden 15 dakika önce 

DAPI (Molecular Probes) ile boyandı. Zeiss LSM 710 konfokal mikroskop ile 
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görüntüleme yapıldı. Görseller ZEN tool ile işlendi. Kolokalizasyon analizleri 

CoLocalizer Pro yazılımı ile yapıldı. 

 

 

 

 

 

 

Şekil 11. pcDNA3 vektör haritası (https://www.snapgene.com/resources/plasmid-

files/?set=basic_cloning_vectors&plasmid=pcDNA3) 
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3.2.7. Kaspaz aktivasyon testi 

Kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivitesi daha önce tariflendiği üzere (266) ve üretici 

firmanın protokolüne uygun biçimde yapıldı. Kaspaz aktivitesi neticesinde oluşan 

florokrom AMC oluşumu 380 nm eksitasyon, 460 nm emisyon parametlerinde 

Spectramax Gemini XS mikroplaka florometri cihazında tespit edildi. Test 3 bağımsız 

deney şeklinde tekrarlandı. Standart sapma 3 bağımsız deney verilerinin ortalaması 

alınarak hesaplandı ve her mg proteinde göreceli floresan ünitesi biriminde ifade edildi 

(RFU). 

3.2.8. Annexin V/PI boyama ve akış sitometrisi 

Hücreler 6 kuyucuklu hücre kültür kaplarında büyütüldükten sonra 

dacomitinible muamele edildi. Hücreler santrifüj ile toplandı, 1x PBS ile yıkandı ve 

BioVision Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit protokolünde tariflendiği üzere 

500 μl 1X Binding Buffer içerisinde resüspense edildi. 5 μl Annexin V-FITC ve 5 μl 

propidium iodide (PI) eklendikten sonra 5 dakika karanlıkta oda sıcaklığında inkübe 

edildi. Hücreler FACSCanto akış sitometrisinde FITC ve PI kanallarında okutuldu, 

sonuçlar FlowJo analiz programı ile değerlendirildi.  

3.2.9. İstatistiksel Analizler 

Tüm in vitro ölçüm sonuçları 3 deneysel tekrar değerlendirilerek hesaplandı. 

Veriler GraphPad 5.0 yazılımı kullanılarak değerlendirildi, sonuçlar ortalama± 

ortalamanın standart sapması şeklinde ifade edildi. Gruplar arasındaki farkların analizi 

Student’s t-test ile yapıldı. P <0.05 ve P<0.01 anlamlı istatistik fark olarak kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. Hücre proliferasyonu analizleri  
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PanHER inhibitörü dacomitinibin hücre proliferasyonu üzerindeki etkinliğini 

analiz etmek amacıyla, SKBR3, N-terminal GFP etiketli AVEN+ SKBR3, C-terminal 

GFP etiketli AVEN+ SKBR3 ve pcDNA3-FLAG+ SKBR3 ve MCF10A hücre 

gruplarıyla MTT testi yapılmıştır. Bu amaçla tüm hücre grupları 4, 8, 12, 16, 24 ve 48 

saat süreyle dacomitinibe maruz bırakılmış ve zamana-bağlı hücre canlılığı 

yüzdelerindeki değişimlerin belirlenmesi için Canlılık oranlarının değişimi Eşitlik 

1’da belirtilen biçimde hesaplanmıştır. 

Hücre Canlılığı (%) = (Absorbans (Deney Grubu) / Absorbans (Kontrol 

Grubu)) x 100         (Eşitlik 1) 

Deney sonuçlarının istatistiksel değerlendirmesi Student’s bağımsız t-testi ile 

yapılmış ve 0.05’ten küçük anlamlılık değerine sahip (p<0.05) olan sonuçların 

arasındaki fark anlamlı olarak kabul edilmiştir. 

SKBR3 hücre grubunda dacomitinib uygulamasının 4’üncü saatinde canlılık 

yüzdesi % 59’a gerilemiştir. İlk dört saatin ardından usüresi ile canlılık yüzdesi paralel 

olarak artmıştır. Uygulamanın 12’inci saatinde yüzde canlılık oranı %80’e ulaşırken 

48’inci saatte %90’ın üzerine çıkmıştır. N-terminal GFP etiketli AVEN+ SKBR3 

hücrelerinde ise canlılık yüzdesi genel olarak dengeli bir biçimde azalmıştır.  İlk 4 

saatin sonunda proliferasyonu devam eden hücre oranı yaklaşık %90’a gerilemiştir 

(Şekil 12a.). 

SKBR3 hücre grubunda 4 saatin sonunda proliferasyonda %8 oranında bir artış 

tespit edilmiştir. 16’ıncı saatte yaklaşık %130’a ulaşmıştır ve bundan sonra oran 

doğrusal olarak azalarak 24’üncü saatte %115’e, 48’inci saatte %107’ye kadar 

gerilemiştir. C-terminal GFP etiketli AVEN+ SKBR3 hücre grubunda ise 4’üncü ve 

8’inci saatler için okuma yapılamamıştır. Ancak 12’inci saatte canlılık oranın %107’ye 

ulaştığı tespit edilmiştir. Canlılık oranı 16’ıncı saatte %110’a, 24’üncü saatte %120’ye 

ve 48’inci saatte %156 oranına ulaşmıştır. pcDNA3-FLAG+ SKBR3 hücre gurubunda 

ilaç uygulaması ile birlikte 24’üncü saatin sonuna kadar canlılık oranının %100’ün 

üzerinde seyrettiği gözlemlenmiştir. Uygulamadan sonraki 24’üncü saatte %103 

değeri okunabilmişken 48’inci saatin sonunda bu oran %91’e gerilemiştir (Şekil 12b.).   
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Normal epitel hücre hattı olan MCF10A hücre grubunda ise dacomatinib 

uygulamasına bağlı canlılık yüzdesinde değişim gözlemlenememiştir (Şekil. 12c.). 

 4.2. Transfeksiyon etkinliği analizi 

 

SKBR3 hattı Hiperfect transfeksiyon ajanı ile ayrı ayrı 50 nM AVEN RNAi ve 

negatif kontrol RNAi ile transfekte edilmiştir. 24 saatlik transfeksiyon sonrasında 

AVEN ekspresyon seviyeleri immunoblot yöntemi ile belirlenmiştir. SKBR3 hücreleri 

pcDNA3-FLAG-AVEN ve pcDNA3 boş vektör ile X-tremeGENE transfeksiyon ajanı 

kullanılarak transfekte edilmiştir. Transfeksiyondan 48 saat sonra AVEN ekspresyonu 

immunoblot ile belirlenmiştir (Şekil 13a). Transfekte edilen ve edilmeyen hücre 

gruplarında Aktin ifadelenmesi düzeyinde bir değişiklik gözlemlenmemiştir. 

pcDNA3-FLAG-AVEN transfeksiyonu yapılan hücre grubunda ise karşılaştırıldığı 

diğer hücre gruplarından farklı olarak AVEN ekspresyon düzeyinde artış 

gözlemlenmiştir. Kontrol gen olarak Aktin kullanılmış ve hiçbir hücre grubunda aktin 

düzeyinde değişiklik gözlemlenmemiştir. 

SKBR3 hücre hattında AVEN siRNA ve negatif kontrol siRNA transfeksiyonu 

ile AVEN geni susturum etkinliği gösterilmiştir (Şekil 13b). AVEN ekspreyonu, 

transfekte edilmeyen ve negatif kontrol siRNA ile transfekte edilen hücre gruplarına 

kıyasla, AVEN siRNA transfekte hücre grubunda %100’ yakın biir oranda azalmıştır. 

Kontrol gen olarak Aktin kullanılmış ve hiçbir hücre grubunda aktin düzeyinde 

değişiklik gözlemlenmemiştir.  

Şekil 13. siRNA ve vektörün transfeksiyon etkinliğinin immünoblotla kontrolü.      a. pcDNA3-

FLAG-AVEN ve pcDNA3 vektörlerinin transfeksiyon etkinliğinin kontrolü b. AVEN siRNA 

ve negatif kontrol siRNA transfeksiyon etkinliği  

a. b. 
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.3. Apoptotik hücre analizi 

 

 

a. 

b. 

Şekil 14. Dacomitinib uygulamasıyla ilişkili olarak apoptotik hücre yüzdelerinin Annexin V/ PI 

boyama ile gösterimi a. SKBR3, pcDNA3-FLAG+ SKBR3, AVEN+ SKBR3 hücre gruplarıdaki 

apoptotik hücre yüzdeleri b. Negatif kontrol siRNA+ SKBR3 ve AVEN- SKBR3 hücre 

gruplarıdaki apoptotik hücre yüzdeleri  

2.2

48.4

3.5

51.3

2.9

14.7

0

10
20

30

40
50

60

70
80

90
100

%
 A

n
n

ex
in

 V
+

/P
I+

 h
ü

cr
el

er
 

SKBR3

3.1

54.4

4.4

52.3

3.1

78.8

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

%
 A

n
n

ex
in

 V
+

/P
I+

 h
ü

cr
el

er
 

SKBR3



38 
 

Kontrol SKBR3, pcDNA3-FLAG+ SKBR3 ve AVEN+ SKBR3 transfekte 

hücre hatları 1 M dacomitinib ile 48 saat inkübe edilmiş, hücre ölümü cevabı 

Annexin V/PI boyaması ve akış sitometrisi ile değerlendirilmiştir (Şekil 14a.). Kontrol 

SKBR3 grubu hücrelerde apopotik hücre oranı %2.2 iken dacomitinip uygulaması ile 

bu oran    %48.4’ e yükselmiştir. Benzer şekilde pcDNA3-FLAG+ SKBR3 hücre 

grubunda apoptotik hücre oranı dacomitinib uygulaması ile %3.5’tan %51.3’e 

ulaşmıştır.  SKBR3 kontrol hattına kıyasla pcDNA3-FLAG+ SKBR3 hücre hattının 

kontrol grubundaki apoptotik hücre oranı % 1.3 oranında yüksektir. AVEN+ SKBR3 

hücre hattındaki apoptotik hücre ise dacomitinib uygulaması ile % 2.9’dan %14.7’ye 

anca yükselebilmiştir. 

Bir diğer deney setinde ise Kontrol SKBR3, negatif kontrol siRNA+ SKBR3 

ve AVEN- SKBR3 hücre grupları 1 M dacomitinib ile 48 saat inkübe edilmiş, hücre 

ölümü cevabı Annexin V/PI boyaması ve akış sitometrisi ile belirlenmiştir (Şekil 14b). 

SKBR3 hücrelerinin kontrol grubundaki oran balangıçta % 3.1 olup ilaç uygulaması 

ile % 54.4’e kadar yükseltmiştir. Negatif kontrol siRNA+ SKBR3 hücre hattının 

kontrol grubunda dacomitinib uygulamasın bağlı olarak apoptotik hücre oranı % 4,4 

iken dacomitinib uygulaması ile bu oran %52.3’e yükselmiştir. AVEN- SKBR3 

hücrelerin kontrol grubunda apoptotik hücre oranı %3.1 iken dacomitinibe uygulanan 

grupta bu oran %78,8’e kadar artmıştır.  
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 4.4. Kaspaz-3 ve -9 aktivasyonu analizi 
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SKBR3, pcDNA3-FLAG+ SKBR3 ve AVEN+ SKBR3  hücreleri 1 M 

dacomitinib ile 48 saat inkübe edildikten sonra kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivasyonları 

florometrik olarak belirlenmiştir (Şekil 15a.). SKBR3, AVEN- SKBR3 ve negatif 

kontrol siRNA ile transfekte edilen SKBR3 hücreleri 1 M dacomitinib ile 48 saat 

inkübe edildikten sonra kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivasyonları florometrik olarak 

belirlenmiştir (Şekil 15b).  

SKBR3, pcDNA3-FLAG+ SKBR3 ve AVEN+ SKBR3  hücreleri hücre 

hatlarının dacomitinib uygulanmayan gruplarında kaspaz-3 ve-9 RFU değerleri 

birbirlerine oldukça yakın değerlerdir (Şekil 15a.); kaspaz-3/-9 aktiviteleri SKB3 için 

412/566 RFU, pcDNA3-FLAG+ SKBR3 için 432/588 RFU ve AVEN+ SKBR3 için 

388/682 RFU dur. Dacomitinib uygulamasın bağlı olarak kaspaz-3/-9 aktiviteleri 

Şekil 15. Dacomitinib tarafından indüklenen kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivasyonunun AVEN 

ekspresyonu ile düzenlenmesi a. SKBR,  pcDNA3-FLAG+ SKBR3, AVEN+ SKBR3 hücre 

gruplarıdaki kaspaz aktivite ölçümleri b. Negatif kontrol siRNA+ SKBR3 ve AVEN- SKBR3 hücre 

gruplarıdaki kaspaz aktivite ölçümleri c. MCF10A hücre grubundaki kaspaz aktivite ölçümleri 
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değerleri sırasuyla SKBR3 için 2145/3462, pcDNA3-FLAG+ SKBR3 için 2366/3555 

RFU ve AVEN+ SKBR3 için 987/1228 RFU değerine yükselmiştir. AVEN+ SKBR3 

hücre hattındaki dacomitinib uygulaması sonucu kaspaz-3 ve -9 aktivitesinde meydana 

gelen artış diğer hücre gruplarına kıyasla oldukça düşüktür. 

SKBR3, AVEN- SKBR3 ve negatif kontrol siRNA ile transfekte edilen 

SKBR3 hücre hatlarının her birinde de ilaç uygulanmayan gruplardaki kaspaz aktivite 

değerleri ilaç uygulanan gruplara kıyasla düşüktür (Şekil 15b). Dacomitinib 

uygulaması ile SKBR3 hücre hattındaki kaspaz-3/-9 aktiviteleri sırasıyla 477/312 

RFU’dan 2316/2988 RFU’ya yükselmiştir. Benzer şekilde ilaç uygulaması ile birlikte 

negatif kontrol siRNA ile transfekte edilen SKBR3 hücre hatında bu değerler sırasıyla 

562/436 RFU’dan 2415/2817 RFU’ya yükselmiştir. Dacomitinib uygulaması ile 

kaspaz aktivasyon değerlerindeki en büyük artış AVEN- SKBR3 hücre hattında 

görülmüştür. AVEN- SKBR3 hücre hattının ilaç uygulanmayan kontrol grubunda 

kaspaz-3/-9 değerleri sırasıyla 555/416 RFU’dan 3155/3778 RFU’ya yükselmiştir. 

Normal epitel hücre hattı MCF10A’da ise dacomatinib uygulamasına bağlı 

olarak kaspaz-3 ve -9 aktivitelerinde belirgin değişiklik meydana gelmemiştir (Şekil 

15c.). Dacomitinb uygulamasından önce kaspaz-3/-9 aktiviteleri sırasıyla 333 ve 215 

RFU iken uygulamadan sonra 375 ve 195 RFU olarak ölçülmüştür. 
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4. 5. SKBR3 meme kanseri ve MCF10 normal meme epitel hücrelerinin ölüm cevabı  

 

HER2+ SKBR3 meme kanseri ve MCF10 normal meme epitel hücre 

gruplarında dacomitinib uygulamasına verilen apoptotik yanıtın zamanla değişimi 

Şekil 16’da gösterilmiştir. Bu amaçla SKBR3 ve MCF10 hücreleri 6-kuyucuklu hücre 

kültürü kaplarında büyütüldükten sonra 1 M dacomitinib ile zamana-bağımlı olarak 

muamele edilmiştir. Hücrelerin apoptotik yolak ile hücre ölümü cevabı Annexin V/PI 

boyaması ve akış sitometrisi ile değerlendirilmiştir.  

İlk 4 saate kadar yanıt her iki grupta da % 2 düzeyindeyken 4’üncü saatin 

sonunda SKBR3 hücre grubundaki apoptotik hücre oranı artmaya başlamıştır. 

Apoptotik hücre yüzdesi 8’inci saatte %15 civarına, 16’ncı saatin sonunda %35 

civarına yükselmiştir. Uygulamanın 24’üncü saatinde %40’a ulaşan ölü hücre yüzdesi 

daha sonra doğrusal bir artışla 48’inci saatte %50 oranını aşmıştır. Tüm dacomitinib 

uygulama süresi boyunca MCF10 hücre grubundaki apoptotik hücre oranında önemli 

bir değişiklik gözlemlenmemiştir. 
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4.6. Dacomitinib uygulamasıyla AVEN lokalizasyonundaki değişimler 

  

 

Dacomitinib uygulamasın 0-2-4-8-16-24-48’inci saatlerinde AVEN’in nüklear 

lokalizasyonundaki değişiklikler Tablo 7’de verilimiştir. Değişken değerler arasında 

herhangi bir patern yakalanamıştır. Kolokalizasyonun değerinin en yüksek olduğu alan 

birinci lamdaki kontrol grubu s1_c5 ‘te görüntülenirken, en düşük olduğu alan ikinci 

lamdaki 8 saat süreyle dacomitinbe maruz bırakılan grupta s2_8h1’te tespit edilmiştir. 

Rr değerleri uygulama docomitinib uygulamasından bağımsız olarak değişkenlik 

göstermektedir. 

Uygulama gruplarından bazı alanlara ait görüntüler Şekil 17’de verilmiştir. 

Görsellerin kolokalizasyon analiz raporları Ekler bölümünde verilmiştir. 

  

Tablo 7. Dacomitinib uygulamasın 0-2-4-8-16-24-48’inci saatlerinde AVEN’in nüklear 

lokalizasyonundaki değişiklikler 
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Şekil 17. AVEN+ SKBR3 hücrelerinden dacomitinibin kontrol, 4, 8, 16, 24 ve 48 saat  

uygulama gruplarından alınan konfokal mikroskop görselleri a. Kontrol grubu b. 4 saat 

uygulama grubu c. 8 saat uygulama grubu d. 16 saat uygulama grubu e. 24 saat uygulama 

grubu f. 48 saat uygulama grubu 
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5. TARTIŞMA  

İnsan Epidermal Büyüme Faktörü Reseptör-2'nin (HER2) hücre 

membranındaki sayısının artışı ile fonksiyonel olarak insan meme kanserinin 

patogenezinde rol oynamaktadır. HER2’nun çok sayıda mekanizma aracılığıyla hücre 

dönüşümünü indükleyebilmektedir. Bu sebeple HER2 tümörogenezinin altında yatan 

moleküler mekanizmaları anlamak spesifik molekül hedeflerinin tanımlanması, etkin 

ve minimum yan etkili tedavi stratejilerinin geliştirilmesi açısından oldukça önemlidir. 

HER2, diğer aile üyelerinin farklı olarak ligand ilgisi düşüktür. ECD’sinin 

özgün konformasyonel yapısı sebebiyle; ligand-bağımsız olarak dimerizasyona ve 

aktivasyona eğilimlidir. HER2+ kanser hücrelerinde, gen ifadelenmesinde meydana 

gelen 40-100’lık kat artış, hücre yüzeyindeki reseptör sayısının 2 milyon gibi anormal 

rakamlara ulaşmasına neden olmaktadır. Bu durum, birbirlerine iyice yakınlaşan 

HER2 reseptörlerin ligand-bağımsız dimerize olarak ilgili yolakların kontrol dışı 

aktive etmeleri ile sonuçlanmaktadır (96-98). Kanserleşme sürecinde oynadığı önemli 

rol sebebiyle HER2 kritik bir molekül olarak tanımlanmıştır (288). Monoklonal 

antikor ve türevleri ile HER2’nun HER2 ve HER3 ile dimerizasyonu engellendiği, ikili 

tirozin kinaz inhibitörleri ile HER2/EGFR dimerlerinin inhibe edildiği tedavi 

yaklaşımları baypas sinyal yolaklarının gelişimi sebebiyle yetersiz kalmıştır (67, 134, 

289-291). HER2+ SKBR3 meme kanseri hücreleri ile yapılan bir çalışmada artan 

HER4 ifadelenmesi ve nüklear transportun arttışın trastuzumaba karşı direnç 

gelişimini desteklediği gösterilmiştir (292). Dahası, HER2 reseptörünün EGF reseptör 

ailesinin diğer üyeleri ve diğer RTK ailelerinin üyeleri ile dimerize olarak baypas 

mekanizmalar aracılığıyla sinyal iletimine devam edebildiğine dair bulgular 

edinilmiştir. Lapatinib tedavisi ise EGFR ile HER3 reseptörlerinin ifadelenmesinde ve 

HER2/EGFR ile HER2/HER3 dimerlerinin miktarlarının artışı aracılığıyla yine 

baypas mekanizmalar üzerinden direnç gelişimi nedeniyle kısıtlanmaktadır (104, 105, 

293-295). Özetle; PI3K, Ras ve PLC yolaklarının aktivasyonu, HER2’nin 

kemoterapötik hedef olmayan bir reseptörler ile kurduğu heterodimer aracılığıyla 

baypas mekanizmalar üzerinden devam etmektedir. Hatta aktif heterodimerik 

kompleksler bu sinyal yolaklarının daha uzun süreli uyarılmasına sebep olmaktadır. 

Bu yolakların aktivasyonun devamlılığı kemoterapötiğe dirençli hücrelerin invaziv 

özellik kazandırmaktadır; hücre polaritesi ortadan kalkmakta ve epitelyal kanserlerde 
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gözlemlenen hücre adezyonun bozulmaktadır (37). Bu sebeple, tüm EGF 

reseptörlerinin eş zamanlı inhibisyonunu mümkün kılan panHER inhibitörlerinin 

kullanımı ile HER2+ meme kanserinde tedavi başarı oranlarının yükseltilmesi 

hedeflenmektedir. PanHER inhibitör sınıfından dacomitinibin,  kaspaz-3 ve -9 

aktivasyonunu uyararak HER2+ meme kanseri hücrelerinde mitokondriyal apoptotik 

yolakları aktive ettiği gösterilmiştir (286).   

Baypas mekanizmalar ile PI3K, Ras ve PLC yolaklarının aktivasyonuna ek 

olarak, dirençli hücrelerde anti-apoptotik ve pro-apoptotik proteinlerin ifadelenme 

düzeylerinde anlamlı değişiklikler meydana geldiği bildirilmiştir. Anti-apoptotik 

protein düzeylerindeki artış ve pro-apoptotik protein düzeylerindeki azalış HER2+ 

meme kanseri hücrelerinde direnç gelişimiyle ilişkili bulunmuştur (287). Bu bulgular 

HER2 inhibisyonu ile indüklenen apoptotik sürecin regülasyonunda rol oynayan 

proteinlerin önemini ortay koymakta ve bu durum araştırmacıları bu konuda çalışmaya 

teşvik etmektedir. 

Bu tez çalışmasında, HER2+ meme kanseri hücre hattı SKBR3’te panHER 

inhibitörü dacomitinib ile indüklenen apoptotik yanıtın düzenlenmesinde AVEN 

proteinin rolünün araştırılması amaçlanmıştır. Bu sebeple AVEN’in aşırı ifadelendiği 

ve susturulduğu hücre hatları üretilerek, dacomitinib uygulamasına bu hücre hatlarının 

verildiği apoptotik yanıtlar protein düzeyinde incelenmiştir. AVEN ise mitokondriyal 

apoptotoz yolak proteinlerinden anti-apoptotik BCL-xL ve apoptotik APAF-1 ile 

etkileşime girerek hücre ölümünü baskılamakta ve proliferatif yanıtın artışına neden 

olmaktadır (261, 262). Dahası Esmaili ve arkadaşlarının 2010 yılında yayınladıkları 

çalışmada AVEN’in nükleus transportu için gerekli olan LR-NES sinyal dizisine sahip 

olduğu bildirilmiş ve nükleustaki AVEN sayısındaki artışın hücre döngüsü 

regülasyonuyla ilişkili olduğuna dair kanıtlar sunulmuştur (268)  Özetle meme kanseri 

hücrelerinde artmış AVEN aktivasyonunun ve nüklear AVEN transportunun 

kanserleşme sürecininde önemli rol oynadığı bildirilmiştir (257, 258, 266). Çalışmada, 

AVEN’in dacomitinib yanıtında rolünü anlayabilmek amacıyla; AVEN 

ifadelenmesinin kalıcı şekilde arttırıldığı AVEN+ SKBR3 ve AVEN ifadelenmesinin 

susturulduğu AVEN- SKBR3 hücre hatları, pcDNA3-FLAG-AVEN ve 

AVEN_siRNA transfeksiyonu ile elde edilmiştir. Hücre içindeki lokalizasyonunu 
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takip etmek amacıyla GFP etiketli AVEN tercih edilmiştir. Dahası GFP proteinin 

AVEN foksiyonunu bloklama ihtimalini ortadan kaldırmak için C-terminalinde ve N-

terminalinde GFP etiket taşıyan iki farklı vektör tercih edilmiştir. Bu hücre hatları ile 

yapılan çalışmalarda kontrol amaçlı kullanılmak üzere pcDNA3-GFP ve siRNA 

negatif kontrol transfeksiyonu yapılan hücre hatları da üretilmiştir. Böylece 

dacomitinib uygulamasına verilen yanıttaki değişikliğin transfeksiyon kaynaklı olma 

ihtimalini ortadan kaldırmak amaçlanmıştır. Transfeksiyon etkinliği immünoblotlama 

ile kontrol edilmiştir (Şekil 13). GFP etiketli AVEN ifadelenmesi ise eş zamanlı olarak 

flüoresans mikroskop ile takip edilmiştir. 

İkinci nesil küçük molekül yapılı panHER inhibitörü dacominitibin HER 

reseptörlerinin tirozin kinaz alt birimlerine kovalent olarak bağlanarak 

otofosforilasyonlarını kalıcı şekilde engellediği ve aşağı akım sinyalizasyonlarını 

bozarak güçlü anti-proliferatif etki gösterdiği bilinmektedir Zhu ve ark., 2015; 

Gonzales ve ark., 2008). Önceki yıllarda yapılan çalışmalarda dacomitinib ile HER+ 

meme kanseri hücre hatlarında mitokondriyal apoptotik yolağın indüklenebildiği 

gösterilmiştir (286). Bu tez çalışmasında, HER2+ SKBR3 hücrelerinin 

proliferasyonunu baskılamak ve bu hücrelerde apoptozu uyarmak amacıyla 

dacomitinib kullanılmıştır. Çalışmada, SKBR3 hücre hattında analiz edilebilir 

sitotoksik etkinin 1 µM docomitinib uygulamasının 24’üncü saatinde indüklenebildiği 

belirlenmiştir. Bu sebeple tüm hüre hatlarına 1 µM docomitinib uygulaması yapılarak; 

uygulamanın 4, 8, 12, 16, 24 ve 48’inci saatlerinde örneklemeler yapılmıştır (Şekil 

12). 

Dacomitinibin zamana bağlı anti-proliferatif etkisi MTT hücre proliferasyonu 

testi ile analiz edilmiştir. SKBR3, AVEN+ SKBR3 ve AVEN- SKBR3 hücrelerinin 

dacomitinib uygulamasının 4, 8, 12, 16, 24 ve 48 saatindeki proliferasyon değişimleri 

karşılaştırmalı olarak değerlendirilmiştir. N-terminal GFP etiketli AVEN+ SKBR3 ile 

SKBR3 hücre hatlarının dacomitinibe verilen proliferatif yanıtların oldukça paralel 

olduğu gözlemlenmiştir. Normal şartlarda AVEN aktivasyonun N-terminal kırpılma 

ile gerçekleştirildiği göz önünde bulundurulduğunda; N-terminal GFP etiketli 

AVEN’nin, GFP proteinin lokalizasyonundan dolayı aktivasyonunun engellenmiş 

olabileceği düşünülmüştür (259, 260). C-terminal GFP etiketli AVEN+ SKBR3, 

AVEN+ SKBR3 ve pcDNA3-FLAG+ SKBR3 hücre hatlarının proliferatif yanıtları 
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karşılaştırıldığında ise; uygulamanın 48’inci saatinde diğer iki hücre grubundan farklı 

olarak C-terminal GFP etiketli AVEN+ SKBR3 hücrelerinde proliferatif yanıtın arttığı 

belirlenmiştir. Bu durumun AVEN’in proliferasyon üzerindeki destekleyici farkının, 

dacomitinib uygulamasının maksimum toksik etkinliğinin gözlemlendiği 24’üncü 

saatinden sonra ortaya çıktığı düşülmüştür. İlk 24 saat içerisindeki örneklemlerden 

edinilen veriler arasında ise anlamlı bir patern yakalanamamıştır. Bu duruma hücre 

ekiminde kullanılan başlangıç sayısındaki farklılıkların neden olmuş olabileceği 

çıkarımında bulunulmuştur. Tezdeki çalışmalara C-terminal GFP etiketli AVEN+ 

SKBR3 hücre hattı kullanılarak devam edilmiş ve kısaca AVEN+ SKBR3 olarak 

adlandırılmıştır. 

Dacomitinibin hücreler üzerindeki apoptoz indükleyicisi etkisini destekleyici bulgular 

Annexin V/PI boyaması ve kaspaz-3/-9 aktivasyon testleri ile elde edilmiştir. SKBR3, 

pcDNA3-FLAG+ SKBR3 ve AVEN+ SKBR3 hücre gruplarının dacomitinib 

varlığındaki ve yokluğundaki Annexin V/PI+ hücre yüzdeleri hücre akış sitometrisi 

analizi ile kotrol edilmiştir (Şekil 14a). Bu çalışmaya göre; üç hücre grubunda da 

dacomitinib yokluğundaki Annexin V/PI+ hücre yüzdesi % 3 civarında iken 

dacomitinib varlığındaki bu oran farklılık göstermektedir. Dacomitinib uygulaması ile 

birlikte SKBR3 ve pcDNA3-FLAG+ SKBR3 hücre hatlarının her ikisinde Annexin 

V/PI+ hücre yüzdesi % 50’ye kadar yükselirken AVEN+ SKBR3 hücre hattında bu 

oran % 15 civarında kalmıştır. Aradaki farkın AVEN’in anti-apoptotik role sahip 

olması nedeniyle ortaya çıkmış olabileceği düşünülmüştür. Dahası AVEN- SKBR3 

hattında ise dacomitinib uygulaması sonucu bu oranın %80’e kadar yükseldiği 

gözlemlenmiştir. Negatif kontrol siRNA+ SKBR3 hücre grubundaki Annexin V/PI+ 

hücre yüzdesi SKBR3 ile kıyaslandığında önemli bir fark gözlemlenememiştir (Şekil 

14b). AVEN- SKBR3 hücre hattı yanıtındaki değişikliğin siRNA transfeksiyonu 

kaynaklı olma ihtimali böylelikle ortadan kaldırılmış olmaktadır. Dahası 

dacomitinibin kanser hücrelerindeki HER reseptör aktivasyonunun artışına özgü 

inhibitör etkinliğini ölçmek amacıyla; HER2+ meme kanseri SKBR3 hücre hattına ek 

olarak MCF10 normal epitel hücreleri de dacomitinibe maruz bırakılmıştır. 

Uygulamanın 2, 4, 8, 16, 24 ve 48’inci saatlerinde örneklem yapılmıştır. İki hücre 

grubundaki apoptotik hücre yüzdeleri Annexin V/PI boyama yapıldıktan sonra hücre 

akış sitometrisi ile analiz edilmiştir. SKBR3 hücre hattında dacomitinib uygulamasıyla 



49 
 

zaman-bağımlı olarak Annexin V/PI+ hücre yüzdesi sürekli artışı gözlemlenirken, 

MCF10 normal epitel hücre hattında ise anlamlı bir değişiklik gözlemlenmemiştir. Bu 

çalışmayla dacomitinibin, HER reseptör aktivasyonunun yüksek olduğu kanser 

hücrelerinde yüksek oranda toksik etki gösterdiği ve hedefli olarak apoptozu 

indüklenebildiği gösterilmiştir (Şekil 14).  

Mitokondriyal apoptoz süreçte rol oynayan kaspaz-3 ve -9’un aktivitelerinin ölçüm 

sonuçları (Şekil 15) ise Annexin V/PI boyama ile hücre akış sitometrisi analizi 

sonuçlarına paralellik göstermektedir (Şekil 14). Genel olarak tüm hücre gruplarında 

dacomitinib uygulamasının olmadığı kontrol grubuna kıyasla kasapaz aktiviteleri 

belirli oranlarda yükselmiştir. Bu veriler dacomitinibin tüm hücre gruplarında 

mitokondriyal apoptozu indüklediği bilgisi doğrulanmıştır. Dacomitinib 

uygulamasıyla SKBR3, pcDNA3-FLAG+ SKBR3 ve negatif kontrol siRNA+ SKBR3 

hücre gruplarındaki kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktivasyonları sırasıyla ortalama 2300 RFU 

ve 3200 RFU civarına yükselmiştir. AVEN+ SKBR hücre grubunun dacomitinib 

uygulamasına bağlı kaspaz-3 ve kaspaz-9 aktiviteleri sırasıyla 987 RFU ve 1228 RFU 

olarak bu gruplara kıyasla oldukça düşük ölçülmüştür. Yine kontrol grupları ile 

kıyaslandığında ise AVEN- SKBR3 hücre grubundaki kaspaz-3 ve kaspaz-9 

aktivitelerinin ise sırasıyla 3155 RFU ve 3778 RFU değerleri ile ortalanın üzerinde 

oldukları gözlemlenmiştir. Özetle, AVEN miktarındaki artışın kaspaz-3 ve -9’un 

aktivitelerinin azalmayla, AVEN’in ortadan kalmasının ise bu kaspazların 

aktivasyonunda ortalamanın üzerinde artışla ilişkilendirilmiştir. Mitokondriyal 

apoptoz sürecinde AVEN’in önemli bir rol oynadığına dair kanıtlar tez 

çalışmalarından edinilen verilerle kanıtlanmaktadır. 

AVEN+ SKBR3 hücrelerinde, dacomitinib uygulamasına karşın, aşırı AVEN 

aktivasyonuyla ilişkili olarak artış gözlemlenen proliferatif yanıtın düzenlenmesinde 

AVEN lokalizasyonunda meydana gelen değişimlerin etkisinin analiz edebilmek 

amacıyla GFP etiketli AVEN+ SKBR3 hücrelerinin konfokal mikroskopla 

görüntülenmesi yapılmıştır. Bu amaçla AVEN+ SKBR3 hücreleri cam lam üzerinde 

kültürlenerek 1 µM dacomitinbe 2, 4, 8, 16, 24 ve 48 saat süreyle maruz bırakılmıştır. 

Daha sonra hücreler fikse edilmiş ve nükleusların mavi renkli görünmelerini sağlayan 

anti-fade DAPI ile boyanmıştır. Konfokal mikroskop sistemi hücreleri 3 boyutlu 

algılandığı ve lazerli temelli katmanlar halinde taranma yapabildiği, dolayısıyla da üst 
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üste düşen sinyal konumlarının doğru şekilde ayırt edilmesine imkân verdiğinden 

tercih edilmiştir.  Yeşil ve mavi filtreler kullanılarak çekilen görüntüler üst üste 

eklenerek yeşil renkli GFP etiketli AVEN’lerin ve mavi renkli nükleusun birlikte 

olduğu görseller elde edilmiştir (Şekil 17). Görseller, gri piksel bazında yüksek 

güvenilirliği bulunan CoLocalizer programı kullanılarak analiz edilmiştir. AVEN’in 

nükleusa transportunun zaman zaman artarken zaman zaman azaldığı ancak bunun 

dacomitinib uygulama süresinden bağımsız olarak gerçekleştiği gözlemlenmiştir 

(Tablo 7). AVEN lokalizasyonundaki değişimlerin analiz edilmesi açısından konfokal 

görüntüleme sisteminin yetersiz kalmış olabileceği çıkarımında bulunulmuştur. 

Genel olarak tez çalışmamız kapsamında; dacomitinibin HER reseptör 

aktivasyonu yüksek olan hücreleri hedef alarak bu hücrelerde mitokondriyal apoptotik 

yolakları aktive ettiği normal epitelyal hücre hattı MCF10 ve HER2+ meme kanseri 

hücre hattı SKBR3 yapılan çalışma ile gösterilmiştir. AVEN+ SKBR3 hücrelerde, 

AVEN’in uygulamanın 24’üncü saatinden sonra dacomitinib ile uyarılan apoptotik 

yanıtların baskılanması yönündeki düzenlenmede önemli rol oynadığını düşündüren 

bulgular edinilmiştir. AVEN- SKBR3 hücrelerin, SKBR3 ve AVEN+ SKBR3 

hücrelerine kıyasla dacomitinibe karşı çok daha duyarlı olduğu gözlemlenmiştir. 

HER2+ SKBR3 hücrelerinde AVEN’in lokalizasyondaki değişim ile proliferatif yanıtı 

destekleyici fonksiyonu arasındaki ilişkiyi destekleyici yeterli veri edinilememiştir. 
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER  

• Dacomitinib uygulaması ile tüm hücre gruplarında kaspaz-3 ve kaspaz-9 

aktivitelerindeki artışın gözlemlenmesi dacomitinibin mitokondriyal apoptoz 

aktivasyonu etkisine işaret etmektedir. 

• Dacomitinibin, SKBR3 hücre hattında 24’üncü saatin sonunda zamana-bağlı 

sitotoksik etkinin en yüksek düzeye ulaştığı belirlenmiştir. 

• Dacomitinib ile uyarılan apoptozun AVEN aktivasyonuyla baskılanabildiğine 

dair bulgular MTT, Annexin V/PI + boyama ve kaspaz aktivite testleri ile 

edinilebilmiştir. Ancak, AVEN lokalizasyonunun anti-apoptotik yanıt 

üzerindeki etkisininin olup olmadığı kullanılan teknikle analiz edilememiştir.  

• AVEN ifadelenmesinin; kalıcı olarak arttırılması pcDNA3-FLAG-AVEN 

vektörüyle; % 90 üzerinde bir oranla susturulması ise AVEN siRNA ile 

mümkündür. 

• GFP etiketin AVEN’in hangi terminal ucuna takılacağı önemlidir. AVEN 

proteinin sinyalizasyonunu üzerinde N-terminal etiketin baskılayıcı etkisi 

olduğu düşünülebilir. N-terminal kırpılmasını kapsayan post-transkripsiyonel 

düzenlemenin AVEN aktivasyonu için gerekli olduğu ileri sürülen çalışmaları 

destekleyici bir kanıt olarak değerlendirilebilir. 

• AVEN+ SKBR3 hücre grubunda; MTT testi bulgularına göre dacomitinib 

uygulamasının 48’inci saatinde gözlemlenen proliferasyon artışı, Annexin 

V/PI + hücre yüzdesinin ve kaspaz aktivite değerlerinin diğer hücre gruplarına 

kıyasla düşük olması, AVEN aktivasyonunun hücre bölünmesi süreci ve 

proliferatif yanıt üzerinde pozitif etkisi ile ilişkiledirilebilir. 

• AVEN- SKBR3 hücre grubunda; dacomitinib uygulamasıyla tüm hücre 

gruplarından daha yüksek düzeyde kaspaz aktivasyonun indüklenmesi ve 

Annexin V/PI + hücre yüzdesi gözlemlenmesi AVEN’in anti-apoptotik 

regülasyonunun ortadan kalkmasıyla bağdaşlaştırılabilir. 

 

Konuyla ilgili yapılan ileri çalışmalarla dacomitinibin HER reseptörlerin tirozin kinaz 

aktivasyonlarını engelledikten sonra apoptotik yanıtın hangi mekanizmalarla 

düzenlendiği ve detaylıca anlaşılmaya çalışılmalıdır. AVEN’in mitokondriyal apoptoz 
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yolağı ile ilişkilerinin desteklenmesi için bu yolağa özgü proteinlerle etkileşimleri 

incelenmelidir. Hücre içindeki AVEN trafiğinin ileri teknolojik görüntüleme sistemler 

kullanılarak takibi mümkün olabilir. Böyle bir sistem kullanılarak AVEN 

lokalizasyonundaki değişim ve hücrenin yanıtı arasında bir ilişki bulunabilir. Tüm 

bunlara ek olarak gelecekte yapılacak çalışmalarda, araştırılan bu genlere ait 

RNA’ların ifadelenme düzeyleri de araştırılmalıdır. 
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