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DOKSORUBĠSĠN VE FLAVOPĠRĠDOL KOMBĠNASYONUNUN MEME 

KANSER HÜCRELERĠNDE FOXM1/RAS/MAPK VE NFkB SĠNYAL 

YOLAĞINA ETKĠSĠ 

Ġrem METĠN 

Erciyes Üniversitesi, Genom ve Kök Hücre Enstitüsü 

Moleküler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dalı 

Yüksek Lisans Tezi, Temmuz 2023 

DanıĢman: Prof. Dr. Zuhal HAMURCU 

ÖZET 

Meme kanseri,  tüm  kadın   kanser   vakalarının   %30'unu   ve kadınlarda kansere  

bağlı ölümlerin %15'ini oluĢturan dünya çapında önemli bir sağlık sorunu 

oluĢturmaktadır. Doksorubisin (DOX), çeĢitli kanserler için antikanser ajanı olarak 

yaygın olarak kullanılan bir antrasiklindir. Ancak, kanser hücrelerinde DOX'a karĢı 

ilaç direnci geliĢtiği ve kardiyotoksisiteye neden olduğu için özellikle meme kanser 

hastalarının tedavisinde DOX kullanımında  zorlanılmaktadır. Bu nedenle, DOX'un 

yan etkilerini azaltmak için yeni stratejilere, araĢtırmalara ihtiyaç duyulmaktadır. 

Doğal bileĢiklerden olan Flavonoidler, düĢük sistemik toksisitesi ve geniĢ anti-

karsinojenik aktiviteleri nedeniyle meme kanser  hücrelerinde aĢırı oranda ifade olan 

FOXM1‟e bağlı DOX direnci geliĢtiği ve  DNA hasarından korunmak ve DNA tamir 

genlerinin ekpresyonu düzenlemek için NFkB‟nin  FOXM1 ile etkileĢime girdiği, 

NFkB1 baskılandığında DOX direncinin üstesinden gelinebileceği öne sürülmüĢtür. 

Bu bilgiler ıĢığında önerilen tez projesinde flavopiridol ve DOX kombinasyonunun 

agresif meme kanser hücrelerinin kanserojenik özelliklerine  ve DOX'a karĢı 

geliĢtirilen dirençte  etkili olan FOXM1/RAS/MAPK and NFkB sinyal yolağına olası 

etkisinin araĢtırılması amaçlandı. Bulgularımıza göre DOX ve flavopiridolün ayrı 

ayrı etkilerine göre kombinasyonlarının 24 saatte artan konsantrasyonlara bağlı 

olarak kanser hücrelerinin kanserojenik özelliklerini azalttığı ve DOX ve 

flavopiridolün ayrı ayrı etkisine göre kombinasyonlarının FOXM1, MAPK, RAS, 

NFkB‟nin protein ekspresyonlarını baskıladığı bulundu.  

Sonuçlarımız, literatürde ilk kez flavopiridol ve DOX kombinasyonunun, DOX'un 

yan etkilerini azaltmak ve etkinliğini artırmak için yeni ve etkili bir alternatif tedavi 

stratejisi olarak kullanılabileceğini gösterdi. 

Anahtar Kelimeler; DOX; flavopiridol; FOXM1; MAPK; NFkB; PARP1;  RAS; 

TNBC. 
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EFFECT OF DOXORUBICIN AND FLAVOPIRIDOL COMBINATION ON 

FOXM1/RAS/MAPK AND NFkB SIGNAL PATHWAY IN BREAST CANCER 

CELLS 

Ġrem METĠN 

Erciyes University, Institute of Genome and Stem Cell 

Department of Molecular Biology and Genetics 

Master Thesis, July 2023 

Supervisor: Prof.Zuhal HAMURCU 

ABSTRACT 

Breast cancer is an important health problem worldwide, accounting for 30% of all 

female cancer cases and 15% of cancer-related deaths in women. Doxorubicin 

(DOX) is an anthracycline that is widely used as an anticancer agent for various 

cancers. However, it is difficult to use DOX in the treatment of breast cancer 

patients, since drug resistance develops in cancer cells and causes cardiotoxicity. 

Therefore, new strategies and research are needed to reduce the side effects of DOX. 

Flavonoids, which are natural compounds, due to their low systemic toxicity and 

broad anti-carcinogenic activities, DOX resistance develops due to overexpression of 

FOXM1 in breast cancer cells and NFkB interacts with FOXM1 to protect from 

DNA damage and regulate the expression of DNA repair genes, when NFkB1 is 

suppressed. It has been suggested that DOX resistance can be overcome. 

In the light of this information, in the proposed thesis project, it was aimed to 

investigate the possible effects of the combination of flavopiridol and DOX on the 

carcinogenic properties of aggressive breast cancer cells and the 

FOXM1/RAS/MAPK and NFkB signaling pathway, which is effective in the 

resistance developed against DOX. According to our findings, it was found that the 

combinations of DOX and flavopiridol, according to their separate effects, decreased 

the carcinogenic properties of cancer cells depending on the increasing 

concentrations in 24 hours, and their combinations suppressed the protein 

expressions of FOXM1, MAPK, RAS, NFkB according to the effects of DOX and 

flavopiridol separately. 

Our results showed for the first time in the literature that the combination of 

flavopiridol and DOX can be used as a new and effective alternative treatment 

strategy to reduce the side effects of DOX and increase its efficacy. 

Keywords;  DOX; flavopiridol;  FOXM1; MAPK;  NFkB; PARP1;  RAS; TNBC, 
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1.GĠRĠġ VE AMAÇ 

Meme kanseri, meme hücrelerinde baĢlayan ve anormal bir Ģekilde kontrolsüz 

büyüyen kötü huylu tümörlerdir (Narayan ve ark., 2020; Hamurcu ve ark., 2016; 

Nurdinov ve ark., 2021). Meme kanseri, tüm kadın kanser vakalarının %30'unu ve 

kadınlarda kansere bağlı ölümlerin %15'ini oluĢturan dünya çapında önemli bir 

sağlık sorunu oluĢturmaktadır (Ferlay ve ark., 2018). Meme kanserinin en agresif 

tipini temsil eden üçlü negatif meme kanseri (TNBC), genel olarak bilinen üç 

reseptörün (progesteron reseptörü (PR), östrojen reseptörü (ER) ve insan epidermal 

büyüme faktörü reseptörü (HER2))'nün varlığına veya yokluğuna göre sınıflandırılır 

(Won ve ark., 2020; Pareja ve ark., 2018; Dass ve ark., 2021). TNBC, son derece 

yüksek ilaç direnci, hızlı progresyonu, kötü prognozu ve net terapötik hedeflerin 

olmaması ile karakterize edilir (Shen ve ark., 2020). SEER veri tabanına göre, 2020 

yılında tüm yeni kanser vakalarının %15.9'unu temsil eden yaklaĢık 276.480 yeni 

meme kanseri vakasının teĢhis edildiği tahmin edilmektedir. Aynı zamanda, 42.170 

kadının 2020'de hastalığa yenik düĢtüğü ve kansere bağlı tüm ölümlerin %7'sini 

temsil ettiği tahmin edilmektedir (Wu ve ark., 2021). 

Doksorubisin (DOX), çeĢitli tümörler için antikanser ajanı olarak yaygın olarak 

kullanılan bir antrasiklindir. Tümör hücrelerinde mitoz bölünmeyi önleyen DNA 

hasarına neden olarak DNA replikasyonunu engelleyen topoisomerase II 

inhibitörüdür. Bununla birlikte kapsamlı klinik kullanımına rağmen, DOX‟in anti-

kanser moleküler mekanizmaları tam olarak aydınlatılamamıĢtır (Khalili-Tanha ve 

ark., 2021). Ayrıca, tümör hücrelerinde DOX‟a karĢı direncin geliĢmesi tedaviyi 

zorlaĢtırmaktadır. Sitotoksisitesinden dolayı DOX‟un, direncin üstesinden gelmek 

için dozunu artırmanın imkansız olduğu vurgulanmıĢtır (Mirzaei ve ark., 2021). 

Dolayısıyla, metastatik meme kanser hastalarının tedavisinde kullanılmasına rağmen, 
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ilaç direnci ve kardiyotoksisiteye neden olduğu için DOX kullanımında 

zorlanılmaktadır. 

Antrasiklinler, özellikle DOX, uzun zamandan beri kanser tedavisinin temel 

dayanağı olmuĢtur. DOX hidroklorür (HCl) lipozomal enjeksiyonu, klinik onay alan 

ilk lipozomal kapsüllü antikanser ilacıdır ve solid tümörler, transplante edilebilir 

lösemiler ve lenfomalar dahil olmak üzere bir dizi maligniteye karĢı aktiviteye 

sahiptir. DOX, interkalasyon yoluyla DNA ile etkileĢime girer, böylece 

makromoleküler biyosentezi inhibe eder. DOX, replikasyon için DNA zincirini 

kırdıktan sonra topoizomeraz II kompleksini stabilize eder, DNA çift sarmalının 

yeniden kapatılmasını önler ve böylece replikasyon sürecini durdurur. DOX HCl'nin 

bir baĢka mekanizması, DNA ve hücre zarı hasarını indükleyen serbest radikaller 

üretme yeteneğidir (Rivankar ve Sangeeta, 2014). 

Flavopiridol, hücre döngüsünü G1-S veya G2-M aĢamasında durdurma ve çoklu 

siklin bağımılı kinaz (CDK)'ları inhibe ederek antiproliferatif etkilere aracılık etme 

aktivitesi ile bilinen bir CDK inhibitörü olarak kabul edilmiĢtir (Shao ve ark., 2016; 

Wang ve ark., 2017). Flavopiridol apoptoz ailesinin ve B hücre lenfoma-ekstra 

büyük (Bcl-XL) gibi antiapoptotik proteinlerin ekspresyonunu azaltarak ve 

proapoptotik proteinlerin ekspresyonunu artırarak apoptozu indüklediği gösterilmiĢtir 

(Wang ve ark., 2017). Flavopiridolün, insan küçük hücreli olmayan akciğer 

karsinomu hücrelerinde (Keith ve ark., 1997), kolon kanserinde (Motwani ve ark., 

2001), gastrointestinal kanserde (Jung ve ark., 2001) ve meme kanserinde (Wall ve 

ark., 2003; Motwani ve ark., 1999) apoptozu indüklediği gösterilen paklitaksel, 

docetaxel, gemsitabin ve DOX gibi kemoterapilerin etkinliğini güçlendirdiği 

bildirilmiĢtir.  

Son yıllarda yapılan çalıĢmalar, Forkhead Box-M1 (FOXM1) transkripsiyon 

faktörünün solid tümörlerde aĢırı eksprese edilen bir onkogen olduğunu göstermiĢtir. 

FOXM1‟ın ayrıca bazı meme kanser hücre hatlarında, meme epitel hücrelerine 

kıyasla daha fazla eksprese olduğu ve proliferasyon, invazyon, migrasyon, metastaz 

ve kemoterapiye direnç gibi birçok etkisi olduğu gösterilmiĢtir. Hatta, meme kanser  

hücrelerinde aĢırı oranda ifade olan FOXM1‟e bağlı DOX direnci geliĢtiği ve  DNA 

hasarından korunmak ve DNA tamir genlerinin ekpresyonunu düzenlemek için 
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NFkB‟nin  FOXM1 ile etkileĢime girdiği, NFkB baskılandığında DOX direncinin 

üstesinden gelinebileceği öne sürülmüĢtür (Park ve ark., 2012). Bu bilgiler ıĢığında 

önerilen tez projesinde flavopiridol ve DOX kombinasyonunun agresif meme kanser 

hücrelerinin proliferasyon, koloni oluĢumu, hücre döngüsü, apoptoz özelliklerine  ve 

DOX‟a karĢı geliĢtirilen dirençte  etkili olan FOXM1/RAS/MAPK and NFkB sinyal 

yolağına olası etkisinin araĢtırılması amaçlandı.  
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2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1.KANSER 

Kanser, normal dokudan daha sık ve kontrolsüz bir Ģekilde çoğalan, invaziv ve 

metastatik özelliklere sahip bir hücre kolonisini ifade eder (ġekil 1). Genel olarak, 

kanser geliĢiminin nedeni, hücre döngüsünü düzenleyen bir veya daha fazla 

proteindeki genetik bir kusurdur. Bazı durumlarda, kusurlu gen kalıtsaldır. Diğer bazı 

durumlarda, çevresel kanserojenlere yanıt olarak mutasyonlar meydana gelir. Genel 

olarak hem kalıtsal hem de çevresel faktörler bir arada bulunur ve kanserin geliĢmesi 

için mutasyonların birikmesi gerekir. Oksidatif stres veya UV radyasyonu gibi 

çevresel faktörlerden etkilendiğinde hücrenin DNA'sı zarar görür, onarım 

mekanizmaları devreye girer ve hasarı onarmaya çalıĢırlar. Onarım mekanizmaları 

hasarı yeterince onaramaz ise hücre ölüm sinyalleri devreye girer. Ancak bu 

mekanizmalar bozulursa mutasyona uğramıĢ hücreler çoğalabilir ve hatta zamanla 

mutasyonların birikmesiyle tümör oluĢturur (Vaghari-Tabari ve ark., 2021). 

 

ġekil 1. Kanserin Mikroçevresi ve Özellikleri (Deepak ve ark., 2020) 
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Genel olarak kanserlerde, çoğalmanın uyarılması ve ölümsüzlük gibi farklı etkilere 

neden olan genetik ve epigenetik değiĢiklikler meydana gelir. Bu etkilerin ortaya 

çıkmasına çeĢitli sinyal yolakları aracılık etmektedir.  AKT/PI3K, RAS-ERK, 

mTORC ve Wnt/B-katenin bu bağlamda anahtar yollardır. Tipik olarak kanserlerde 

mutasyona uğrayan önemli sayıda gen, bu sinyal yollarının farklı bileĢenlerini 

kodlar. Bu sinyal yolları, büyüme faktörleri gibi farklı ligandlar tarafından fizyolojik 

koĢullar altında aktive edilir. Kanserli hücrelerde meydana gelebilecek gen 

mutasyonları nedeniyle büyüme faktörlerinin yokluğunda bu sinyal yolları aktif 

olabilir. Bu nedenle kanserli hücreler kontrolsüz bir Ģekilde büyüyüp 

çoğalabilmektedir (Vaghari-Tabari ve ark., 2021). 

Lokal ve metastatik olmayan kanserlerde cerrahi ve radyoterapi birincil tedavi olarak 

kullanılırken, günümüzde metastatik kanserlerde anti-kanser ilaçlar (kemoterapi, 

hormon ve biyolojik tedaviler) tercih edilmektedir (Pérez-Herrero ve Fernández-

Medarde, 2015). Buna rağmen, kanser dünya çapında önde gelen ölüm 

nedenidir. Dünya çapında yaklaĢık 7,6 milyon ölümden sorumlu olup, bunun 2030 

yılına kadar 13,1 milyona çıkacağı tahmin edilmektedir. Kanser tedavisindeki 

ilerlemelere rağmen, halihazırda kullanılan tedavi modülleri etkisiz kalmaktadır 

(Rahmani ve ark., 2022). 

2.2.MEME KANSERĠ  

Meme dokusu, süt üretiminde yer alan bezler olan lobüller, lobülleri meme ucuna 

bağlayan kanallar, bağ dokusu, yağ dokusu ve lenfatik dokudan oluĢur. Meme 

kanseri, memenin herhangi bir bileĢeninde düzensiz bir hücre büyümesi olduğunda 

ortaya çıkar, ancak bu en yaygın olarak lobüllerde görülür (Winters ve ark., 2017). 

Meme kanserlerinin çoğu invaziv tipi kapsar. Bu maligniteler, kanalların ve bezlerin 

ötesine geçerek çevre dokulara ve lenf düğümlerine yayılmıĢtır. ġu ana kadar, 

histolojik olarak farklı 21 meme kanseri ve dört farklı moleküler varyasyon 

tanımlanmĢıtır. Her alt tip, genel sunumları ve gerekli tedavi türü bakımından 

farklılık gösterir. Meme kanseri hücreleri, tümör hücrelerinin epitelyal-mezenkimal 

geçiĢi (EMT) ve tersine mezenkimal-epitelyal geçiĢi (MET) indükleme yeteneği ile 

iliĢkili çok dinamik bir özellik kazanır. Hücreler fenotiplerini değiĢtirerek yığından 
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kaçabilir, kardiyovasküler sisteme girebilir ve lenf düğümlerine ve kemikler, 

karaciğer veya beyin gibi uzak organlara metastaz yapabilir.  Meme kanseri 

hücrelerinin metastaz yapma yeteneği, tedavi baĢarısızlığının ve hasta ölümlerinin 

ana nedenidir (Winters ve ark., 2017; Judasz ve ark., 2022). 

Malignite, germinal veya somatik hücrelerde düzensiz ve/veya kalıtsal genetik 

mutasyonların sonucu olarak kabul edilmektedir. Benzer Ģekilde meme kanseri, 

spesifik genlerde mutasyonların birikmesiyle sonuçlanan hem genetik hem de 

çevresel faktörlerden kaynaklanır. Genel olarak, meme kanseri riski yaĢla birlikte 

artar; bununla birlikte, bazı genetik olmayan faktörler baĢlangıç yaĢında geniĢ bir 

varyasyona neden olabilir. Meme kanseri, kadınlarda en sık görülen kanserdir ve 

kadın kanserlerinin %30'unu oluĢturur (Karim ve ark., 2023). Küresel Kanser 

Gözlemevi kayıt defterine göre, 2018'de 18,08 milyon yeni kanser vakası teĢhis 

edildi ve bunlar arasında meme kanseri 2,09 milyon vaka ile en sık üç kanser 

arasında yer almaktadır. Meme kanseri, yaĢa göre standardize edilmiĢ en yüksek 

frekansa (100.000'de 46,3) ulaĢır (Mattiuzzi ve Lippi, 2019).  

Küresel olarak meme kanseri, dört kanser vakasından birinden ve kadınlarda altı 

kanser ölümünden birinden sorumludur.  GLOBOCAN 2018 verilerinin analizine 

göre 40 yaĢına kadar meme kanserine yakalanma riski ortalama % 0,44'tür. Kıtalar 

arasında, 40 yaĢından önce meme kanserine yakalanma riskinin ortalama kümülatif 

riski yaklaĢık iki kat değiĢiklik göstermiĢtir; en yüksek Okyanusya (% 0,69), 

ardından Avrupa (% 0,63), Amerika (% 0,53), Afrika (% 0,49) ve en düĢük Asya'da 

(% 0,38) görülmektedir (Zhu ve ark., 2023). 

Mevcut verilere göre, insidans oranları Avustralya, Yeni Zelanda, Avrupa'nın çoğu 

ve Kuzey Amerika'da en yüksek, Güney Amerika ve Doğu Avrupa'da orta, Asya ve 

Afrika'nın çoğunda en düĢük seviyededir. TeĢhis 40 yaĢından önce nadirdir (olasılık 

<% 1), bundan sonra insidans oranları yaklaĢık 70 yaĢına kadar artar, sonra azalmaya 

baĢlar (Houghton ve Hankinson, 2021). 

Birinci derece akrabalarında meme kanseri öyküsü olan kadınlarda da meme kanseri 

geliĢme riski yüksektir. Ġlk olarak 1990'ların baĢında tanımlanan BRCA germ hattı 

mutasyonlarının varlığı, bir kadını hem meme hem de yumurtalık kanseri riskine 
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sokar. Ancak teĢhis edilen meme kanserlerinin %10'dan azının 

BRCA1 veya 2'deki mutasyonlardan kaynaklandığı düĢünülmektedir . Bu genler, 

otozomal dominant bir Ģekilde kalıtılır ve DNA uyumsuzluk onarımında önemli olan 

tümör baskılayıcı genler olarak iĢlev görür. BRCA1, 17q21 kromozomu 

ve BRCA2 üzerinde 13q12-13 kromozomunda bulunur (Rojas ve Stuckey, 2016). 

Histolojik alt tipler dıĢında, gen ekspresyon profili, meme kanserini farklı moleküler 

alt tipler, yani reseptör pozitif (Luminal A, Luminal B, Normal benzeri ve Ġnsan 

epidermal büyüme faktörü reseptörü 2 pozitif (HER-2 ) ve üçlü reseptör negatif 

(TNBC) olarak sınıflandırmıĢtır (ġekil 2) (Kashyap ve ark., 2022).  

 

ġekil 2. Meme Kanseri Sınıflandırılması (Kashyap ve ark., 2022) 

2.3. MEME KANSERĠ MOLEKÜLER SINIFLANDIRILMASI 

Meme kanseri östrojen reseptörleri (ER) ve progesteron reseptörleri (PR) ve Ġnsan 

epidermal büyüme faktörü reseptörü 2 pozitif (HER2) onkogeninin ekspresyonuna 

dayalı olarak farklı alt tiplerde tanımlanmıĢtır (ġekil 3).  Genel olarak, ER pozitif 

tümörler, ER negatif tümörlerden daha yaygındır. Ayrıca, ER pozitif tümörler, ER 

negatif tümörlerin aksine daha küçük ve düĢük dereceli ve lenf nodu negatiftir. 

Böylece, iki ER/PR pozitif (Luminal A ve Luminal B) alt grup bulunmaktadır. 

Luminal B alt grupta PR pozitif veya negatif olabilir. Ayrıca ER negatif HER2 tip 
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meme kanseri, bazal benzeri meme kanseri ve TNBC alt tipleri bulunmaktadır. (Tao 

ve ark., 2015).  

 

 

ġekil 3. Meme Kanseri Alt Tipleri (Houghton ve Hankinson, 2021) 

 

ÜÇLÜ NEGATĠF MEME KANSERĠ (TNBC) 

Meme kanserlerinin yaklaĢık %15'i bu kategoriye girer. TNBC insidansı genellikle 

genç kadınlarda, Afrikalı-Amerikalı kadınlarda ve mutasyona uğramıĢ BRCA1 

hastalarında daha yüksektir (Tao ve ark., 2015).  TNBC'ler, invaziv meme 

kanserlerinin %10-20'sini oluĢturur ve diğer meme kanseri tiplerine kıyasla son 

derece proliferatif tümör hücreleri ile biyolojik ve klinik olarak daha agresif 

kanserlerdir ve daha kötü bir prognoz ve çok sınırlı tedavi seçenekleri ile orta/yüksek 

dereceli kanserler olarak kabul edilir (Karim ve ark., 2023). 

2.4. MEME KANSERĠ RĠSK FAKTÖRLERĠ 

2.4.1. Genetik 

Tüm meme kanseri vakalarının yaklaĢık dörtte biri aile öyküsü ile iliĢkilidir. Annesi 

veya kız kardeĢi meme kanseri olan kadınlar bu hastalığa eğilimlidir. BirleĢik 

Krallık'ta 113.000'den fazla kadın üzerinde yapılan bir kohort çalıĢması, birinci 

derece akrabalarında meme kanseri olan kadınların, akrabalarında meme kanseri 

olmayan kadınlara göre bu hastalığı geliĢtirme riskinin 1,75 kat daha yüksek 

olduğunu göstermiĢtir. Ayrıca, iki veya daha fazla birinci derece akrabasında meme 
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kanseri olan kadınlarda risk 2,5 kat veya daha fazla olmaktadır. Meme kanserine 

kalıtsal yatkınlık kısmen BRCA1 ve BRCA2 gibi meme kanseri ile ilgili genlerin 

mutasyonlarına atfedilir (Sun ve ark., 2017). 

2.4.2. Cinsiyet 

Tüm meme kanserlerinin % 1'den azı erkeklerde görülür. Bununla birlikte, 

erkeklerde meme kanseri, teĢhis anında kadınlardan daha ileri olma eğiliminde olan 

nadir bir hastalıktır. Erkeklerin ortalama tanı yaĢı yaklaĢık 67'dir. Bir erkeğin meme 

kanseri riskini artıran önemli faktörler Ģunlardır: ileri yaĢ, BRCA2/BRCA1 

mutasyonları, artmıĢ östrojen seviyeleri, Klinefelter sendromu, ailede meme kanseri 

öyküsü ve radyasyona maruz kalma (Łukasiewicz ve ark., 2021). 

2.4.3. YaĢ 

Cinsiyetin yanı sıra yaĢlanma, meme kanseri için en önemli risk faktörlerinden 

biridir, çünkü meme kanseri insidansı artan yaĢla yakından iliĢkilidir. 2016'da 

Amerika'daki tüm meme kanserine bağlı ölümlerin yaklaĢık % 99,3'ü ve % 71,2'si 

sırasıyla 40 ve 60 yaĢ üstü kadınlarda bildirilmiĢtir. Bu nedenle 40 yaĢ ve üzerindeki 

kadınlarda önceden mamografi taraması yaptırmak gerekir (Sun ve ark., 2017). 

Birçok çalıĢma, meme kanseri teĢhisi sırasında genç yaĢın olumsuz bir risk faktörü 

oluĢturduğunu ve genç kadınların daha ileri evrelerde daha büyük tümörlerle ve daha 

sık olarak lenf nodu pozitif olarak ortaya çıktığını göstermiĢtir (Tao ve ark., 2015). 

2.4.4. Hormonal Durum 

Kadın cinsiyeti, öncelikle artmıĢ hormonal stimülasyon nedeniyle meme kanseri 

riskinin artmasıyla iliĢkili ana faktörlerden birini oluĢturur. Önemsiz östrojen 

seviyeleri sergileyen erkeklerin aksine, kadınların meme hücreleri hormonlara 

(özellikle östrojen ve progesteron) ve dengelerindeki herhangi bir bozulmaya karĢı 

çok hassastır. DolaĢımdaki östrojenler ve androjenler, meme kanseri riskinin 

artmasıyla pozitif olarak iliĢkilidir. Cinsiyet hormonlarının endojen düzeylerinin 

fizyolojik düzeylerindeki değiĢimler, menopoz öncesi ve menopoz sonrası kadınlarda 

daha yüksek meme kanseri riskine neden olur; bu gözlemler Endojen Hormonlar ve 

Meme Kanseri ĠĢbirliği Grubu tarafından da desteklenmiĢtir (Łukasiewicz ve ark., 

2021). 
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2.4.5. Çevresel Faktörler 

Kimyasallara kronik maruz kalma, prokarsinojenik olayların indüklenmesiyle birlikte 

epigenetik değiĢiklikleri indükleyen tümör mikroçevresini etkileyerek meme 

karsinogenezini teĢvik edebilir.  Ayrıca meme kanseri için potansiyel risk faktörleri 

oluĢturabilecek bir diğer faktör ilaç kullanımıdır. Geceleri yapay ıĢık (ALAN) son 

zamanlarda meme kanseri riskinin artmasıyla iliĢkilendirilmiĢtir. Muhtemel neden, 

bozulmuĢ bir melatonin ritmi ve müteakip epigenetik değiĢiklikler olabilir. ġimdiye 

kadar yapılan çalıĢmalara göre, ALAN'a daha fazla maruz kalma, ALAN'a daha az 

maruz kalan bireylerle karĢılaĢtırıldığında önemli ölçüde daha yüksek meme kanseri 

riski ile iliĢkilidir (Łukasiewicz ve ark., 2021). 

2.4.6. YaĢam Tarzı 

AĢırı alkol tüketimi ve çok fazla diyet yağı alımı gibi modern yaĢam tarzları meme 

kanseri riskini artırabilir. Alkol tüketimi, kandaki östrojenle iliĢkili hormonların 

seviyesini yükseltebilir ve östrojen reseptör yollarını tetikleyebilir. 53 epidemiyolojik 

araĢtırmaya dayanan bir meta-analiz, günde 35-44 gram alkol alımının meme kanseri 

riskini %32 artırabildiğini ve her gün ilave her 10 gram alkol için progesteron 

(RR)'de %7.1 artıĢ olduğunu göstermiĢtir. Modern batı diyeti çok fazla yağ içerir ve 

aĢırı yağ alımı, özellikle doymuĢ yağ, meme kanseri hastalarında mortalite (RR=1.3) 

ve kötü prognoz ile iliĢkilidir. Sigara içme ve meme kanseri riski arasındaki iliĢki 

tartıĢmalı olsa da, emzirmeyen kadınların meme sıvısında sigara dumanından 

kaynaklanan mutajenler tespit edilmiĢtir. Hem sigara hem de içki içen kadınlarda 

meme kanseri riski de yüksektir (RR=1.54). ġimdiye kadar biriken kanıtlar, özellikle 

erken yaĢta sigara içmenin meme kanseri oluĢumunda daha yüksek risk taĢıdığını 

göstermektedir (Sun ve ark., 2017). 

2.5. MEME KANSERĠ TANI VE TEDAVĠ YÖNTEMLERĠ 

Meme kanseri genellikle ya taramayla ya da teĢhis muayenesini gerektiren bir 

semptomla (örneğin, ağrı ya da ele gelen bir kitle) teĢhis edilir. Sağlıklı kadınların 

taranması, daha küçük, daha düĢük metastaz olasılığına sahip, meme koruyucu ve 

sınırlı aksiller cerrahiye daha uygun ve kemoterapi gerektirme olasılığı daha düĢük 

olan tümörlerin saptanması ile iliĢkilidir. Meme kanserine özgü mortaliteyi azalttığı 
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kanıtlanmıĢ tek tarama yöntemi mamografidir. Tarama mamografisi, meme kanseri 

ölümlerinde genel olarak %19'luk bir azalmaya yol açar. Yüksek riskli hastalar için 

mamografiyi diğer görüntüleme yöntemleriyle desteklemek, mamografik olarak gizli 

kanserlerin ek olarak saptanmasına yol açar. Mamografiye ek olarak Manyetik 

Rezonans Görüntüleme (MRG) kullanımı, mamografiye ek olarak ultrason 

kullanımına (%52) göre malignite için daha yüksek bir duyarlılığa sahiptir (%92,7) 

(McDonald ve ark., 2016). 

2.5.1. Hormonal Tedavi 

Östrojen veya progesteron pozitif meme kanseri olan hastalar, aromataz inhibitörü 

gibi endokrin tedavisi almalıdır. Osteoporoz veya aromataz inhibitörü intoleransı 

riskinin artmasıyla ilgili endiĢe varsa, tamoksifen reçete edilebilir.  Yakın zamana 

kadar, tüm menopoz öncesi hastalar için tamoksifen önerildi. Bununla birlikte, 

randomize 3 kollu SOFT çalıĢmasının sonuçları, yumurtalık baskılanması artı 

eksemestan'ın tamoksifenden daha üstün olduğunu, ancak yalnızca kemoterapi alan 

hastalarda olduğunu ileri sürdü. Kemoterapi, tedavi eden hekimin takdirine bağlı 

olarak uygulandığından, nüks riski en yüksek olan hastalarda (pozitif lenf düğümleri, 

büyük primer tümörler veya HER2-pozitif hastalık) yumurtalık supresyonu ve 

eksemestan yararı gözlendi. Kemoterapi almayan premenopozal hastalar için tek 

baĢına tamoksifen kabul edilebilir. ġaĢırtıcı olmayan bir Ģekilde, tek baĢına 

tamoksifen, yalnızca ilk 2 yıl için olmasına rağmen, yumurtalık supresyonu artı 

eksemestandan daha iyi tolere edilir. Endokrin tedavisi en az 5 yıl önerilir; bununla 

birlikte, randomize ATLAS çalıĢmasının sonuçları, meme kanseri ölümlerinde 5 

yerine 10 yıllık tamoksifen ile %3 ek iyileĢme gösterdiği bulunmuĢtur (McDonald ve 

ark., 2016). 

Çok az destekleyici veriye rağmen aromataz inhibitörleri, BIG 1-98 çalıĢmasının 

sonuçlarına göre lobüler kanserler için de tercih edilen seçenektir. Aromataz 

inhibitörleri ile standart endokrin tedavi süresi, özellikle evre I hastalık için 5 yıldır. 

10 yıla kadar uzatılan adjuvan tedavinin rolü birkaç çalıĢmada araĢtırılmıĢtır ve 

veriler, endokrin tedavisine devam etmenin yüksek risk altındaki hastalarda (düğüm 

pozitif, yüksek genomik skor) nüks riskini azalttığını göstermektedir. ER-pozitif 

hastalığı olan hastalar 10 yıl sonra bile nüks riski altındadır ve adjuvan tedaviyi 
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uzatma kararı, toksisiteye ve bozulmuĢ yaĢam kalitesine karĢı potansiyel faydaları 

dikkate almalı ve dengelemelidir. 

Yüksek veya çok yüksek risk altındaki hastalarda endokrin tedaviye ek olarak CDK4 

ve CDK6 inhibitörleri (palbociclib, abemaciclib ve ribociclib) Ģu anda birkaç faz-3 

çalıĢmasında değerlendirilmektedir (Loibl ve ark., 2021). 

2.5.2. Kemoterapi 

Kesin cerrahi sonrası adjuvan kemoterapi genellikle nüks riski yüksek olan 

hastalarda önerilir. Klinikopatolojik özellikler kemoterapi endikasyonları olabilir: 

Yüksek riskli hastalığı olan hastalar için sitotoksik tedavi olarak hem antrasiklin hem 

de taksan kullanılmaktadır (McDonald ve ark., 2016). 

Neoadjuvan paklitaksel ve karboplatine anti-PD-1 antikoru pembrolizumabın ve 

ardından DOX-siklofosfamidin eklenmesi, patolojik tam yanıt oranını %64'e kadar 

artırdığı görülmüĢtür (Loibl ve ark., 2021). 

2.5.3. Radyoterapi 

Prospektif randomize çalıĢmalar, meme kanserinden uzun vadeli mortalite ve genel 

hasta sağkalımının, meme koruyucu cerrahi artı radyasyon tedavisi ve mastektomi 

için karĢılaĢtırılabilir olduğunu doğrulamıĢtır. Radyasyonun ayrıca in situ duktal 

karsinom tedavisinde kanıtlanmıĢ bir rolü vardır; ĠyileĢtirilmiĢ hasta seçimi ve 

cerrahi ve radyasyon teknikleri ile %90-95 oranında uzun süreli lokal kontrol 

sağlanmıĢtır (McDonald ve ark., 2016). 

2.5.4. Cerrahi Tedavi 

Bu , meme kanseri vücudun daha ileri bölgelerine yayılmamıĢ bireyler için en önde 

gelen tedavi stratejisidir (Akram ve ark., 2017). 

2.6. FORKHEAD BOX (FOX)TRANSKRĠPSĠYON FAKTÖRÜ  

Forkhead ( fkh ) geni orijinal olarak Drosophila melanogaster'da gerçekleĢtirilen bir 

rastgele mutajenez taramasında tanımlandı. ÇalıĢmalar, forkhead geninin normal 

bağırsak geliĢimi için gerekli olduğunu ve bunun yokluğunun, ön bağırsağın bir baĢ 

yapısına homeotik dönüĢümünden kaynaklanan karakteristik bir 'çatallı kafa' 
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görünümü ile sonuçlandığını gösterdi. Bu keĢiften kısa bir süre sonra, mayalardan 

insanlara kadar birçok organizmada Forkhead Box (FOX) genleri olarak adlandırılan 

bir dizi ilgili gen tanımlandı. Drosophila Fkh proteini, 'çatal baĢlı kutu' olarak 

adlandırılan, ∼ 100 kalıntı uzunluğunda kanatlı sarmal bir DNA bağlama alanı ile 

karakterize edilir. Tüm FOX proteinleri, bu ayırt edici DNA bağlama alanını 

paylaĢır, ancak farklı özelliklere ve iĢlevlere sahiptir. FOX familyası, insanlarda 50 

gen ve farelerde 44 gen tarafından kodlanır; bunlar, forkhead alanlarının homoloji 

derecesine göre FOXA'dan FOXS'a kadar 19 alt aileye sınıflandırılmıĢtır (ġekil 4) 

(Herman ve ark., 2021; Galson ve Kaestner., 2016). FOX genleri, çok çeĢitli 

biyolojik iĢlevleri kontrol eder ve hem geliĢim sırasında hem de yetiĢkin yaĢamında 

geniĢ ölçüde ifade edilir (Galson ve Kaestner, 2016). 

 
ġekil 4. Forkhead Box Transkripsiyon Faktörü Ailesi (Galson ve Kaestner, 2016) 

 

Bu ailenin üyeleri, hücre büyümesi, farklılaĢması ve embriyojenezin 

düzenlenmesinde yer alırlar. Bu proteinlerin rollerinden dolayı fonksiyonundaki 

bozukluklar, yumurtalık, meme ve prostat kanseri dahil olmak üzere çeĢitli 

kanserlerde, kanserin baĢlaması, ilerlemesi ve kemodirenç ile iliĢkilidir (Galson ve 

Kaestner, 2016). 

FOX ailesi üyelerinin birçok kanserde yukarı veya aĢağı doğru düzenlendiği 

gösterilmiĢtir. FOXP1'in, hücre tipine bağlı olarak bir tümör promotörü ve bir 

onkogen olduğu öne sürülmüĢtür. FOXA1, birçok östrojene duyarlı genin 

ekspresyonu için gerekli olan öncü bir faktördür. Nakshatri ve Badve, FOXA1 

ekspresyonunun sürdürülmesinin, ER-alfa-pozitif meme kanserlerini östrojene 
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bağımlı kalmaya zorlayabileceğini ve anti-östrojenlere yanıtlarını artırabileceğini 

ileri sürmektedir.  FOXM1, çoğu karsinomda yüksek oranda eksprese edilen, ancak 

normal hücrelerde düĢük miktarlarda eksprese edilen bir onkogendir. FOXM1'in 

yukarı regülasyonu, geniĢ bir kanser yelpazesinde rapor edilmiĢtir. İn 

vitro çalıĢmalar, artan ekspresyonunun, kanser hücrelerinin invazyonuna ve 

anjiyogenezine yol açabileceğini göstermiĢtir (Rajagopal ve ark., 2018).   

Forkhead Box M (FOXM1) 

Bir onkofetal transkripsiyon faktörü olan Forkhead Box M1 (FOXM1), forkhead 

protein ailesinin üyelerinden biridir ve normal hücre bölünmesi için gereklidir ve 

silinmesi embriyonik olarak öldürücüdür (Rajagopal ve ark., 2018).   Ġnsan FOXM1 

proteini ilk olarak bir servikal kanser hücre dizisi olan HeLa'da 

tanımlandı.  12p13.33 kromozomal bandında yer alan FOX1 geni alternatif uç 

birleĢtirme ile karakterize edilen on eksonu kapsar.  FOXM1 üç iyi tanımlanmıĢ 

alana sahiptir: N-terminali otorepresör alanı, C-terminali trans-aktivasyon alanı ve 

yüksek düzeyde korunmuĢ DNA bağlayıcı Forkhead kutusu alanıdır. Hücresel 

süreçlerin çoğuna yakından dahil olmaları nedeniyle, germ hattı mutasyonu veya bu 

transkripsiyonel düzenleyicilerin çıkarılması, genellikle insanda doğuĢtan gelen 

bozukluklar ve hastalıklarla bağlantılıdır (Nandi ve ark., 2018). 

FOXM1, hücre döngüsünü yönlendirmedeki rolüyle geniĢ çapta tanınmaktadır (ġekil 

5). Doğrudan transkripsiyonel hedefleri hem G1/S ve G2/M geçiĢlerinde hem de 

karyokinez ve sitokinez sırasında iĢlev görür. Buna göre, FOXM1 ifadesi çoğunlukla 

aktif olarak çoğalan hücrelerde mevcutiken farklılaĢmıĢ dokularda bulunmaz (Galson 

ve Kaestner, 2016). 
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ġekil 5. FOXM1‟ın Hücre Döngüsündeki Rolü (Galson ve Kaestner, 2016). 

 

Bugüne kadar tanımlanmıĢ dört insan FOXM1 izoformu vardır (ġekil 6). FOXM1a, 

hem Va hem de VIIa ekzonlarını içerir ve iĢlem aktivitesinden yoksundur, oysa 

üçünün geri kalanı, FOXM1b (ne ekzon Va ne de VIIa içerir), FOXM1c (VIIa 

içermez) ve FOXM1d (Va içermez) transkripsiyonel olarak aktiftir. FOXM1 proteini, 

korunmuĢ bir çatal baĢlı DNA bağlama alanı (DBD), bir N-terminal baskılayıcı alan 

(NRD) ve bir C-terminal iĢlem alanı (TAD) içerir. Murin FOXM1 ek varyantları, 

insan FOXM1 ile aynı DNA bağlama özgüllüğünü sergiler ve 5'-A-C/T-AAA-C/ T-

AA-3' konsensüs sekansı ile DNA bağlama bölgelerine bağlanır (Liao ve ark., 2018). 

 

 

ġekil 6. FOXM1 Geninin Genomik Yapısı (Liao ve ark., 2018). 
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FOXM1, oldukça proliferatif olan tümör hücrelerinin yanı sıra birincil olarak 

progenitör ve rejenere dokularda da saptanır. FOXM1'in artan ekspresyonu, 

yumurtalık kanseri, meme kanseri, prostat kanseri, hepatom, anjiyosarkom, 

kolorektal kanser, melanom, akciğer kanseri ve mide kanseri gibi çeĢitli insan 

kanserlerinde gözlenir. Ayrıca yakın tarihli bir meta-analiz, yüksek FOXM1 

ekspresyonunun çoğu katı tümörde kötü prognozla iliĢkili olduğunu ortaya çıkardı 

(Liao ve ark., 2018). 

Ġki FOX faktörü, FOXM1 ve FOXO, ilaç direnciyle yakından bağlantılıdır ve aynı 

zamanda EMT'nin aracılarıdır. FOXM1'in baskılanması, kanser hücrelerinin 

proliferatif ve istilacı yeteneklerini engeller ve aĢırı ekspresyonu, EMT indüksiyonu 

ile bağlantılıdır. Ġyi karakterize edilmiĢ bir EMT-indükleyici transkripsiyon faktörü 

olan Slug promotöründe birkaç FOXM1 bağlanma bölgesi tanımlanmıĢtır. 

FOXM1 ve FOXO3, gen promotörlerinde aynı bağlanma bölgeleri için rekabet eder 

ve FOXO3, FOXM1 ekspresyonunu negatif olarak düzenleyebilir. FOXM1 yukarı 

regüle edildiğinde veya FOXO3 aĢağı regüle edildiğinde, ilaç akıĢı, DNA onarımı ve 

hücre sağkalımı ile ilgili genlerin ekspresyonu etkilenir. FOXM1 transkripsiyonu, 

reaktif oksijen türlerindeki (ROS) bir artıĢla aktive edilir ve ROS ile FOXM1 ifadesi 

arasında bir geri besleme döngüsü oluĢturur. Bu, hücre döngüsü geçiĢ noktalarının 

FOXM1 tarafından düzenlenmesine ve DNA hasarına yanıt genlerinin aĢırı 

ekspresyonu yoluyla direncin artmasına ve DNA'ya zarar veren ajanlara karĢı 

direncin geliĢmesine yol açar. Bu kazanılmıĢ direnç, FOXM1 tarafından indüklenen 

kanser kök hücreleri geniĢlemesine bağlı olabilir. FOXM1, dirençli kanser kök 

hücrelerin sayısını artırarak, ilaçları hücreden etkili bir Ģekilde dıĢarı pompalayarak 

ve tümör baskılayıcı olarak görev yapan genlerin ekspresyonunu aĢağı doğru 

düzenleyerek ilaç direnci için mükemmel bir eksen oluĢturur (Castaneda ve ark., 

2022). 

FOXM1'in fosforilasyonunu indükleyen yukarı akıĢ kinaz sinyal yolları, 

transkripsiyon faktörü fonksiyonunu ve kanser hücrelerinde müteakip biyolojik 

etkilerini doğrudan düzenler (ġekil 7). MEK-ERK1/2, FOXM1'ın fosforilasyonunu 

indükler ve bazı HER2-pozitif tümörlerde ve TNBC'lerde hastalığın ilerlemesi ve 

mortalite ile bağlantılı olarak yapısal olarak aktive edilir. Aktif MEK sinyali, 
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FOXM1 fosforilasyonu, nükleer yeniden lokalizasyon ve artan transkripsiyon faktörü 

fonksiyonu yoluyla HER2 hedefli ajanlara karĢı direnci artırır (O‟Regan ve Nahta, 

2018). 

Ayrıca biriken kanıtlar, çeĢitli transkripsiyon faktörlerinin (FOXM1 dahil), nükleer 

faktör κB (NFkB), dönüĢtürücü büyüme faktörü-β (TGF-β), Notch, hipoksi ile 

indüklenebilir faktör gibi çeĢitli sinyal yolları yoluyla EMT'nin ilerlemesini 

etkilediğini ortaya koymuĢtur (Zhang ve ark., 2021). 

 

 

ġekil 7. FOXM1 yolağı  (O‟Regan ve Nahta, 2018) 

 

Çok sayıda çalıĢma, FOXM1'in üçlü negatif meme kanseri hücreleri de dahil olmak 

üzere çeĢitli insan kanserlerinde aĢırı eksprese edildiğini göstermiĢtir. FOXM1, 

meme kanserinde anjiyogenez, istila ve apoptoz ve tümör oluĢumuna direnç dahil 

olmak üzere onkojenik süreçleri teĢvik eder. 500 insan göğüs tümörünün kapsamlı 

bir moleküler analizini takiben, Kanser Genom Atlası (TCGA) ağı tarafından 

hazırlanan dönüm noktası niteliğindeki bir makale, FOXM1'in TNBC'nin en önemli 

moleküler sürücülerinden biri olduğunu gösterdi. Pan-kanser analizleri, FOXM1 

ekspresyonunun meme kanserinde oldukça yüksek olduğunu ve ekspresyonunun 

onkojenik olaylara katkıda bulunabileceğini göstermiĢtir (Hamurcu ve ark., 2021). 
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2.7. Ras Sarkoma (RAS) Onkogen Ailesi 

Ras sarkoma (RAS) gen ailesinde üç üye vardır: sıRASıyla 11 (11p15), 12 (12p12) 

ve 1 (1p22) kromozomunda yer alan H-RAS, K-RAS ve N-RAS. Bu genler 

tarafından kodlanan proteinler son derece homologtur ve küçük guanozin trifosfat 

(GTP) bağlayıcı protein (G proteini) üst ailesine aittirler. RAS genlerinin onkojenik 

aktivasyonuna genellikle tek nokta mutasyonu neden olur. GAP aracılı modülasyona 

karĢı RAS tepkisini bozar ve RAS'ı ve aĢağı akıĢ yollarını kalıcı olarak aktif bir 

durumda kilitler (Galie, 2019; Sun ve ark, 2017).  Nokta mutasyonları genellikle bu 

üç insan RAS geninin aĢırı ekspresyonu ile iliĢkilidir. RAS proteinlerinin 

mutasyonları meme kanserinde seyrek olmasına rağmen (<%5), RAS sinyal iletim 

yolundaki anormallik hem iyi huylu hem de kötü huylu meme dokularında gözlenir. 

H-RAS, meme kanseri hücrelerinde proliferasyonu, metastazı teĢvik etmek ve 

apoptozu inhibe etmek için B lenfoma moloney murin lösemi virüsü yerleĢtirme 

bölgesi-1 (BMI1) ile iĢbirliği yapabilir. H-RAS aĢırı ekspresyonu, hem birincil hem 

de ilerlemiĢ meme kanseri hastalarında saptanır, bu da kötü bir prognoza iĢaret eder 

(Sun ve ark., 2017). 

2.8. Mitojen Aktive Edici Protein Kinaz (MAPK) 

Mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) yollarından biri olan hücre dıĢı sinyalle 

düzenlenen kinaz (ERK) kaskadı, proliferasyon, farklılaĢma, göç, hayatta kalma ve 

apoptoz gibi anahtar hücresel süreçlerin merkezinde yer alan bir sinyal iletim 

modülüdür. Bunun deregülasyonu sıklıkla kanser geliĢiminde rol oynar. MAPK 

basamakları, MAPK kinaz kinaz (MAPKKK veya MAP3K), MAPK kinaz (MAPKK 

veya MAP2K) ve MAPK jenerik terimleri altında bilinen, birbirini sırayla fosforile 

eden ve böylece aktive eden üç kinazdan oluĢan bir çekirdek birim tarafından 

oluĢturulur. En az altı farklı MAPK kademesi tanımlanmıĢtır (Rocca ve ark., 2022). 

RAS'tan yayılan sinyaller, FOS, MYC, ETS-1, ETS-2 ve ELK-1 dahil olmak üzere 

aĢağı akıĢ transkripsiyon faktörlerinin transkripsiyonu yönlendirdiği Raf, MEK ve 

ERK1/2 (MAPK1/3 olarak da bilinir) aracılığıyla çekirdeğe aktarılır. Diğer epitelyal 

kanserlerin tam tersine, RAS/MAPK yolundaki aktive edici mutasyonlar meme 

kanserinde oldukça seyrek olaylardır. Buna rağmen, özellikle RAS/MAPK aktivitesi, 

https://www.discoverymedicine.com/category/therapeutic-technology-and-methodology/therapy/targeted-therapy/egfr-targeted-therapy-therapy/
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EGFR ve HER2 gibi Reseptör tirozin kinaz (RTK)'ların aĢırı ekspresyonu dahil 

olmak üzere diğer mekanizmalar aracılığıyla anormal Ģekilde uyarılabilir . Anormal 

RAS fonksiyonunun birincil çıktısı olan yüksek ERK1/2 aktivitesi (fosforilasyon), 

birincil meme tümörlerine göre metastatik bölgelerde gözlenmiĢtir ve TNBC'de daha 

yaygındır (Giltnane ve Balko, 2014) (ġekil 8). 

 

 

ġekil 8. TNBC sinyalleri (Giltnane ve Balko, 2014). 

2.9. Nükleer Faktör Kappa B (NFkB) 

Uyarılabilir transkripsiyon faktörlerinin Nükleer Faktör Kappa ß (NFkB) ailesi, tümü 

bir N-terminal Rel homoloji alanını (RHD) paylaĢan, p50, p52, p65 (RelA), RelB ve 

c-Rel dahil olmak üzere beĢ üyeden oluĢur.  RHD bir nükleer lokalizasyon sekansı 

içerir ve sekansa özgü DNA bağlanmasından, dimerizasyondan ve IkB inhibe edici 

proteinlerde bulunan ankirin tekrar motifleriyle etkileĢimden sorumludur 

(Khomgthong ve ark., 2019). 

NFkB, enflamasyon ve kanserde doğrudan etkileri olan çok sayıda yolu düzenleyen 

bir proinflamatuar transkripsiyon faktörüdür. ÇeĢitli in vitro, klinik öncesi ve klinik 

çalıĢmalar, NFkB ve NFkB'ye bağımlı gen ekspresyonlarının enflamasyon, kanser 

ilerlemesi, metastaz ve ilaç direncinde önemli bir rol oynadığını göstermiĢtir. 

Giderek artan sayıda literatür, NFkB yolağının aktivasyonunun meme kanserinin 

https://www.discoverymedicine.com/category/therapeutic-technology-and-methodology/therapy/targeted-therapy/egfr-targeted-therapy-therapy/
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tümörijenezinde yer aldığını ve hormondan bağımsız olarak ortamla iliĢkili olduğunu 

ortaya koymuĢtur. Son on yılda, birkaç fitokimyasal ve analoglarının bu kaskadın 

üyelerini hedefleyerek NFkB sinyali üzerinde önemli inhibitör etkilere sahip olduğu 

gösterilmiĢtir (Rajagopal ve ark., 2018). 

2.10. Poli ADP Riboz Polimeraz (PARP) 

Poli ADP Riboz Polimeraz (PARP) protein ailesi, (PARP1 ve PARP2), DNA hasarı 

onarımı ve programlanmıĢ hücre ölümü dahil olmak üzere bir dizi kritik hücresel 

süreçte yer alır. DNA hasarı ile aktive edildiğinde, bu proteinler, DNA'yı onarmak 

için asıl iĢi yapan diğer proteinleri aktifleĢtirir. PARP proteinlerinin ana iĢlevi, 

DNA'daki tek sarmal kopmalarını veya çift sarmal kopmalarını tespit etmek, DNA 

onarım makinelerini iĢe almak ve DNA onarımı sırasında replikasyon çatallarını 

stabilize etmektir. Memeli hücrelerinde PARP ailesinin üyeleri olarak en az 17 farklı 

protein tanımlanmıĢtır; bununla birlikte, yalnızca PARP-1, PARP-2 ve PARP-3'ün 

DNA onarımında iĢlev gördüğü bilinmektedir. PARP'ın inhibisyonu, kanser 

hücrelerindeki DNA hasar yanıtı kusurlarından yararlanan, kanser tedavisi için yakın 

zamanda geliĢtirilmiĢ bir stratejidir (Arun ve ark., 2015; Oh ve ark., 2021). 

Apoptozun, kaspaz ailesi, B hücresi lösemi/lenfoma 2 (Bcl-2) ailesi, PARP ailesi, 

onkogenler ve tümör baskılayıcı genler dahil olmak üzere çeĢitli anahtar apoptotik 

genler tarafından sıkı bir Ģekilde düzenlendiğine inanılmaktadır. Aktif PARP-1 ve 

PARilasyon, hücre ölümüyle ilgili olanlar da dahil olmak üzere çeĢitli hücresel 

mekanizmaları düzenler. PARilasyon ve PARP-1'in, nekroz (nekroptoz), partanatos, 

otofaji ve apoptoz dahil olmak üzere birkaç hücre ölümü alt programına aracılık 

ettiğini öne sürülmüĢtür (Liu ve ark., 2017). 

2.11. DOKSORUBĠSĠN 

Doksorubisin (DOX), 1967'de Streptomyces peucetius caesius kolonilerinden izole 

edilen bir antitümör antrasiklin antibiyotiktir. DOX, en çok kullanılan antitümör 

antrasiklinlerden biridir ve çok çeĢitli neoplastik hastalıklara karĢı düĢük dozlarda 

bile oldukça aktiftir. DOX ile kanserli hayvan modellerinde gerçekleĢtirilen ilk in 

vivo çalıĢmalar, neoplastik proliferasyonun inhibisyonunu ve hayvan sağkalımının 

https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/phytochemical
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arttığını göstermiĢtir. DOX yüksek bir terapötik indekse sahip olmasına rağmen, 

kardiyotoksisite nedenidir (Rivankar ve Sangeeta, 2014).  

DOX, DNA baz çiftleri arasına girerek ve DNA sarmalını çözerek hareket eder, bu 

da DNA sentezinin inhibisyonuna ve DNA toposiomeraz II'nin normal DNA kırma 

ve yeniden mühürleme etkisine neden olur. Bu eylemler, hızla bölünen hücrelerin 

apoptozuna yol açar (ġekil 9) (Bethesda, 2012). 

 

ġekil 9. Doksorubisinin kimyasal formülü  (Bethesda, 2012) 

 

DOX, hem yetiĢkin hem de çocukluk çağı kanserlerini tedavi eden ve katı tümörleri 

ve hematolojik maligniteleri kapsayan geniĢ bir kullanım yelpazesine sahiptir. 

Sıklıkla akut lösemi,  meme kanseri ve çocukluk katı tümörleri, Hodgkin ve Hodgkin 

olmayan lenfomalar,  ve yumuĢak doku sarkomlarını tedavi etmek için kullanılır. Ne 

yazık ki DOX oldukça etkili olmasına rağmen kanser hücrelerine karĢı seçici değildir 

ve toksisite nedeniyle kullanımı önemli ölçüde sınırlıdır. Bu toksisite genellikle 

kalbi, beyni, karaciğeri ,böbrekleri etkiler. Ayrıca, bağıĢıklık sistemini bozar, 

hastanın enfeksiyona yatkınlığını artırır ve iyileĢme yeteneğini zayıflatır (Meredith 

ve Dass, 2016).  

DOX‟in önemli yan etkisi olarak gösterilen kardiyotoksisitenin DOX‟a bağlı 

patogenezinin altında yatan çeĢitli moleküler mekanizmalar öne sürülmüĢtür; 

oksidatif stres, topoizomeraz II inhibisyonu, mitokondriyal disfonksiyon, 

Ca2 
+
 homeostaz düzensizliği, hücre içi demir birikimi, ardından gelen hücre ölümü 

(apoptoz ve nekroz), otofaji ve miyofibriler düzensizlik ve kayıp gibi 

mekanizmalardır (Syahputra ve ark., 2022). 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0024320520303477?via%3Dihub#bb0060
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0024320520303477?via%3Dihub#bb0060
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0024320520303477?via%3Dihub#bb0060
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0024320520303477?via%3Dihub#bb0060
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Ayrıca, DOX, hem sitozolik hem de mitokondride iyi bilinen güçlü bir ROS 

üretecidir. Enzimatik bir yolağa giren DOX, tersinir bir oksidasyon sürecinden geçer 

ve  süperoksit radikalleri gibi reaktif oksijen türlerinin üretimine yol açan 

nikotinamid adenin dinükleotit fosfat hidrojen (NADPH) redüktazlar enzimi 

tarafından katalize edilen bir ara madde olarak bir semikinon formu üretir. Enzimatik 

olmayan yöntemde DOX, Ferrik iyona (Fe
 +3

) bir elektron verir ve Ferrous (Fe
+2

 )-

DOX kompleksinin oluĢumuyla sonuçlanır. OluĢan kompleks oksijen ile 

indirgenmeye uğrar ve hidrojen peroksit ve süperoksit gibi ROS üretir, bu da 

oksidatif strese neden olur. Üretilen ROS, hem kanser hem de normal hücrelerde 

membran hasarına, DNA hasarına, lipid peroksidasyonuna neden olur ve apoptotik 

yolları aktive eder ROS etkileri, kardiyomiyositlerin apoptozisine yol açar. (Prasanna 

ve ark.,2020; Syahputra ve ark., 2022).  

DOX‟in ayrıca ROS üretimi yoluyla NFkB‟yi aktive ettiği gösterilmiĢtir ve bu, FasL, c-

Myc ve p53 dahil olmak üzere çeĢitli pro-apoptotik genlerin düzenlenmesine yol açar. 

Ayrıca DOX, NFkB transkripsiyon faktörünü düzenleyen ubikuitin proteazom 

sistemini aktive edebilir ve NFkB'nin aĢırı aktivasyonu, çeĢitli tümör tiplerinde 

gösterilen birçok hücre fonksiyonunda artıĢa yol açar (Pilco-Ferreto ve ark., 2016). 

2.12. FLAVONOĠD 

Tüm doğal polifenollerin %60'ını temsil eden bir grup olan flavonoidler, çiçek ve 

yapraklar baĢta olmak üzere bitkilerin tüm kısımlarında bulunur. Yapılarına göre 

flavonoidler, antoksantinler (flavonlar ve flavonoller), flavanonlar , 

flavanoller, izoflavonoidler ve antosiyanidinler dahil olmak üzere farklı alt gruplara 

ayrılabilir (Madunić ve ark., 2018).  

Flavonoidlerin, bağıĢıklık hücrelerinin ve sonraki kemokinler ve sitokinlerin 

aktivasyonunu inhibe ettiği ortaya çıktı, bu nedenle doğal bir inhibitör olarak 

ölçülebilir, doğuĢtan gelen ve adaptif bir bağıĢıklık sisteminin aktivasyonunu 

durdurabilir (Rahmani ve ark., 2022). Flavonoid türevleri, bazı bitkilerde ve 

baharatlarda anti-inflamatuar, anti-oksidan ve anti-kanser aktiviteleri dahil olmak 

üzere biyolojik etkiler göstermek için etkili bileĢenler olarak bulunur.  Bazı  diyet 

flavonoidleri, kinaz aktivite inhibisyonu, apoptoz indüksiyonu ve sinyal 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/nicotinamide-adenine-dinucleotide-phosphate
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/oxidoreductase
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/oxidoreductase
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/oxidoreductase
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/oxidoreductase
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0024320520303477?via%3Dihub#bb0080
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/flavanone-derivative
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/flavanone-derivative
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/isoflavonoid
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/anthocyanidin
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/flavonoid
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/apoptosis-induction
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/apoptosis-induction
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/signal-transduction
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iletim yolaklarının baskılanması gibi özelliklere dayalı olarak olumlu antitümör 

aktivitelere sahiptir (Shao ve ark., 2016). 

2.12.1. FLAVOPĠRĠDOL 

Flavopiridol (NSC649890; (–) cis –5,7-dihidroksi-2-(2-klorofenil)-8[4-(3-hidroksi-1-

metil)-piperidinil)-4H-1-benzopiran-4-1), baĢlangıçta Hindistan‟a özgü bir Hint ağacı 

Dysoxylum binectariferum'un gövde kabuğundan izole edilmiĢ, doğal olarak oluĢan 

bir flavon türevinin sentetik analoğudur (ġekil 10). Ġlk olarak 1980'lerin sonlarında, 

epidermal büyüme faktörü reseptörünün (EGFR) fosforilasyonunu inhibe eden doğal 

ürün olarak keĢfedildi. 1990'ların ortalarında Ulusal Kanser Enstitüsü tarafından 

yapılan 60 insan kanser hücre hattı panelinde, flavopiridolün güçlü bir hücre 

büyümesi inhibitörü olduğu gösterildi.  

Sentetik bir antitümör flavon türevi olan flavopiridolün, siklin bağımlı kinaz 

(CDK)'lerin inhibisyonu yoluyla G1 veya G2 aĢamasında hücre döngüsü 

ilerlemesini önemli ölçüde engellediği bildirilmektedir (Shao ve ark., 2016; Zeidner 

ve Karp; Newcomb, 2004).  

 

ġekil 10.  Flavopiridolün kimyasal formülü  (Zeidner ve Karp, 2015). 
 

Ayrıca, yapılan bir çalıĢmada, flavopiridolün, fare makrofajı ANA-1 hücrelerinde 

hücre içi ROS‟u artırarak, MAPK yolunu düzenleyerek ve ardından Bcl-2 ifadesini 

kısıtlayarak hücre ölümüne neden olduğu gösterilmiĢtir (Rahmani ve ark.,2022). 

 

 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/signal-transduction
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/antitumor
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/antitumor
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1570023216303142?via%3Dihub#bib0015
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/flavone
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/flavone
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/flavone
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cyclin-dependent-kinase
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cell-cycle-progression
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cell-cycle-progression
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

Sunulan tez çalıĢması Betül Ziya Eren Genom ve Kök Hücre Merkezi (GENKÖK) 

AraĢtırma Laboratuvarlarında gerçekleĢtirildi. 

3.1. GEREÇLER 

3.1.1.Kullanılan Cihazlar ve Sarf Malzemeleri 

− Laminar Akım Kabini (Clean Air)  

− CO2‟li Ġnkübatör (Sanyo, MCO-19 A/C (UV))  

− Soğutmalı Santrifüj (Beckman Counter, Cat. No. 369436)  

− Hassas Terazi (Mrc) − Su Banyosu (Nüve St 30)  

− Çalkalayıcı (Heidolph)  

− Derin Dondurucu (Uğur, Kod. No. 100703000000)  

− Buzdolabı +4 (Siemens, No. KG57NVW20N)  

− Invert Mikroskop (Leica)  

− Otoklav (Alp, CL-40M)  

− Pipet Tabancası (Gilson)  

− Mikropipet Seti (Gilson)  

− Vorteks (Heidolph)  

− Manyetik KarıĢtırıcı (Heidolph)  
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− Eliza-Reader (Glomax-Multi)  

− Muse Cihazı (Milipore)  

−BioRad Western Görüntüleme Cihazı 

−Akan Hücre Ölçer Cihazı (Flow Sitometri) 

3.1.2.Kullanılan Kitler ve Sarf Malzemeler 

− Annexin V Apoptoz Kiti (Milipore MCH100105)  

− MTS Reagent Powder (Biovision, 2808-250)  

− DCTM Protein Assay Kit (BioRad)  

− ReadyPrep Protein Extraction Kit (BioRad)  

− Muse cell cycle Reagent (Milipore)  

− ECL (BioRad) 

− Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (DMEM-F12) (Gibco)  

− Fetal Bovine Serum (FBS) (Capricorn Scientific)  

− L-Glutamin (Capricorn Scientific)  

− Penisilin/Streptomisin (Capricorn Scientific)  

− Tripsin-EDTA (Capricorn Scientific)  

− Hücre Kültür Flaskları 25 cm2 (Greiner CellStar)  

− Hücre Kültür Flaskları 75 cm2 (Greiner CellStar)  

− 6‟lı, 96 kuyucuklu Kültür plakaları (Greiner CellStar)  

− Serolojik Pipetler 5ml, 10ml, 25ml (Greiner CellStar) 

− Dimetil sülfoksit (DMSO) (Merck)  

− Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline(DPBS) (Capricorn Scientific)  

− Metanol (Merck)  
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− Tris (Merck-Milipore)  

− Non-Fat Dry Milk (BioRad)  

− Membran (BioRad) 

−Flavopiridol (Sigma-Aldrich) 

− Doksorubisin (Sigma-Aldrich) 

3.2.YÖNTEM 

3.2.1.Kullanılan Hücre Hattı 

Daha önceki projelerimizden American Type Culture Collection (ATCC)  

firmasından ticari olarak satın alınan ve çoğaltılıp azot tankında muhafaza edilen 

MDA-MB-231 ve BT-549 TNBC hücreleri kullanıldı. 

MDA -MB-231 hücre hattı (MD Anderson'da invaziv duktal karsinomlu bir hastanın 

plevral efüzyonundan izole edilmiĢtir) yaygın olarak geç evre meme kanserini 

modellemek için kullanılır. Bu hücre hattı ER, PR ve E-cadherin negatiftir ve 

mutasyona uğramıĢ p53'ü ifade eder. Hücreler ayrıca büyüme faktörü 

reseptörü HER2'den de yoksun olduklarından, TNBC için iyi bir model oluĢtururlar 

(Welsh, 2013).  

BT-549 hücre hattı, 7 bölgesel lenf nodundan 3'üne metastaz yapmıĢ papiller, invaziv 

bir duktal tümörden izole edilen epitel hücreleridir. Hücreler, 72 yaĢında, beyaz, 

kadın bir meme kanseri hastasından elde edilmiĢtir. Bu hücre hattı ER, PR ve 

HER2‟den yoksun, TNBC‟dir. Mutant p53 ve PTEN homozigot delesyonu 

taĢımaktadır (Chavez ve ark., 2010). 

3.2.2.Hücre Kültürü  

Besiyerinin Hazırlanması 

500 ml olan Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) içerisine, 55 °C‟de 

inaktive edilen 50 ml FBS, 5 ml L-Glutamin ve  5 ml Penisilin/Steptomisin eklenerek 

hücreler için uygun besiyeri hazırlandı ve +4°C‟de muhafaza edildi. MDA-MB-231 

ve BT-549 hücrelerinin çoğaltılması için kullanıldı. 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/growth-factor-receptor
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/growth-factor-receptor
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Hücrelerin Çoğaltılması ve Dondurulması 

Tüm hücre kültür çalıĢmaları steril laminar hava akımlı kabinde yapıldı. -196°C sıvı 

azot tankından MDA-MB-231 ve BT-549 hücreleri alındı ve su banyosunda 37°C‟ye 

ulaĢması sağlanan besiyeri ile yıkanarak 15 ml‟lik falkon tüplerde, 1500 rpm‟de 5 

dakika santrifüj edildi. Süpernatant kısım atıldıktan sonra hücreleri barındıran pellet 

besiyeri ile çözündürülerek, yoğunluğuna göre 75 cm
2 

‟lik flasklara ekildi. Hücrelerin 

çoğalma durumu, inverted mikroskop ile incelendi ve hücre yoğunluğu kültür 

kabının tabanında %80-90‟ına ulaĢtığında pasajlama iĢlemi yapıldı. 75 cm
2
 ‟lik 

flasklarda bulunan besiyeri serolojik pipet ile uzaklaĢtırıldı. Flasklara, 3 ml tripsin-

EDTA solüsyonu eklendi ve 3 dakika kadar hücrelerin flask tabanından ayrılmaları 

için 37 °C‟lik CO₂‟li etüvde  bekletildi. Tripsin EDTA solüsyonu üzerine toksisiteyi 

azaltmak için 6 ml besiyeri eklendi ve flask tabanı serolojik pipet yardımıyla yıkandı, 

toplanan süspansiyon 15 ml‟lik falkon tüplere alınarak santrifüj edildi. Süpernatant 

uzaklaĢtırıldıktan sonra pellet çözdürüldü ve medyum içeren yeni flasklara bölünerek 

ekildi. Hücreler çoğalmaları için uygun olan 37 °C‟lik CO₂‟li etüvde inkübe edildi.  

3.2.2.1.Hücre Sayımı 

Yapılan deneylerde deneyin amacına uygun farklı sayılarda hücreler kullanıldı. 

Hücrelerin besiyeri içerisinde total miktarını hesaplamak için, mililitredeki sayısı 

thoma lamı kullanılarak belirlendi. Hücre tabanından Tripsin-EDTA ile kaldırılıp 

santrifüj edilen hücrelerin pelleti besiyeri içinde süspanse hale getirildi. Thoma 

lamına her iki tarafa hücre süspansiyonu içerisinden 10µl kondu. Mikroskop 

kullanılarak thoma lamının belirli olan bölgelerinde hücreler sayıldı. Yapılan hücre 

sayısının ortalaması alınarak „1 ml‟deki total hücre miktarı=sayılan bölgelerin 

ortalaması*10⁴ hesaplandı. 

3.2.3. Kimyasalların Hazırlanması 

Satın alınan Flavopiridol ve DOX üretici frmanın talimatlarına göre Tablo1‟de 

verilen çözücüler kullanılarak hazırlandı. 
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Tablo 1.  Kimyasal/çözücü miktarları 

Kimyasal Adı Kimyasal 

Moleküler Ağırlığı 

Kimyasal Miktarı Çözücü Miktarı 

(dH2O) 

Doksorubisin 579.98 g/mol 5.7998 mg 1 ml 

Flavopiridol 438.30 g/mol 1.0958 mg 25 ml 

3.2.3.1.Doksorubisin Solüsyonu  

DOX, Tablo1‟de belirtilen çözücü ile çözdürülerek homojen bir stok solüsyon haline 

getirildi. Hazırlanan stok solüsyonu -20°C‟de saklandı. Deneylerde kullanlan 

konsantrasyonlar stok solusyonun FBS(-) ile seyreltilmesiyle hazırlandı.  

3.2.3.2.Flavopiridol Solüsyonu 

Flavopiridol, Tablo1‟de belirtilen çözücü ile çözdürülerek homojen bir stok solüsyon 

haline getirildi. Hazırlanan stok solüsyonu +4°C‟de saklandı. Deneylerdeki kullanımı 

için uygun konsantrasyonlar stok solusyonunın FBS(-) ile seyreltilmesiyle elde 

edildi.  

3.2.4.Hücre Canlılık Analizi 

Hücre canlılık oranını belirlemek için MTS/PMS analizi kullanıldı. MTS (3-(4, 5-

dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sülfofenil)-2H-tetrazolyum) 

boyası (Promega, Madison, WI), Fenazin metosülfat (PMS) varlığında kültür 

ortamında çözünen formazan ürününe dönüĢür. Böylece sarı olan MTS boyası, mavi-

mor renge dönüĢür ve 450 nm dalga boyunda absorbans ölçümü yapılabilir. 

MTS analizi için MDA-MB-231 ve BT-549 hücreleri 96 kuyucuklu plakalara 100 µl 

içinde 1500 hücre olacak Ģekilde ekildi. Hücreler 100, 200, 300, 500 nM  tek baĢına 

Flavopiridol, 1, 3, 5, 8, 10 µM tek baĢına DOX ve 500 nM flavopiridol ve 10µM 

DOX kombinasyonu (MTS analiz sonuçlarımıza göre hücrelerin yaklaĢık %50‟sinin 

öldüğü konsantrasyon) ile  24 saat muamele edildi. Kontrol grubu olarak hiçbir 

uygulamanın yapılmadığı muamelesiz MDA-MB-231 ve BT-549 hücreleri 

kullanıldı. Hücrelerin 24 saat olan ilaçla inkübasyon süreleri dolduğunda MTS/PMS 

solüsyonları taze olarak hazırlandı ve her kuyucuğa 20 µl eklenilerek 37 °C‟lik 



 

29 

  

CO₂‟li etüvde boyanması süresi için 2-3 saat bekletildi. Daha sonra,  Eliza-Reader 

cihazında 450 nm dalga boyunda absorbans ölçümü yapıldı. 

3.2.5. Koloni Analizi 

Koloni oluĢumu deneyi, kanser hücrelerinin gösterdiği yaygın bir özellik olan koloni 

oluĢturma eğilimlerinin test edilmesi için kullanılan yöntemlerden biridir. 

MDA-MB-231 ve BT-549 hücrelerinin sayımı yapıldı ve 6 kuyucuklu plakalara 2000 

µl içinde 1500 hücre olacak Ģekilde ekimi yapıldı. Hücreler inkübasyonlarının 

48.saatinde flavopiridol için 50, 100, 300, 500, 600 nM, DOX için 25, 50, 100, 250, 

500 µM konsantrasyonlarda ve 10µM DOX ve 500 nM flavopiridol 

konsantrasyonlarında kombin olarak  muamele edildi. Kontrol grubu olarak 

muamelesiz MDA-MB-231 ve BT-549 hücreleri kullanıldı. Ġnkübasyon devam 

ederken her gün mikroskop altında hücrelerin çoğalması incelendi ve kontrol olarak 

kullanılan hücrelerin çoğaldığı plakanın yüzeyini yaklaĢık %85-90 oranında 

kapladığında (yaklaĢık 10-15 gün sonra) deney sonlandırıldı. Hücreler metanol 

içeren %5‟lik kristal viyole ile 5 dakika boyandı ve daha sonra distile su ile 

yıkandıktan sonra kurumaya bırakıldı. Kuyucuklar fotoğraflandı ve her bir 

kuyucuktaki koloniler sayıldı. 

3.2.6. Apoptoz Analizi 

Apoptoz analizi için Annexin V Apoptosis Detection Kiti kullanılarak flow sitometri 

cihazında analiz yapıldı. Hücreler 96 kuyucuklu plakaya besiyeri içerisinde 1500 

hücre olacak Ģekilde ekildi. Hücreler 100, 200, 300, 500 nM konsantrasyonlarda 

flavopiridol, 1, 3, 5, 8, 10 µM konsantrasyonlarda DOX, 500 nM flavopiridol ve 

10µM DOX kombinasyonu ile 24 saat muamele edildi. 24 saatlik inkübasyon sonrası 

hücreler 50 µl Tripsin-EDTA ile 3-4 dakika muamele edildi ve daha sonra hücrelerin 

üzerine 180 µl medya eklendi ve 400 g‟de 5 dakika santrifüj edilerek hücrelerin 

tabana çökmesi sağlandı. Üst medya uzaklaĢtırıldıktan sonra 100 µl binding buffer 

eklendi ve tekrar santrifüj edildi. Süpernatant aspire edildi. Kit içeriğine göre, 20 µl 

binding buffer, 1 µl Annexin V boyası, 1 µl 7AAD boyaları ile karıĢım hazırlandı ve 

her bir örneğe 20 µl karıĢımdan ilave edildi 15 dakika karanlık ortamda inkübe 
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edildi. Daha sonra Flow sitometri cihazında ölçüm için 200-300 µl binding buffer 

eklenerek analiz yapıldı. 

3.2.7. Hücre Döngüsü Analizi 

Hücre döngüsü deneyi, G0/G1, S, G2/M fazlarında bulunan hücrelerin sayısını 

gösteren bir yöntemdir. Bu analiz, ticari olarak satın alınan Milipore Cell Cycle Kiti 

kullanılarak muse cihazında yapıldı. Her örnek için 25 cm²'lik her bir flaskta 4 ml 

besiyerinde 550.000 hücre olacak Ģekilde ekim yapıldı. Hücreler ekildikten sonra 

37°C %5 CO₂‟li inkübatör inkübe edildi. MTS analizi ile belirlenmiĢ olan hücrelerin 

yaklaĢık %50‟sinin öldüğü konsantrasyonlarda, 10µM DOX ve 500 nM flavopiridol 

tek baĢına ve aynı dozlarda kombinasyon olarak 24 saat muamele edildi. Bir örnek 

muamelesiz olarak bırakıldı. 24 saat sonra hücre kültürü sonlandırıldı ve hücreler 

toplandı. Toplanan hücreler santrifüj edildi ve her bir örnek için 100.000 hücre 

epondorf tüpe alındı ve, 300 g‟de 5 dakika PBS solüsyonu ile iki defa yıkama 

yapıldı, santrifüj edildi. Daha sonra hücrelere 200 µl %70‟lik etanol eklendi ve -

20°C‟de bir gece boyunca inkübe edildi. Ġnkübasyonun ardından tekrar PBS ile 

yıkama yapıldı ve her örneğe 200µl Muse cell cycle reagent eklendi ve oda 

sıcaklığında, karanlık ortamda 30 dk inkübe edildi. Ġnkübasyon süresi dolunca Muse 

cihazında hücre döngüsü analizi yapıldı. 

3.2.8. Western Blot Analizi 

Western blot deneyi, örneklerde bulunan hedef proteinlerin ekspresyon seviyelerini 

tayin etmek için kullanılan bir yöntemdir. 

Hücreler 25 cm²'lik her bir flaskta 4 ml besiyeri içerisinde 350.000 hücre olacak 

Ģekilde ekildi. Hücreler ekildikten sonra 37°C %5 CO₂‟li bir inkübatörde inkübe 

edldi. Sonra hücreler, 10µM DOX, 500nM flavopiridol ile tek baĢına ve aynı 

konsantrasyonlarda kombinasyon olarak 24 saat muamele edildi. Bir örnek 

muamelesiz olarak bırakıldı. Ġnkübasyon süresi tamamlandığında hücre kültürü 

sonlandırıldı ve hücreler 2 ml Tripsin-EDTA  ile flasktan kaldırılarak toplandı. 

Toplanan hücreler 15 ml‟lik falkonlara alınıp 1500 rpm‟de 5 dakika santrifüj edildi 

ve ardından süpernatant aspire edildi. DPBS eklenen pellet 5000 rpm‟de 3 dakika 

santrifüj edilerek yıkama iĢlemi yapıldı. 
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Daha sonra hücrelerin parçalanmasını ve proteinlerin izolasyonunu sağlayan 1 birim    

sodyum florür (NaF), 10 µl proteaz inhibitörü ve 10 µl fosfataz inhibitörü içeren 

hücre lizis solüsyonu hazırlandı. 80-100 µl lizis solüsyonu hücrelere eklendi ve 

13000 rpm‟de 20 dakika santrifüj edilerek hücrelerden protein izolasyonu sağlandı. 

Protein konsantrasyonunu hesaplamak için santrifüj sonrası elde edilen proteinler, 2 

µl protein ve 12 µl dH₂O eklenerek dilüsyon iĢlemi yapıldı. Dilüe edilen proteinler 

ve protein standartları 96 kuyucuklu plakalara 5 µl olacak Ģekilde dağıtıldı. Tüm 

örneklere önce 980 µl Reagent A ve 20 µl Reagent S karıĢımından 20‟Ģer µl, 

sonrasında Reagent B‟den 175 µl eklenerek 3 dakika çalkalayıcıda karıĢması 

sağlandı. Daha sonra, Elisa Reader cihazında 750 nm dalga boyunda absorbans 

ölçümleri yapıldı. Yapılan ölçüme göre her bir örnekten 40 µg protein içerecek 

Ģekilde jele yüklemek için hazırlandı. 

Sonra, her örnekten 40 µg olacak Ģekilde yürütme tamponu içerisinde bulunan jelin 

her bir kuyucuğuna yükleme yapıldı ve elektrikli ortamda 2-3 saat kadar yürütüldü. 

Bu iĢlem proteinlerin büyüklüklerine göre ayrıĢmasını sağladı. Yürütme aĢaması 

bittikten sonra proteinlerin jelden PVDF membrana transferini sağlamak için western 

blot sandviç yöntemi ile transfer tamponu içerisinde +4°C‟lik soğuk odada ve 24 mA 

akım ile bir gece boyunca tranfer edildi. 

Transfer sonrasında membranlar süt tozu ve TBS-T solüsyonu karıĢımı ile bloklandı 

ve tekrarlı olarak yıkamaları yapıldı. Protein tayini için hazır hale gelen 

membranlara, hedeflediğimiz proteinlerin (Tablo2) ekpresyon düzeylerini belirlmek 

için primer antikorlar  ile 16-18 saat süreyle 350 mg süt tozu ve 7 ml TBS-T 

solüsyonu içerisinde +4°C‟lik soğuk odada muamele edildi. Muamele sonrasında 

tekrarlı olarak TBS-T ile yıkanan membranlar, 1 saat sekonder antikor ile 350 mg süt 

tozu ve 7 ml TBS-T solüsyonu içerisinde oda sıcaklığından muamele edildi. Tekrar 

yıkaması yapıldıktan sonra ECL solüsyonu ile ChemiDoc MP görüntüleme cihazında 

membran üzerindeki bant görüntüleri alındı. Örneklerin yükleme kontrolü için ß-

actin proteini kullanıldı. Bant görüntülerinin yoğunluk analizi için Image J programı 

kullanıldı. 
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Tablo 2.  Primer antikorlar  

Primer Antikor Marka 

FOXM1 Cell Signaling (CAT: 5436T) 

MAPK(ERK1/2) Cell Signaling (CAT: 4695T) 

k-RAS Proteintech (CAT: 12063-1-AP) 

NfkB Proteintech (CAT: 13371-1-AP) 

Cleaved PARP Elabscience (CAT: E-AB-22074) 

PARP1 Proteintech (CAT: 13371-1-AP) 

ß-actin Proteintech (CAT: 60008-1-Ig) 

3.2.9.Ġstatistiksel Analiz 

Deneyler sonucunda elde edilen verilerin istatistiksel analizi Graphpad Prism 8.0 

programı ile yapıldı. Verilerin analizleri için Student t testi kullanıldı. P değeri 

0.05‟in altında olan veri sonuçları istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. Deneyler 3 

tekrarlı çalıĢıldı. 
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4.BULGULAR 

4.1 DOX , flavopiridol ve kombinasyonun MDA-MB-231 ve BT-549 kanseri 

hücrelerinin  canlılığına/çoğalmasına etkisi 

Öncelikle hücrelerin yaklaĢık %50‟sinin öldüğü doz ve zaman aralığını belirlemek 

için MDA-MB-231 ve BT-549 hücreleri, DOX için 1, 3, 5, 8, 10 µM ve flavopiridol 

için 100, 200, 300, 400, 500 nM ile 24 ve 48 saat boyunca muamele edildi. 

Hücrelerin bir kısmı muamelesiz bırakıldı. Hücrelerin inkübasyon süresi dolduğunda 

MTS solüsyonu ile boyanan hücreler Elisa cihazında ölçüldü. MTS analizi 

sonuçlarına göre, MDA-MB-231 ve BT-549 hücrelerinde, DOX için 24 saat 1-10 

µM dozlarda artan doz konsantrasyonuna bağlı olarak kontrol hücrelerine göre hücre 

canlılığı/proliferasyonunda önemli bir azalma bulundu. Flavopiridol için 24 saat ve 

48 saat süren muamele edilen MDA-MB-231 ve BT-549 hücrelerinde kontrol 

hücrelerine göre, 100-500 nM dozlarda artan doz konsantrasyonuna bağlı olarak 

kontrol hücrelerine göre hücre canlılığı/proliferasyonunda azalma bulundu (ġekil 11, 

12, 13). 
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ġekil 11.  1-10 µM konsantrasyonlarda 24 saat DOX uygulanan  MDA-MB-231 ve 

BT-549 hücrelerinde hücre canlılık oranı. A) MDA-MB-231 hücrelerinde 8 ve 10 

µM dozlarda kontrol grubu hücrelerine kıyasla hücre canlılığında yaklaĢık %50 

oranında azalma bulundu (***p<0.0005; ****p<0.0001). B) BT-549 hücrelerinde 24 

saat 1-10 µM DOX ile muamele edilen hücrelerde kontrol grubu hücrelerine kıyasla 

8 ve 10 µM  dozlarda %50 oranda azalma bulundu  (*p<0.02; ****p<0.0001). 

 

  

ġekil 12.  100-1000 nM konsantrasyonlarda 24 saat flavopiridol uygulanan MDA-

MB-231 ve BT-549 hücrelerinde  hücre canlılık oranı. A)  24 saat flavopiridol ile 

muamele edilen hücrelerde kontrol hücrelere kıyasla 500 nM dozda IC50 oranına 

yakın bir azalma bulundu (*p<0.05; **p<0.001; ***p<0.0001).  B)  24 saat 

flavopiridol ile muamele edilen hücrelerde 300 ve 500 nM dozlarda, kontrol 

hücrelere kıyasla IC50 oranına yakın oranda azalma bulundu  (*p<0.05). 

 



 

35 

  

 

ġekil 13. 100-500 nM konsantrasyonlarda 48 saat flavopiridol uygulanan MDA-MB-

231 ve BT-549 hücrelerinde  hücre canlılık oranı.  A) 48 saat flavopiridol ile 

muamele edilen hücrelerde 300, 500, 1000 nM dozlarda, kontrol hücrelere kıyasla 

IC50 oranında azalma bulundu (**p<0.05; ****p<0.0001). B)  48 saat flavopiridol 

ile muamele edilen hücrelerde 200, 300, 500 nM dozlarda, kontrol hücrelere kıyasla 

IC50 oranında azalma bulundu  (*p<0.05; **p<0.001).  

 

MTS analiz sonuçlarımıza göre 24 saat 10 µM konsantrasyonda DOX uygulanan 

hücrelerde, her iki hücre hatında %50‟ye yakın hücre canlılığı olduğu bulundu. Her 

iki hücre hattında 24 saat 500 nM flavopiridol uygulanan hücrelerde, hücrelerin 

yaklaĢık olarak %65‟e yakın oranda hücre canlılığı olduğu bulundu. Bu yüzden DOX 

ve flavopiridol ile kombinasyonunun etkisini analiz etmek için 24 saat 10µM DOX 

ve 24 saat 500nM flavopiridol konsantrasyonları uygun bulundu. 

MDA-MB-231 ve BT-549 hücreleri, DOX ve flavopiridol kombinasyonunun hücre 

canlılığına etkisini incelemek için 10 µM DOX ve 500 nM flavopiridol ile tek baĢına 

ve aynı konsantrasyonlarda kombinasyon olarak  24 saat muamele edildi. Analiz 

sonuçlarımıza göre, kontrol hücrelerine kıyasla D+F kombinasyonun tek baĢına 

DOX ve tek baĢına flavopiridol uygulanan hücrelere göre hücre canlılığının önemli 

oranda azaldığı bulundu  (ġekil 15). Ayrıca sonuçlarımız, D+F kombinasyonunun 

her iki hücre hattında da tek baĢına DOX ve flavopiridol kullanımına göre daha etkili 

olduğu bulundu (ġekil 15). 
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ġekil 14. MDA-MB-231 ve BT-549 hücrelerinde 10 µM DOX, 500 nM flavopiridol 

ve aynı konsantrasyonlarda kombinasyonun hücre canlılığına oranı. A) MDA-MB-

231hücrelerinde 10 µM DOX, 500 nM Flavopiridol ve 10 µM DOX+500 nM 

Flavopiridol kombinasyonu ile 24 saat muamelesi sonucu, kontrole kıyasla %45-75 

oranlarında azalma bulundu (****p<0.0001). D+F kombinasyonu uygulanan 

hücrelerde, 10 µM DOX ve 500 nM flavopiridole kıyasla hücre proliferasyonunda 

azalma bulundu (***p<0.009; ****p<0.0001). ( B) BT-549 hücrelerinde 10 µM 

DOX, 500 nM flavopiridol ve 10 µM DOX+500 nM Flavopiridol kombinasyonu ile 

24 saat muamele edilen hücrelerde kontrole kıyasla hücre proliferasyonunda %35-75 

oranında azalma bulundu (**p<0.05; ***p<0.005; ****p<0.0001). D+F 

kombinasyonu uygulanan hücrelerde, 10 µM DOX ve 500nM flavopiridol uygulanan 

hücrelere göre hücre proliferasyonunda azalma bulundu  (**p<0.005; ***p<0.003).  

(FP:Flavopiridol, D+F: DOX ve Flavopiridol kombinasyonu). 

 

4.2. DOX, flavopiridolün ve kombinasyonun MDA-MB-231 ve BT-549 kanseri 

hücrelerinin  koloni oluĢumuna etkisi 

MDA-MB-231 ve BT-549 hücreleri 2 ml medyum içeren 6 kuyucuklu plakaların 

herbir kuyucuğuna 1500 hücre olacak Ģekilde ekildi ve DOX için 25, 50, 100, 250, 

500 nM konsantrasyonlarda, flavopiridol için 50, 100, 300, 500, 600 nM 

konsantrasyonlarda muamele edildi. Muamelesiz kontrol hücreleri kuyucuğun 

tabanını yaklaĢık %85-90 oranında doldurduğunda kültür sonlandırıldı. Daha sonra 

DOX ve flavopiridol maddelerinin kontrole kıyasla %50 azalma görülen dozları ile 

kombin muamelesi yapıldı. MDA-MB-231 hücreleri için uygun bulunan dozlarda, 

50nM DOX ve 100nM flavopiridol, tek baĢına ve aynı konsantrasyonlarda 

kombinasyon olarak muamele edildi. BT-549 hücreleri için uygun bulunan dozlarda, 

25nM DOX ve 50nM flavopiridol, tek baĢına ve aynı konsantrasyonlarda 

kombinasyon olarak muamele edildi. MDA-MB-231 hücrelerinde 50nM DOX 
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uygulanan ve 100nM flavopiridol  uygulanan hücrelerde yaklaĢık %50 oranında 

koloni oluĢumunda azalma bulundu. %50 oranında azalma gösteren konsantrasyonlar 

sonrasında artan konsantrasyonlarda koloni oluĢumu bulunmadı. BT-549 

hücrelerinde 50nM DOX ve 50nM Flavopiridol uygulanan hücrelerde yaklaĢık %50 

oranında koloni oluĢumunda azalma bulundu. %50 oranında azalma gösteren 

konsantrasyonlar sonrasında artan konsantrasyonlarda koloni oluĢumu bulunmadı. 

Her iki hücre hattında da D+F kombinasyon uygulamasında, kontrol, 10 µM DOX ve 

500 nM flavopiridol uygulamasına kıyasla koloni oluĢumunda azalma bulundu (ġekil 

15, 16).  
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ġekil 15. MDA-MB-231 hücresinin 25-500nM artan konsantrasyonlarda DOX, 50-

600nM artan konsantrasyonlarda flavopiridol ve kombinasyon uygulaması sonucu 

koloni sayısı. A) MDA-MB-231 hücresi 25-500 nM artan konsantrasyonlarda DOX 

muamelesi sonucu koloni oluĢumunda, muamelesiz kolonilere kıyasla tüm dozlarda 

azalma bulundu  (****p<0.0001). B) MDA-MB-231 hücresi 50-600 nM artan 

konsantrasyonlarda flavopiridol muamelesi, muamelesiz hücrelere kıyasla tüm 

dozlarda koloni oluĢumunda sayısında azalma bulundu  (**p<0.05; ****p<0.0001).  

C) MDA-MB-231 hücrelerinde 10µM DOX, 500nM flavopiridol ve aynı 

konsantrasyonlarda kombinasyonlarının 24 saat muamelesi sonucu kontrole kıyasla 

koloni oluĢumunda azalma bulundu  (****p<0.0001).  D+F kombinasyonu 

uygulanan hücrelerde 10µM DOX ve 500nM flavopiridol uygulanan hücrelere 

kıyasla koloni oluĢumunda azalma bulundu (****p<0.0001).  (FP:Flavopiridol, D+F: 

DOX ve Flavopiridol kombinasyonu).  
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ġekil 16. BT-549 hücresinin 25-500nM artan konsantrasyonlarda DOX, 50-600nM 

artan konsantrasyonlarda flavopiridol ve kombinasyon uygulaması sonucu koloni 

sayısı. A) BT-549 hücresi 25-500 nM konsantrasyonlarda DOX ile muamele edildi 

ve muamelesiz kolonilere kıyasla 50 nM ve sonrasındaki dozlarda azalma görüldü 

(ns:non-significant; ***p<0.0005). B) BT-549 hücresi 50-600 nM 

konsantrasyonlarda flavopiridol ile muamelesi sonucu tüm dozlarda azalma görüldü 

(***p<0.0005). C) BT-549 hücrelerinde 10µM DOX, 500nM flavopiridol ve aynı 

konsantrasyonlarda kombinasyonlarının 24 saat muamelesi sonucu kontrole kıyasla 

koloni oluĢumunda azalma bulundu  (***p<0.0003; ****p<0.0001).  D+F 

kombinasyonu uygulanan hücrelerde 10µM DOX ve 500nM flavopiridol uygulanan 

hücrelere kıyasla koloni oluĢumunda azalma bulundu (****p<0.0001).  

(FP:Flavopiridol, D+F: DOX ve Flavopiridol kombinasyonu). 
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4.3. DOX, flavopiridolün ve kombinasyonun MDA-MB-231 ve BT-549 kanseri 

hücrelerinin  hücre döngüsü evrelerine  etkisi 

MDA-MB-231 ve BT-549 hücrelerinin DOX ve flavopiridol maddelerinin ayrı ayrı 

ve kombin olarak muamelesi sonucu hücre döngüsü analizleri yapıldı. 25cm²‟lik 

flasklara yaklaĢık 550.000 hücre ekildi, 24 saat süreyle 10 µM DOX ve 500 nM 

flavopiridol ve aynı konsantrasyonlarda kombinasyonları ile 24 saat muamele edildi. 

Ġnkübasyon sonrası toplanan hücreler sayıldı, kit içeriğine uygun Ģekilde  boyandı ve 

eĢit sayıdaki örnekler Muse cihazında ölçüm yapıldı. MDA-MB-231 hücre hattında 

kontrol hücrelere kıyasla, 10 µM DOX ve 500 nM Flavopiridol ve aynı 

konsantrasyonlarda kombin uygulanan hücrelerin, G0/G1 fazında yaklaĢık %15 

oranında daha fazla tutulduğu bulundu. Kombinasyon uygulamasına kıyasla DOX ve 

flavopiridol uygulanan hücrelerde fark bulunmadı. BT-549 hücrelerinde kontrol 

hücrelere kıyasla, 10 µM DOX ve 500 nM Flavopiridol ve aynı konsantrasyonlarda 

kombinasyonu uygulanan hücrelerin, G0/G1 ve G2/M evrelerinde yaklaĢık %10 

oranında daha fazla tutulduğu bulundu. Ayrıca kombinasyon olarak uygulanan 

hücrelerin DOX ve flavopiridole kıyasla G2/M evresinde tutulmasında anlamlı bir 

artıĢ olduğu bulundu (ġekil 17, 18).  
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 Kontrol             DOX(10µM) Flavopiridol(500nM) D(10µM)+F(500nM) 
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ġekil 17. MDA-MB-231 hücrelerinin 10µM DOX, 500nM flavopiridol ve aynı 

konsantrasyonlarda kombinasyonları ile muamelesi sonucu hücre döngüsü oranı. 

MDA-MB-231 hücreleri 10 µM DOX, 500 nM flavopiridol ve aynı 

konsantrasyonlarda kombinasyonları ile muamelesi sonucu muamelesiz hücrelere 

göre G0/G1 evresinde artıĢ bulundu (**p<0.05; ***<0.0006), S evresinde değiĢim 

olmadı ve G2/M evresinde azalma bulundu  (***p<0.0001; ****p<0.0001). D+F 

kombinasyonu uygulanan hücrelerde DOX ve flavopiridole göre G0/G1, S ve G2/M 

evrelerinde anlamlı bir fark bulunmadı. (FP:Flavopiridol, D+F: DOX ve Flavopiridol 

kombinasyonu). 
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          Kontrol                        DOX(10µM)        Flavopiridol(500nM)        D(10µM)+F(500nM) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ġekil 18. BT-549 hücrelerinin 10µM DOX, 500nM flavopiridol ve aynı 

konsantrasyonlarda kombinasyonları ile muamelesi sonucu hücre döngüsü oranı. BT-

549 hücreleri 10 µM DOX, 500 nM flavopiridol ve aynı konsantrasyonlarda 

kombinasyonları ile muamelesi sonucu muamelesiz hücrelere göre G0/G1 evresinde 

azalma bulundu (*p<0.05; **<0.003), S evresinde değiĢim olmadı ve G2/M 

evresinde artıĢ bulundu  (**p<0.003; ***p<0.0001; ****p<0.0001).  D+F 

kombinasyonu uygulanan hücrelerde DOX‟e kıyasla G0/G1evresinde azalma 

bulundu, flavopiridole kıyasla anlamlı bir fark bulunmadı (*p<0.05). D+F 

kombinasyonu uygulanan hücrelerde G2/M evresinde DOX ve flavopiridole kıyasla 

anlamlı bir artıĢ bulundu  (*p<0.05). (FP:Flavopiridol, D+F: DOX ve Flavopiridol 

kombinasyonu). 

 

4.4. DOX, flavopiridolün ve kombinasyonun MDA-MB-231 ve BT-549 kanseri 

hücrelerinde  apoptoza etkisi 

MDA-MB-231 ve BT-549 hücrelerinin DOX ve flavopiridol maddelerinin tek baĢına 

ve kombinasyon olarak muamelesi sonucu erken ve geç apoptoz (total apoptoz) 

oranlarının analizleri yapıldı. Bunun için, 96 kuyucuklu plakalara ekilen ve 24 saat 

10 µM DOX,  500 nM flavopiridol ile ve aynı konsantrasyonlarda DOX ve 

flavopiridol kombinasyonu ile muamele edilen hücrelerde Annexin V kiti 
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kullanılarak  flow sitometride  ölçüm yapıldı. MDA-MB-231 hücrelerinde kontrol 

hücrelere kıyasla, 10 µM DOX,  500 nM flavopiridol ile ve aynı konsantrasyonlarda 

kombinasyon uygulaması sonucu apoptoz oranında artıĢ bulundu. Ayrıca D+F 

kombinasyonu uygulanan hücrelerde DOX ve flavopiridole kıyasla apoptozun arttığı 

bulundu. Bu artıĢ kontrol hücrelere göre D+F kombinasyonunda %90 oranında 

bulundu. BT-549 hücrelerinde kontrol hücrelere göre DOX ve flavopiridolde apoptoz 

oranında anlamlı bir fark bulunmadı. Kontrol hücrelere kıyasla D+F kombinasyonu 

uygulanan hücrelerde yaklaĢık %25 oranında apoptozda artıĢ bulundu (ġekil 19, 20).  

             Kontrol           DOX(10µM)                 Flavopiridol(500nM)       D(10µM)+F(500nM) 

 

 

ġekil 19. MDA-MB-231 hücrelerinin 10µM DOX, 500nM flavopiridol ve aynı 

konsantrasyonlarda kombinasyonları ile muamelesi sonucu total apoptoz oranı. 

MDA-MB-231 hücreleri 10 µM DOX, 500 nM flavopiridol ve aynı 

konsantrasyonlarda kombinasyonları ile muamelesi sonucu muamelesiz hücrelere 

kıyasla total apoptoz oranında artıĢ bulundu  (*p<0.05; ***p<0.001; ****p<0.0001). 

D+F kombinasyonu uygulanan hücrelerde, DOX ve flavopiridole göre apoptoz 

oranında anlamlı bir artıĢ bulundu  (**p<0.01). (FP:Flavopiridol, D+F: DOX ve 

Flavopiridol kombinasyonu). 
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        Kontrol   DOX(10µM)         Flavopiridol(500nM)         D(10µM)+F(500nM) 

 

 

ġekil 20. BT-549 hücrelerinin 10µM DOX, 500nM flavopiridol ve aynı 

konsantrasyonlarda kombinasyonları ile muamelesi sonucu total apoptoz oranı. BT-

549 hücreleri 10 µM DOX, 500 nM flavopiridol ve aynı konsantrasyonlarda 

kombinasyonları ile muamelesi sonucu muamelesiz hücrelere kıyasla D+F 

kombinasyonunda apoptoz oranında artıĢ görüldü (*p<0.05). Kombinasyon 

uygulanan hücrelere kıyasla 10µM DOX ve 500nM flavopiridol örneklerinde DOX 

için azalma bulundu, flavopiridolde bir fark bulunmadı  (**p<0.007). 

(FP:Flavopiridol, D+F: DOX ve Flavopiridol kombinasyonu). 

4.5. DOX, flavopiridolün ve kombinasyonun MDA-MB-231 ve BT-549 kanseri 

hücrelerinde FOXM1/MAPK/RAS/NFkB  sinyal yolağına etkisi 

MDA-MB-231 ve BT-549 hücrelerinde 10 µM DOX, 500 nM flavopiridol ve aynı 

konsantrasyonlarda kombinasyonu ile muamelesi sonucu 

FOXM1/MAPK/RAS/NFkB sinyal yolağı proteinlerinin ekspresyon seviyeleri analiz 

edildi. MDA-MB-231 hücrelerinde, kontrol hücrelere kıyasla DOX, flavopiridol ve 

D+F kombinasyonlarında, FOXM1, MAPK, RAS ve NFkB onkogen proteinlerde ve 

ayrıca C-PARP ve PARP1‟de azalma bulundu. D+F kombinasyonu uygulanan 

hücrelerde, DOX ve flavopiridole kıyasla FOXM1, MAPK, RAS ve NFkB onkogen 

proteinlerin ekspresyonlarında %70-90 oranlarında azalma bulundu. DOX ve 
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flavopiridolün tek baĢına uygulandığı hücrelere kıyasla D+F kombinasyonu 

uygulanan hücrelerde C-PARP ve PARP1 protein ekspresyon seviyelerinde azalma 

ile sonuçlandı. BT-549 hücrelerinde, kontrol hücrelere kıyasla DOX, flavopiridol ve  

kombinasyonlarında, FOXM1 ve NFkB protein ekspresyonlarında azalma bulundu. 

Ayrıca D+F kombinasyonundaki azalma her iki protein ekspreyon seviyesinde de 

DOX ve flavopiridole kıyasla daha belirgin olarak bulundu (ġekil 21, 22).  
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ġekil 21. 10µM DOX, 500 nM Flavopiridol ve aynı konsantrasyonlarda 

kombinasyonları ile muamele edilen MDA-MB-231 hücrelerinde protein ekspresyon 

seviyeleri. A) 10 µM DOX ve  500 nM Flavopiridol ve aynı konsantrasyonlarda 

kombinasyonları ile muamele edilen MDA-MB-231 hücrelerinin protein 

seviyelerinin western blot görüntüleri. B) MDA-MB-231 hücrelerinde 10 µM DOX, 

500 nM flavopiridol ve aynı konsantrasyonlarda kombinasyonlarında FOXM1 

proteini ekspresyon seviyesinlerinde ciddi oranda azalma görüldü (****p<0.0001).  

D+F kombinasyonu uygulanan hücrelerde, 10µM DOX ve 500nM flavopiridol 

örneklerine kıyasla azalma bulundu (***p<0.0006; ****p<0.0001).  C) MDA-MB-

231 hücrelerinde 10 µM DOX, 500 nM flavopiridol ve aynı konsantrasyonlarda 

kombinasyonlarında MAPK(ERK1/2) proteini ekspresyon seviyesinde azalma 

görüldü (*p<0.05; **P<0.05; ****P<0.0001). D+F kombinasyonu uygulanan 

hücrelerde, 10µM DOX ve 500nM flavopiridol örneklerine kıyasla azalma bulundu 

(*p<0.02; ****p<0.0001). D) MDA-MB-231 hücrelerinde 10 µM DOX, 500 nM 

flavopiridol ve kombinasyonlarında RAS proteini ekspresyon seviyelerinde azalma 

görüldü (**p<0.05; ****p<0.0001). D+F kombinasyonu uygulanan hücrelerde, 

10µM DOX ve 500nM flavopiridol örneklerine kıyasla azalma bulundu 
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(***p<0.0002; ****p<0.0001). E) MDA-MB-231 hücrelerinde 10 µM DOX, 500 

nM flavopiridol ve aynı konsantrasyonlarda kombinasyonlarında NfkB protein 

ekspresyonunda ciddi oranda azalma görüldü (****p<0.0001). D+F kombinasyonu 

uygulanan hücrelerde, 10µM DOX ve 500nM flavopiridol örneklerine kıyasla 

azalma bulundu (***p<0.0003; ****p<0.0001). F) MDA-MB-231 hücrelerinde 10 

µM DOX, 500 nM flavopiridol ve aynı konsantrasyonlarda kombinasyonlarında C-

PARP proteininde anlamlı bir azalma görüldü (**p<0.005;***p<0.0005; 

****p<0.0001). D+F kombinasyonu uygulanan hücrelerde, 10µM DOX ve 500nM 

flavopiridol örneklerine kıyasla azalma bulundu (****p<0.0001). G) MDA-MB-231 

hücrelerinde 10 µM DOX, 500 nM flavopiridol ve aynı konsantrasyonlarda 

kombinasyonlarında PARP1 protein ekspreyon seviyelerinde azalma görüldü 

(**p<0.005; ***p<0.0005; ****p<0.0001). D+F kombinasyonu uygulanan 

hücrelerde, 10µM DOX ve 500nM flavopiridol örneklerine kıyasla DOX‟de 

(***p<0.0005) ve flavopiridolde (***p<0.0007) azalma bulundu. (FP:Flavopiridol, 

D+F: DOX ve Flavopiridol kombinasyonu). 
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ġekil 22. 10µM DOX,  500  nM  Flavopiridol  ve  aynı   konsantrasyonlarda 

kombinasyonları  ile muamele edilen BT-549 hücrelerinde protein ekspresyon seviyeleri. 

A) 10 µM DOX ve  500 nM flavopiridol ile muamele edilen BT-549 hücrelerinin protein 

seviyelerinin western blot görüntüleri. B) BT-549   hücrelerinde flavopiridol   ve  DOX 

ile aynı konsantrasyonlarda kombinasyonları   ile muamelesi   sonucu   FOXM1   protein 

ekspresyonunda anlamlı bir fark bulunmadı. Kombinasyon uygulamasında DOX‟a 

kıyasla azalma bulundu, flavopiridole kıyasla bir fark bulunmadı (**p<0.0015). C)  BT-

549 hücrelerinde DOX, flavopiridol ve kombinasyon muamelesi sonucu MAPK protein 

ekspesyon seviyelerinde DOX‟de artıĢ, flavopiridol ve kombinasyonda azalma görüldü 

(*p<0.05; **p<0.005). Kombinasyon uygulamasında DOX‟a kıyasla azalma bulundu, 

flavopiridole kıyasla bir fark bulunmadı (***p<0.0002). D)  BT-549 hücrelerinde DOX, 

flavopiridol ve kombinasyon muamelesi sonucu RAS protein ekspresyon seviyelerinde  

DOX‟de anlamlı bir artıĢ ve flavopiridol ve kombinasyonda anlamlı bir azalma görüldü 

(***p<0.005). Kombinasyon uygulamasında DOX‟a kıyasla azalma bulundu, 

flavopiridole kıyasla bir fark bulunmadı (****p<0.0001). E) BT-549 hücrelerinde DOX,   

flavopiridol   ve   kombinasyon   muamelesi   sonucu   NfkB   protein   ekspresyon   

seviyelerinde DOX‟de   anlamlı   bir   değiĢiklik   olmadı,   flavopiridol   ve   

kombindasyonda   anlamlı   bir   azalma   görüldü (***p<0.0005). Kombinasyon 

uygulamasında DOX ve flavopiridole kıyasla anlamlı bir azalma bulundu (*p<0.4; 

****p<0.0001). F)  BT-549   hücrelerinde   DOX,   flavopiridol   ve   kombinasyon 

muamelesi   sonucu   C-PARP   protein   ekspresyon   seviyelerinde   anlamlı   bir   

değiĢiklik   bulunmadı (**p<0.005;  ***p<0.0005). Kombinasyon uygulamasında 

DOX‟a kıyasla azalma bulundu, flavopiridole kıyasla artıĢ bulundu (*p<0.2; **p<0.004). 

G)  BT-549  hücrelerinde  DOX,  flavopiridol ve kombinasyon  muamelesi sonucu   

PARP-1 ekspresyon seviyelerinde DOX‟de artıĢ, flavopiridol ve kombinasyonda  

anlamlı bir azalma görüldü (**p<0.005). Kombinasyon uygulamasında DOX‟a kıyasla 

azalma bulundu, flavopiridole kıyasla artıĢ bulundu (*<0.2; ***p<0.0002). 

(FP:Flavopiridol, D+F: DOX ve Flavopiridol kombinasyonu). 
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5. TARTIġMA VE SONUÇ  

Meme kanseri, dünya çapında kanser ölümlerinin önemli bir nedenidir ve kadınlarda 

en sık görülen kanserdir. TNBC, östrojen reseptörü, progesteron reseptörü ve HER2 

reseptörünün ekspresyonunun yokluğu ile karakterizedir. Tüm meme kanserlerinin 

yaklaĢık %15'ini oluĢturan TNBC, endokrin tedaviye ve moleküler hedefe yönelik 

tedaviye duyarlı değildir (Thomas ve ark., 2021; Wu ve ark., 2021).Bu yüzden, son 

derece yüksek ilaç direnci, hızlı ve kötü prognozu ve net terapötik hedeflerin 

olmamasından dolayı bugüne kadar FDA (ABD Gıda ve Ġlaç Dairesi) ve EMA 

(Avrupa Ġlaç Ajansı) tarafından TNBC'li hastalar için güvenilir bir tedavi henüz 

onaylanmamıĢtır (Sabit ve ark., 2020).  Diğer taraftan tümör hücrelerinde 

kemoterapiye karĢı ilaç direnci geliĢir ve üstelik kemoterapi tümörlü olmayan sağlık 

hücreler için de toksik etki gösterir ve hastayı riske atan birçok olumsuz yan etkilere 

yol açar. Bu nedenle, metastatik meme kanser hastalarının tedavisinde 

kemoteröpatiklerin kullanımında da zorlanılmakta ve bu zorlukların üstesinden 

gelmek için alternatif daha güvenli ve etkin yeni tedavi seçeneklerinin 

geliĢtirilmesine acil ihtiyaç duyulmaktadır (Yuan ve ark., 2016; Wang ve ark., 2021; 

de Sousa Cunha ve ark., 2019; Shen ve ark., 2020).  

DOX, çeĢitli tümörler için antikanser ajanı olarak yaygın olarak kullanılan bir 

antrasiklindir. Tümör hücrelerinde DNA hasarına neden olarak DNA replikasyonunu 

ve transkripsiyonunu engeller ve mitoz bölünmeyi önler.  Ancak klinikte yaygın 

kullanılmasına rağmen, toksik olup normal dokulara da zarar verir, bu nedenle tedavi 

sırasında ve sonrasında hastaların yaĢam kalitesini olumsuz yönde etkiler. Ayrıca, 

tümör hücrelerinde DOX‟a karĢı direncin geliĢmesi tedaviyi zorlaĢtırmaktadır.  

Sitotoksisitesinden dolayı DOX‟un direncin üstesinden gelmek için DOX dozunu 
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artırmanın imkansız olduğu vurgulanmıĢtır. Dolayısıyla, metastatik meme kanser 

hastalarının tedavisinde kullanılmasına rağmen,  ilaç direnci ve kardiyotoksisiteye 

neden olduğu için DOX kullanımında  zorlanılmaktadır. Bu nedenle, DOX yan 

etkilerini ve ayrıca direncini azaltmak için yeni stratejilere ve araĢtırmalara ihtiyaç 

vardır. 

Doğal ürünler daha güvenli, daha ulaĢılabilir, daha ucuz ve daha düĢük toksik 

etkilere sahip bileĢiklerdir. Bu nedenle, kanser hastalarının tedavisi için günümüzde 

birçok araĢtırma, mevcut kemoterapi ilaçların yerine daha az yan etkisi olan doğal 

bileĢiklerle kullanılmasına odaklanmıĢtır. (Ezzati ve ark., 2020; Kumar ve ark., 2019; 

Madamsetty ve ark., 2022).  Doğal bileĢiklerden olan Flavonoidlerin kullanımı tümör 

hücreleri için, kemoterapötik ilaçlara karĢı duyarlılığı arttıran, kemorezistans 

insidansını geciktiren ve proliferatif sinyal yolaklarını baskılayan anti-karsinojenik 

aktiviteleri nedeniyle ilgi çekici bir yaklaĢım haline gelmiĢtir. Yarı sentetik bir 

Flavonoid olan Flavopiridol klinik araĢtırmalarda test edilen ilk CDK inhibitörü 

olarak tanımlanmıĢ (Bisol ve ark., 2019; Zhang ve ark., 2021) ve kanser hücreleri 

için antiproliferatif özelliğinin yanı sıra çoklu antitümör etkilerinin olduğu 

gösterilmiĢtir.   

Ġnsan meme kanseri hücrelerinde, Flavopiridol apoptoz ailesinin ve B hücre lenfoma-

ekstra büyük (Bcl-XL) gibi antiapoptotik proteinlerin ekspresyonunu azaltarak ve 

proapoptotik proteinlerin ekspresyonunu artırarak apoptozu indüklediği gösterilmiĢtir 

(Wang ve ark., 2017). Flavopiridolün, insan küçük hücreli olmayan akciğer 

karsinomu hücrelerinde (Keith ve ark., 1997),  kolon kanserinde (Motwani ve ark., 

2001), gastrointestinal kanserde (Jung ve ark., 2001) ve meme kanserinde (Wall ve 

ark., 2003; Motwani ve ark., 1999) apoptozu indüklediği gösterilen paklitaksel, 

docetaxel, gemsitabin ve DOX gibi kemoterapilerin etkinliğini güçlendirgi 

bildirilmiĢtir. Hatta, preklinik araĢtırmalarda, flavopiridolün, osteosarkom DOX‟in 

etkilerini güçlendirdiği gösterilmiĢtir. Osteosarkom hücrelerinde in vitro Ģartlarda 

yapılan deneyler, DOX ve flavopiridol kombinasyonlarının, tek ajan DOX‟den veya 

flavopiridolden daha etkili olduğunu ve koloni oluĢturma deneylerinde de, tek baĢına 

DOX veya flavopiridol ile karĢılaĢtırıldığında,  kolonilerin test edilen tüm 

kombinasyonlarda önemli ölçüde azaldığını ortaya koymuĢtur (Luke ve ark., 2012). 

Meme kanser hücre hattı olan MCF- 7 hücreleri ile yapılan bir çalıĢmada da, 
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flavonoidlerin mevcut tedavilerin etkinliğini arttırdığına dair veriler elde edilmiĢtir 

(Seo ve ark., 2017). In vivo hepatoselüler karsinom (HCC ) modelinde DOX ve 

flavopiridol kombinasyonunun sinerjistik bir anti-tümör etkisine sahip olduğu 

gösterilmiĢtir. Flavopiridolün, NDRG1 ekspresyonunun baskılanması yoluyla 

apoptozu indükleyerek ve hücre proliferasyonunu azaltarak DOX‟e dirençli HCC 

hücrelerine etkili bir adjuvan tedavi olabileceğini göstermiĢlerdir. (Luke ve ark., 

2012). Flavopiridol ve ardından DOX tedavisinin, diğer sıralı tedavilere kıyasla Rb-

negatif ksenograft modellerinde tümör büyüme kontrolü ve hayatta kalma avantajı 

sağladığı gösterilmiĢtir (Budak Alpdogan ve ark., 2009). Kwak ve ark., 2015 yılında 

DOX ve flavopiridolün kombinasyon tedavisinin bir in vivo HCC fare modelinde 

sinerjik bir anti-tümör etkisine sahip olduğunu, artan apoptoz ve HCC tümör 

hücrelerinin proliferasyonunun azaldığını göstermiĢtir. Bu verilerden dolayı 

çalıĢmamızda DOX‟in etkiliğini artırmak ve yan etkilerini azaltmak için DOX ve 

flavopiridol kombinasyon kullanımının TNBC hücrelerinin kanserojenik özelliklerini 

baskılmak için etkili olabileceği düĢünüldü ve flavopiridol ve DOX 

kombinasyonunun hücrelerin proliferasyonuna, koloni oluĢumuna ve apopitoz 

oranına etkisi araĢtırıldı.  

Sunulan çalıĢmada, 24 saat boyunca 500 nM flavopiridol ve 10 µM DOX 

kombinasyonun uygulandığı iki farklı TNBC hücrelerinde hem kontrol hücrelerine 

göre hemde DOX ve flavopiridolün ayrı ayrı uygulandığı hücrelere göre, hücre 

canlılığının azaldığı, apoptoz oranın arttığı, MDA-MB-231 için 50 nM DOX, 100 

nM Flavopiridol konsantrasyonda ve BT-549 için 50 nM DOX ve 50 nM 

Flavopiridol konsantrasyonlarında koloni oluĢumunun önemli oranda  baskılandığı 

bulundu. Bu verilerimiz doğal bileĢik olan flavopiridolün DOX ile birlikte 

kullanımının DOX‟un etkinliğini artırdığını gösterdi.  

DOX klinikte kapsamlı olarak kullanılmasına rağmen, DOX‟in anti-kanser moleküler 

mekanizmaları tam olarak aydınlatılamamıĢtır (Khalili-Tanha ve ark., 2021). DOX 

direnci ile çeĢitli genetik mutasyonlar ve epigenetik mekanizmalar ile 

iliĢkilendirilmiĢtir. Bunlar arasında, ABCB1 (Gottesman ve ark., 2002), ABCBG2 

(Patel ve ark., 1981) ve MRP1 (Kubiliute vd., 2021) gibi ABC taĢıyıcı aile 

üyelerindeki mutasyonların yanı sıra p53 (Khalili-Tanha ve ark., 2021) gibi DNA 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moghbeli%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=34425750
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moghbeli%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=34425750
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onarım faktörleri DOX direncinin baĢlıca nedenleri olarak kabul edilir. 

Ayrıca,  sinyal dönüĢtürücü ve transkripsiyon 3 aktivatörü (STAT3), Wnt, 

fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)/protein kinaz B (Akt), rapamisinin memeli 

hedefi (mTOR) gibi tümör teĢvik edici yollakların aktivasyonunun (Sumarpo ve ark., 

2020; Ai ve ark., 2008; Gao ve ark., 2020), fosfataz ve tensin homoloğu (PTEN) ve 

Bax gibi tümör baskılayıcı yolakların inhibisyonunun DOX‟a karĢı direnci tetiklediği 

gösterilmiĢtir (Shati A.A., 2020; Yu ve ark., 2020). Kemorezistansta epigenetik 

değiĢimlerinde rolü olduğuna dair kanıtlar da vardır (Calcabrini ve ark., 2020; 

Jamialahmadi ve ark., 2021). Buna ragmen, yeni moleküler yolakların 

tanımlanmasının ve hedeflenmesinin, DOX direncinin üstesinden gelmeyi mümkün 

kılabileceği rapor edilmektedir (Li ve ark., 2020; Li ve ark., 2020).  

 

Forkhead Box-M1 (FOXM1) proteini, hücre döngüsünün ilerlemesinde ve hücre 

çoğalmasında önemli bir fonksiyona sahip olan bir transkripsiyon faktörüdür. 

FOXM1, solid tümörlerde, aĢırı eksprese edilen onkogenlerden biri olarak tanımlanır 

(Hamurcu ve ark., 2016; Hamurcu ve ark., 2017; 2019; 2021). Bizim tarafımızdan 

daha önce yapılan çalıĢmalarda da FOXM1‟in çeĢitli meme kanser hücre hatlarında 

normal epitel hücrelerine göre daha fazla ifade edildiği bulunmuĢtur (Hamurcu ve 

ark., 2016). Yapılan birçok çalıĢmada FOXM1‟in sadece kanserin baĢlamasında 

değil, aynı zamanda proliferasyon, invazyon, migrasyon, anjiogenezis, metastaz ve 

kemoterapiye direnç dahil olmak üzere tümorogenezisin birçok basamağında rol 

aldığı gösterilmiĢtir (Hamurcu ve ark., 2016; Hamurcu ve ark., 2017; 2019, 2021; 

Sabave ark., 2016). Ayrıca bizim daha önceki çalıĢmalarımız ilk kez agresif meme 

kanser hücrelerinde FOXM1‟in, otofajiyi düzenlediği, onkojenik yolaklar olarak 

bilinen FOXM1/Beclin-1/LC3/ otofaji, FOXM1/eEF2K ve FOXM1/Ġntegrin β1 

aksını düzenleyerek metabolik stres, hipoksi ve besin yoksunluğu altında tümör 

büyümesinin ilerlemesine katkıda bulunduğunu ispatlamıĢtır (Hamurcu ve ark., 

2016; Hamurcu ve ark., 2017; 2019). Diğer araĢtırmacılar tarafından da FOXM1'in 

RAS/ MAPK ve NFkB gibi birçok hücre içi sinyal yolağını indüklediği gösterilmiĢtir 

(Lee ve ark., 2016; Saba ve ark., 2016; Miyashita ve ark.,2015). Ayrıca, FOXM1‟in 

apopitozu baskıladığı, DNA tamirinde de görev alan genlerin ekspresyonunu artırdığı 

ve anti-kanser ajanlara karĢı hücrelerin direnç kazanmasına yol açtığı bulunmuĢtur 

(Wang ve ark., 2017; Ghandhariyoun ve ark., 2020; Saba ve ark.,2016). Bunlara 

https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/stat3
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/mammalian-target-of-rapamycin
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/mammalian-target-of-rapamycin
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/phosphatase
https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/tensin
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ilaveten, FOXM1‟in, meme kanseri hücrelerinin DOX'a karĢı dirençte anahtar rol 

oynadığı, FOXM1‟in inhibisyonunun meme ve diğer kanser hücrelerinde DOX‟a 

karĢı duyarlılığı önemli oranda artırdığı gösterilmiĢtir (Ghandhariyoun ve ark., 2020; 

Roh ve ark., 2018). Hatta, meme kanser hücrelerinde FOXM1‟e bağlı DOX 

direncinde, DNA hasarından korunmak ve DNA tamir genlerinin ekpresyonunu 

düzenlemek için NFkB‟nin FOXM1 ile etkileĢime girdiği gösterilmiĢtir (Park ve 

ark., 2012; Ghandhariyoun ve ark., 2020). NFkB kemoterapiye dirençte baĢlıca 

medyatörlerden biri olarak gösterilmiĢtir ve NFkB aktivasyonunu inhibe etmek için 

bir dizi farmakolojik stratejiler geliĢtirilmiĢtir. Ġn vitro ve in vivo deneyler NFkB 

baskılandığında DOX direncinin üstesinden gelinebileceğini öne sürmüĢtür (Mi J ve 

ark., 2008).  

Bu bilgiler ıĢığında çalıĢmamızda flavopiridol ve DOX kombinasyonunun DOX‟a 

karĢı geliĢtirilen dirençte etkili olan FOXM1, NFkB ve RAS, MAPK sinyal yolağına 

olası etkisi araĢtırıldı. Maharjan ve ark., DOX ve artan konsantrasyonlar ile morin 

kombinasyonunun MDA-MB-231 hücrelerinde FOXM1 sinyalini baskıladığını 

göstermiĢtir (Maharjan ve ark., 2023). Park ve ark., bir fare ksenograft modelinde 

meme kanseri hücrelerinde FOXM1 ekspresyonunun baskılanması sonucu hücrelerin 

DOX‟a karĢı duyarlı hale geldiklerini göstermiĢtir (Park ve ark., 2012). Kanserde 

yüksek oranda eksprese edilen geçici reseptör potansiyel kanalı melastatin 2 

(TRPM2) delesyonunun nöroblastoma hücrelerinde DOX ile tedavisi  S ve G2/M 

fazlarında hücre döngüsü ilerlemesini azaltırken aynı zamanda FOXM1 protein 

ekspresyonunu azalttığı gösterilmiĢtir (Hirschler-Laszkiewicz ve ark., 2022). Apelt 

ve ark., Wilms tümörü‟nde kötü prognozla iliĢkilendirilen FOXM1‟ın preoperatif 

DOX alan hastalarda  ekspresyonunun anlamlı derecede azaldığı bulmuĢtur (Apelt ve 

ark., 2016). 

Sunulan çalıĢmada ilk kez flavopiridolün ve DOX‟un FOXM1, NFkB ve 

RAS/MAPK sinyal yolağını baskıladığı bulundu. Flavopiridol  ve DOX 

kombinasyonunun uygulandığı iki farklı TNBC hücrelerinde hem kontrol hücrelerine 

göre hem de DOX ve flovopiridolün ayrı ayrı uygulandığı hücrelere göre FOXM1, 

NFkB ve RAS/MAPK sinyal yolağını önemli oranda baskıladığını gösterdi. Ayrıca 

flavopiridolün ve DOX‟un DNA tamir mekanizmasında rol oynayan PARP‟ın 

ekspresyonunun azaldığı bulundu. Flavopiridol  ve DOX kombinasyonunun 
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uygulandığı iki farklı TNBC hücrelerinde hem kontrol hücrelerine göre hem de DOX 

ve flavopiridolün ayrı ayrı uygulandığı hücrelere göre PARP‟ın ekspresyonunun 

azaldığı bulundu.  

Sonuç olarak literatürde ilk kez flavopiridolün FOXM1, NFkB ve RAS/MAPK 

sinyal yolağını baskılayarak hücrelerin çoğlamasını inhibe ettiğini ve apoptoz oranını 

artırdığını gösterdi. Ayrıca PARP‟ın ekspresyonunu baskılayarak hücrelerin 

apoptoza girmesine yol açabileceğini, hücrelerin G1 ve G2 evresinde bekletilmesini 

sağlayarak hücre çoğalmasını baskılayabileceğini ortaya çıkardı. Dolayısıyla 

flavopiridolün FOXM1, NFkB ve RAS/MAPK sinyal yolağını baskılayarak DOX‟un 

etkinliğini artırabileceğini düĢündürdü. Bu yüzden çalıĢmamızın sonuçları, in vivo 

Ģartlarda pre-klink çalıĢmaların yapılmasına ve bu kombinasyonun TNBC 

hastalarının tedavisinde kullanılan DOX‟un etkinliğini artırmak  için yeni alternatif 

bir yaklaĢım olarak değerlendirilmesine  öncülük edebileceği düĢünülmektedir. 
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