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ÖZET 

 

Malignant mezotelyoma (MM) özellikle asbeste uzun süre maruz kalma sonucu 

gelişen kötü huylu bir kanser türüdür. Sigara içmeye bağlı olarak gelişen akciğer 

kanseri ise ölüm nedenleri arasında dünya çapında ikinci sırada yer alır. Her iki 

hastalık da hem kemoterapotik hem de çok yönlü olarak gelişen tedavilere rağmen 

devam eden ciddi sağlık sorunlarındandır.  

Bu tez çalışmasında, geleneksel Çin tıbbında kullanılan ve bitkisel kaynaklı 

febrifugin analoğu olan halofuginon isimli maddenin MM ve akciğer kanserinde 

tedavi amaçlı kullanılabilirliği araştırılmıştır. Çalışmada ilk olarak halofuginonun 

mezotelyoma, MM ve akciğer kanseri hücrelerinde öncelikle hücre morfolojisine olan 

etkisi araştırılmıştır. Devamında aynı hücrelerin hücre canlılığına etkisi konsantrasyon 

bağımlı asit fosfataz deneyi ile incelenmiştir. Etkinliği belirlenen konsantrasyonlarla 

halofuginonun, JAK/ STAT, PI3K/ Akt ve MAPK yolaklarından klasik MAPK yolağı, 

JNK ve p38 MAPK yolaklarına etkisi araştırılmıştır.  

Halofuginon hücre canlılığı üzerinde konsantrasyon bağımlı olarak etki 

göstermiştir. Kanser hücrelerinin HF uygulamalarına kontrol hücrelerine göre daha 

hassas oldukları bulunmuştur. İlaveten HF kanser hücrelerinde JAK/ STAT ve 

ERK1/2 yolaklarını baskılarken, mezotelyal hücrede böyle bir etki gözlenmemiştir. 

Akt yolağında gözlenen değişim ise kanser hücrelerinde ardışık konsantrasyonlarda 

artışı yönündedir. Bunlarla birlikte çabuk baskılanması bağlamında akciğer kanseri 

hücresi, MM hücresinden daha hassas cevap vermektedir. İlaveten Halofuginon, p38 

protein fosforilasyonunda artış nedeninin apoptotik indüklenme ile bağlantılı 

olabileceği düşünülmektedir. Halofuginonun malignant mezotelyoma ve akciğer 

kanseri hücrelerine etkisiyle ilgili çalışmalar tarafımızca ilk kez yapılmıştır. 

Halofuginonun, bu hastalıkların tedavisinde kullanılmak üzere etken madde 

olabileceği düşünülmektedir. 

 

 

 

Anahtar Kelimeler: Halofuginon, Malignant Mezotelyoma, Akciğer Kanseri, 

Hücre Çoğalması, Sinyal Yolakları. 
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SUMMARY 

 

Malignant mesothelioma (MM) is a type of malignant cancer that develops as a 

result of long-term exposure to asbestos.  Lung cancer due to smoking is the second 

leading cause of death worldwide. Both diseases are still serious health problems 

despite both chemotherapeutic and multifaceted treatment. 

In this thesis, the use of halofuginone, a plant-derived febrifugin analogue used 

in traditional Chinese medicine, for treatment of MM and lung cancer was 

investigated. First, we investigated the effect of halofuginone on cell morphology in 

mesothelioma, MM and lung cancer cells. Subsequently, the effect of the same cells 

on cell proliferation was investigated by concentration dependent acid phosphatase 

assay. Halofuginone with effective concentrations of JAK/ STAT, PI3K/ Akt and 

MAPK pathway in the classical MAPK pathway, JNK and p38 MAPK pathways were 

investigated. 

Halofuginone showed a concentration dependent effect on cell viability. Cancer 

cells were found to be more sensitive to HF applications than control cell. In addition, 

HF inhibited JAK/ STAT and ERK1/ 2 pathways in cancer cells, whereas no such 

effect was observed in mesothelial cells. The change observed in the Akt pathway is 

the increase in consecutive concentrations in cancer cells. However, in the context of 

rapid repression, the lung cancer cell is more responsive than in the MM cell. In 

addition HF is thought to be associated with apoptotic induction due to an increase in 

p38 protein phosphorylation. Studies on the effect of halofuginone on malignant 

mesothelioma and lung cancer cells were made by us for the first time. It is thought 

that halofuginone may be the active ingredient for the treatment of these diseaes. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Keywords: Halofuginone, Malignant Mesothelioma, Lung Cancer, Cell 

Proliferation, Signaling Pathways. 
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1. GİRİŞ 

 

 Son yıllarda, kanser tedavisine yönelik olarak, özellikle bitkisel kaynaklı 

ilaçların üretimine önem verilmektedir. Bunun nedeni, bu moleküllerin doğal olarak 

anti-kanserojen özellikler göstermesidir. Halofuginon (HF), Dichroa febrifuga 

bitkisinden elde edilen bir maddedir. HF’nin bazı kanser hücrelerinde hücre 

döngüsünü durdurduğu, proliferasyonu azalttığı ve apoptoza yol açtığı bildirilmiştir. 

Bilindiği gibi, hücre sinyal ileti sistemlerindeki bozukluklar, hücrelerin kontrolsüz 

çoğalmasına ve baskılanmış apoptoza neden olmaktadır. Bu durumlar da hücreleri 

kanserleşme sürecine yönlendirmektedir. Bu nedenle, kanserli hücrelerdeki 

sinyallerinin irdelenmesi önemli ve gereklidir. HF’nin kolon kanseri hücrelerinde 

TGF-β bağımlı Smad yolağını ve AKT/ mTORC1 yolağını blokladığı bildirilmiştir. 

Diğer bir çalışmada HF’nin karaciğer kanseri hücrelerinde proliferasyonu inhibe ettiği 

bildirilmiştir. Bu kapsamda özellikle son yıllarda, Ras/ MAPK ve PI3K/ AKT 

yolaklarını hedefleyen moleküller ilaç geliştirilmesinde odak noktası olmuştur. Farklı 

çalışmalar var olsa da HF’nin sinyal yolaklarına ve moleküler mekanizmasına 

etkisinin malignant mezotelyoma (MM) ve küçük hücreli olmayan akciğer kanseri 

(NSCLC) hücrelerine ilişkin literatürde veriye rastlanılmamıştır. Bu çalışmada 

bilgilerimiz doğrultusunda HF’nin malignant mezotelyoma ve akciğer kanseri hücre 

proliferasyonu ve ilgili sinyal yolaklarına etkisi ilk kez bu proje sayesinde 

incelenmiştir. 

 

1.1. Tezin Amacı ve Katkısı 

 

Bu tez çalışmasında HF’nin MM (SPC212), mezotelyoma (MeT-5A), NSCLC 

(A549 ve H1299) canlılığı üzerine etkisi ile hücrelerin çoğalması, sağ kalımı, 

farklılaşması ve apoptoz gibi pek çok süreçte görev alan sinyal yolaklarına (STAT3, 

AKT, ERK1/ 2, SAPK/ JNK ve p38 kinaz) etkisinin araştırılması amaçlanmıştır.  

HF’nin hücre canlılığına etkisi morfolojik, fizyolojik ve protein düzeyinde 

incelenmiştir. Bu incelemeler yapılırken miroskobik analiz, sitotoksisite testi ve SDS-

PAGE/ Western blot teknikleri kullanılmıştır.  
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2. KANSER 

 

Önemli bir halk sağlığı sorunu olan kanser, dünyada ölüm nedenleri arasında 

ikinci sırada gelmektedir [1]. Doku seviyesinde çeşitli bir hastalık olması teşhisin 

zorluğunu ve tedavi sürecini de etkilemektedir [2]. Kanserin görülme sıklığı 

incelendiğinde erkek bireylerde daha çok prostat, akciğer ve bronş, kolon ve rektum, 

idrar kesesinde görülürken; kadınlarda meme, akciğer ve bronş, kolon ve rektum, tiroid 

kanserlerine daha yüksek oranda rastlanmaktadır. Çocuklarda ise kan kanseri, beyin 

ve lenf bezleriyle ilişkili kanerler en çok görülen kanser türleridir [2]. Kanserler, hücre 

büyümesini ve bölünmesini kontrol eden düzenleyici sisteme zarar veren somatik 

mutasyonların sonucu olarak gelişmektedir [3]. Kimyasal bileşikler ve gen 

mutasyonları kanser hücrelerinin oluşmasında belirgin bir role sahiptir. Kanserojen 

özelliklere sahip çevresel kimyasal maddeler, hücrelerin sitoplazmasını ve çekirdeğini 

doğrudan veya dolaylı olarak etkileyerek genetik bozukluklara ve mutasyonlara yol 

açar. Virüsler, bakteriler ve radyasyon ışınları, tüm kanserlerin yaklaşık %7’sini içeren 

diğer kanserojen faktörlerdir. Şekil 2.1’de belirtildiği gibi kanser, hücresel ilişkileri 

bozar ve hayati genlerin işlevsizliğine neden olur. Tümör baskılayıcı genlerin kaybı da 

kanserin nedenleri arasındadır [2].   

 

 
 

Şekil 2.1: Sağlıklı hücrenin ve kanser hücresinin çoğalması. 
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2. 1. Malignant Mezotelyoma 

 

Malignant mezotelyoma (MM), uzun süreli olarak asbeste maruz kalmış 

bireylerde görülen, plevra ve peritonu çevreleyen hücrelerden kaynaklanan kötü huylu  

bir kanser türüdür [4], [5]. Kadınlara oranla erkeklerde daha yaygın olan MM ilerleyen 

yaşlarda daha çok görülmektedir. Nefes darlığı (%90), yorgunluk (%36), kabızlık, 

terleme ve öksürük (%22) [6], bunların yanında kilo kaybı ateş, ses kısıklığı ve omuz 

ağrısı en yaygın görülen belirtilerindendir. MM, %80 oranında asbestos fiberlerinden 

kaynaklanmakla birlikte, simian virus 40 (SV40), radyasyon ve erionit minerali de 

neden olmaktadır [7], [8]. Yapılan moleküler çalışmalarda insanların ve hayvanların 

asbest kaynaklı tümör oluşumuna karşı genetik yatkınlığının olduğu bilinmektedir [9]. 

Ayrıca asbestin yoğun olduğu iş ortamlarında asbeste yönelik alınan önlemlerin 

artmasıyla mezotelyoma oranı düşerken, önlem alınmayan ortamlarda mezotelyoma 

ile karşılaşma durumunun aynı olduğu görülmüştür. Bununla birlikte mezotelyoma 

riskini taşıyanlar sadece çalışanların değil aile bireylerinin de bu risk altında olduğu 

belirtilmiştir [4]. Bu çalışma ortamlarına tekstil, tersane, izolasyon maddeleri, çatı 

kaplama maddeleri, yanmaz maddeler ve gaz maskesi imalatı gibi alanlar örnek 

verilebilmektedir. Asbest mineral lifleri ve tozlarının solunumuna bağlı akciğer 

hastalıkları, Türkiye’de önemli bir sağlık sorunudur. Hastalıkların yoğun olduğu 

bölgeler arasında Trakya’nın birkaç köyü, Kütahya, Afyon, Eskişehir, Konya, Çankırı, 

Yozgat, Sivas ve Diyarbakır bulunmaktadır. Yapılan tıbbi araştırmalarda asbest 

liflerinin iç ve dış ortam yoluyla solunması sonucu akciğer zarında kireçlenme ve 

kalınlaşma, su toplanması, MM’nin yanı sıra karın zarı kanserine neden olduğu da 

ortaya konmuştur [10]. Kapadokya köylerinde ise erionit ile ilgili hastalıklar daha çok 

görülmektedir [11]. Erionit lifleri fibröz bir yapı özelliğine sahip olup asbest liflerine 

göre çok daha güçlü karsinojendir. Türkiye ve Oregon'dan alınan erionit örnekleri ile 

yapılan çalışmada, örnekler farelere soluma yoluyla verilmiş, bunun sonucunda 

farelerde yüksek oranda MM oluşumu gözlenmiştir [12].  

 

2.2. Akciğer Kanseri 

 

Akciğer kanseri, kalp ve damar hastalıklarından sonra ölüm nedeni olarak ikinci 

sırada yer almaktadır. Akciğer kanserinin küçük hücreli akciğer kanseri (SCLC) ve 
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küçük hücreli dışı akciğer kanseri (NSCLC) olmak üzere iki çeşidi vardır. Bununla 

birlikte %85 ini NSCLC oluşturmaktadır [13]. Periferik veya dış alanlarda gelişim 

gösteren adenokarsinomlar, akciğerin merkezinde oluşan skuamöz hücreli 

karsinomlar ve akciğer dokusunun herhangi bir yerinde bulunabilen büyük hücreli 

karsinomlar olmak üzere 3 türü bulunmaktadır. Bunlar daha çok sigara içmeye bağlı 

olarak gelişmektedir. SCLC, NSCLC’den farklı olarak bronşlarda, göğsün ortasındaki 

hava yollarında başlar ve sigara içmeyen kişilerde nadiren görülmektedir. Yine SCLC, 

NSCLC’den daha hızlı bir şekilde diğer organlara yayılmaktadır. Belirtileri arasında 

MM’ye benzer olarak nefes darlığı, öksürük, göğüs ağrısı, kilo kaybı, yüz ve boyunda 

şişme sayılabilmektedir.  Araştırmalar, kanser vakalarının sigara içmeye bağlı olarak 

erkeklerde %90’dan fazla iken kadınlar arasında % 80'in üzerinde olduğunu 

göstermiştir [14]. Kanser hücrelerini öldürmek için hastalığın evresine bağlı olarak 

hastalara kemoterapi ve radyoterapi uygulanmaktadır. Cerrahi tedavi ve çok yönlü 

tedavisindeki ilerlemelere rağmen, akciğer kanseri halen dünya çapında kötü huylu 

hastalıklardan önde gelen ölüm nedenidir [15].  
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3. HÜCRE SİNYAL YOLAKLARI 

 

3.1. JAK/ STAT Sinyal Yolağı 

 

Janus Kinaz/ Sinyal Transdüserleri ve Transkripsiyon Aktivatörleri (JAK/ 

STAT) yolağının aktivasyonu, hücre çoğalmasını, farklılaşmasını, hücre 

migrasyonunu ve apoptozu düzenlemede görevlidir [16], [17], [18], [19]. 

 JAK ailesi memelilerde JAK1, JAK2, JAK3, TYK2 olmak üzere 4 üyeden 

oluşur [20].  Bunlardan üçü (JAK1, JAK2, TYK2) her yerde bulunurken, JAK3 

çoğunlukla hematopoietik hücrelerde bulunur [20]. STAT ailesi ise STAT1, STAT2, 

STAT3, STAT4, STAT5A, STAT5B ve STAT6 olmak üzere 7 üyeye sahiptir. STAT' 

lar, N- terminal alanında sarmal bobinli alan (CCD), DNA bağlama alanı (DBD), 

bağlayıcı bölge ve SH2/ tirozin aktivasyon alanı dahil olmak üzere yüksek ölçüde 

korunmuş bölgeleri olan ortak bir yapısal organizasyona sahiptir. N terminalin aksine 

karboksi- terminal transkripsiyonel aktivasyon alanı (TAD) oldukça farklıdır. N-

terminal alanı, tandem gama-aktive edilmiş bölge (GAS) elemanları, STAT'ların 

reseptör alanları ile etkileşimi ve nükleer translokasyon ile ilişkilidir. CCD, diğer 

sarmal proteinlerle spesifik etkileşimlere girer buna ek olarak, tirozin fosforilasyonu 

ve nükleer ihracat ile ilişkilidir [20]. 

Bir peptit ligandının (örneğin sitokin) ilgili homodimerik veya heterodimerik 

reseptörlere bağlanmasıyla JAK/ STAT sinyalleri başlar. JAK’lar, trozin kinaz 

aktivitesine sahip olduğu için bu aktiviteye sahip olmayan ve yüzeyde bulunan 

reseptörlerin ihtiyaç duyduğu proteinlerdir. Şekil 3.1’de de gösterildiği üzere sinyal 

molekülü reseptöre bağlanır ve oluşan dimer sitoplazmik kısımda bulunan JAK 

proteinine bağlanmış olur.  

Diğer bir deyişle reseptör oligomerizasyonu ve konformasyonel değişiklik 

sonucu yakın konuma gelen JAK’lar birbirlerini fosforilleyerek aktif hale gelirler. 

Aktive edilmiş JAK'lar daha sonra, sitokin reseptörlerinin fosforilasyonuna yol açarak 

STAT moleküllerinin o bölgelere bağlanması için çekim alanı oluşturur. STAT’lar bu 

bölgelere gelirler. STAT'ların Src homolog 2 (SH2) uçlarının bir başka STAT’ın 

fosfotrozin rezidüsüne bağlanabilme yeteneği vardır. Böylece iki STAT proteini 

fosfotirozin etkileşimleri yoluyla dimerleşirler ve reseptörden ayrılarak aktif hale 
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gelirler. Aktif hale gelen STAT'lar, hücre çekirdeğine geçer ve hedef genleri 

aktifleştirerek transkripsiyonu başlatır [19]. 

 

 
 

Şekil 3.1: JAK/ STAT yolağı. 

 

JAK/ STAT sinyal yolağında meydana gelen problemler kanser başta olmak 

üzere hematolojik hastalıklar, immün yetmezlik gibi durumlara neden olmaktadır. 

JAK/ STAT yolağı üyeleri olan STAT3 ve STAT5  birçok kanser hücresinde önemli 

derecede aktive olur [21], [22]. Kanser gelişimi ve ilerlemesine sebep olmakla birlikte 

hayatta kalmasına da neden olmaktadırlar. Bunlarla birlikte kanser hücrelerinde bu 

yolağın baskılanması, kanserin büyümesinin durmasını sağlayacağından dolayı bu 

yolağa hedefli olarak çalışılmaktadır [23], [24]. Bununla birlikte antikanserojen olarak 

önerilen Kukurbitakin B isimli maddenin prostat kanseri ile yapılan araştırmada ilgili 

maddenin JAK/ STAT yolağını baskıladığı, apoptozu uyardığı bildirilmiştir [25]. 

 

3.2. Fosfotidil Inositol Kinaz/ Protein Kinaz B (PI3K/ AKT) 

Yolağı 

 

Hücrenin çoğalması, hayatta kalması, hareketi ve invazyonu gibi süreçlerde rol 

oynayan önemli bir sinyal iletimi sistemi fosfotidilinositol 3 kinaz/ protein kinaz B 



7 
 

(PI3K/ AKT) yolağıdır [26]. PI3K enzimleri lipid kinazlar olarak fonksiyon gösterirler 

[27]. Bu enzimler hem reseptör tirozin kinazlar (RTK) hem de G- proteinle eşleşen 

reseptörler (GPRC) ile aktifleşebilirler.  

 

 
 

Şekil 3.2: PI3K/ Akt yolağı. 

 

PI3 kinaz, PIK3CA geninin kodladığı katalitik aktiviteye sahip olan p110 ve 

PIK3R1 geni tarafından kodlanan düzenleyici rol oynayan p85 proteinlerinden oluşan 

bir heterodimer yapı gösterir. GTP-Ras, doğrudan p110’a bağlanarak bu heterodimeri 

etkin hale getirir. Aktifleşen PI3K, hücre membranında inositol fosfolipitlerin 

fosforilasyonunu katalizler. Yani PI3K aktifleştiğinde fosfotidil inositol (4, 5) bisfosfat 

(PIP2)’ı inositol halkasının üçüncü pozisyonundan fosforile ederek fosfotidil inositol 

(3, 4, 5) trifosfat (PIP3)’a dönüştürür. Zarda oluşan PIP3, serin treonin kinaz olan AKT 

ve fosfoinositide bağımlı kinaz-1 (PDK1) için bir bağlanma hedefi haline gelir ve 

bunların aktivasyonundan sorumludur. AKT ve PDK1, yapılarındaki plektrin homoloji 

domaini aracılığı ile PIP3’e bağlanır. İki proteinin PIP3 aracılığı ile zara bağlanmasıyla 

PDK1 proteini, AKT’yi fosforilasyonla aktifleştirir (Şekil 3.2) [28], [29], [30]. 

Sonrasında ise AKT, hücre içinde hedefi olan çeşitli proteinlerin fosforilasyon ile 

aktifleşmesini sağlar [28]. Bunlardan biri kinaz aktivitesine sahip olan mTOR 

(mammalian target of rapamycin) proteinidir [31].  

Çok hücreli organizmaların embriyonik gelişimi, hücre yaşlanması gibi hayati 

süreçlerde rol oynayan ve programlı hücre ölümü olarak da bilinen apoptoz [32], [33], 

javascript:void(0);
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mitokondriyel yolak da denilen içsel ve dışsal olmak üzere iki ayrı sistem üzerinden 

devam eder. Mitokondriyel yolakta Bcl-2 ailesi görev almaktadır. Bu ise Akt’nin 

doğrudan etkin rol aldığı hücresel mekanizmalardan biridir. Hücrelerin sağ kalımında 

görevli olan bu yolak proteini, apoptozda işlev gören proteinlerle de bağlantı 

halindedir [34]. Akt, Bad, Bax ve Bim dahil olmak üzere proapoptotik Bcl-2 aile 

üyelerini fosforile eder ve inhibe eder [34] (Şekil 3.3). 

 

 
 

Şekil 3.3: Akt ve apoptotik proteinler arasındaki ilişki. 

 

Bad, programlı hücre ölümünü düzenleyen Bcl-2 ailesinin üyesidir. Bu ailenin 

üyelerinde Bax, Bad, Bid, Bak, Bok ve Bcl-XS isimli üyeleri apoptozu uyarırken, Bcl-

2 ve Bcl-XL ise apoptozu inhibe etmektedir. Pro-apoptotik proteinler sitokrom C’nin 

salınımı ile kaspaz aktivasyonu ve apoptozun uyarılması sağlanırken; anti-apoptotik 

üyeleri apoptozu baskılamaktadır. 

Bu sinyal iletiminin negatif düzenleyicisi olan fosfataz ve tensin homoloğu 

(PTEN) molekülünün işlevsiz hale gelmesi, PI3K sinyal iletim sistemini hücrede 

sürekli aktif hale getirir [35]. PI3K/ AKT yolunun bloke edilmesi, tümör hücrelerinin 

çoğalmasını ve büyümesini inhibe ederek onları programlanmış hücre ölümüne duyarlı 

hale getirebilmektedir [28]. EGF ve PDGF gibi bazı büyüme faktörlerinin PI3K yolunu 

uyarmalarında Ras, en az düzeyde etki gösterir. PI3K yolunun güçlü bir aktivatörü 

olan onkojenik Ras, bu yolu aktive ederek apoptozu baskılar. Ras ile birlikte PI3K/ 

AKT yolağı ile bağımlı tümörlerin oluşmaya başlamasında ve devamında; AKT’nin 
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aşırı aktivasyonu, p110’u kodlayan PIK3CA genindeki mutasyonlar, tümör baskılayıcı 

gen olan PTEN’in kaybı veya mutasyona uğraması neden olmaktadır [28]. 

 

3. 3. MAPK Yolakları 

 

 MAP kinazlar büyüme faktörleri ve mitojenler tarafından aktifleştirilen serin ve 

treonin kinazlardır. Ökaryotik hücrelerde bulunan bu proteinlerin görevi hücre 

membranından çekirdeğe bilgi taşımaktır. Bu sayede transkripsiyon faktörlerini aktif 

veya inaktif duruma gelmesiyle transkripsiyon tetiklenmiş olur. Hücre çoğalması, 

büyümesi, hayatta kalması ve apoptoz gibi süreçlerde görevli olan MAPK ailesi temel  

olarak ERK (Hücre dışı Sinyalle Düzenlenmiş Kinaz Ailesi), genetik veya çevresel 

stres durumlarında aktifleşen p38 MAP kinaz ailesi ve SAPK/ JNK (Stresle Aktifleşen 

Protein Kinazlar/ c-Jun NH2 Terminal Kinaz)  olmak üzere 3 alt grupta kategorize 

edilir [36]. Bu gruplardan p38 ve JNK daha çok hücre invazyonu, hayatta kalması ve 

ölümü ile ilgili durumlarda aktifleşirken, ERK yolağı ise büyüme, çoğalma ve 

farklılaşma gibi süreçlerde aktif rol oynamaktadır [37] (Şekil 3.4).  

 

 
 

Şekil 3.4: MAPK yolakları. 
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3. 3. 1. Klasik MAPK Yolağı 

 

Klasik MAPK yolağı, hücrenin büyümesi, çoğalması, farklılaşması ve apoptoz, 

gibi temel hücresel programları aktive eden bir sinyal sistemidir. Tüm ökaryotik 

hücrelerde ifade edilen MAPK’lar; MAPK kinaz kinaz (MKKK/ MAP3K), MAPK 

kinaz (MKK/ MAP2K) ve MAPK olmak üzere üç ana bileşen içermektedir [38], [39], 

[40].  

MAPK yolaklarının en çok çalışılmış olan proteini olan ERK [41] yolağı 

genellikle Ras’ın aktivasyonu ile başlar. Hücre membranının iç yüzeyine yerleşen Ras 

proteinleri; protein taşınmasını, gen ifadesini, hücre iskeletinin düzenlenmesini ve 

büyüme faktörlerinin sinyal iletimini düzenlerler. H-ras, N-ras ve K-ras olmak üzere 

de 3 alt türe sahiptir [3], [28], [42]. GTPaz aktivitesine sahip olan Ras proteini 21 kDa 

ağırlığına sahip monomerik bir G proteinidir. Ras’ın aktivasyonu ile birlikte, Ras 

efektörü olarak tanımlanmış ilk protein olan Raf, sinyalleri başlatır. ERK aktivasyonu, 

Raf ve MEK (MAP Kinaz veya ERK Kinaz) olmak üzere iki protein kinaz tarafından 

sağlanır. Böylece hücre içerisindeki pek çok proteini etkileyerek onların şekillerinin 

değişmesine ve fosforlanmasına yol açarak sinyal iletimini tetikler [31].  

 

 
 

Şekil 3.5: Ras’ın aktif ve inaktif durumları. 

 

Şekil 3.5’de ifade edildiği üzere Ras’ın GTP (Ras-GTP) bağlı formundan GTP 

hidrolizinin tetiklenmesiyle gama fosfat uzaklaştırılır ve GTP, GDP’ye dönüştürülmüş 

olur. Bu durumda GTP bağı G proteini etkisini kaybeder, sinyal iletimi kapalı konuma 

getirilir. Kapalı konuma getirilmesi ise GAP (GTPaz aktive edici protein)’lar ile 

gerçekleştirilir [3]. GEF (Guanin değişim faktörleri) proteinleri ise kapalı konumda 

olan Ras-GDP formu ile etkileşir ve GDP’nin uzaklaşarak yerine GTP bağlanmasını 

sağlamış olur. Aktif haldeki GTP-Ras, bir serin/ treonin kinaz olan Raf proteinini 
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fosforilleyerek aktive eder.  Bu sayede sistem yeniden açık hale gelerek etkin konuma 

getirilmiş olur [43].  

Şekil 3.6’da gösterildiği gibi Ras, alt akıştaki moleküllerden Raf (MAP3K)’ı, 

MAP3K da MAP2K'yı fosforilasyonla aktive eder ve o da, serin ve treonin 

kalıntılarından fosforillemek üzere ERK (MAPK)'i aktive eder [44]. Aktif olan 

MAPK, uygun biyolojik yanıtı yürüten protein fonksiyonunda ve gen ekspresyonunda 

değişiklikler meydana getirmek için sitozoldeki ve çekirdekteki transkripsiyon 

faktörlerinin aktivasyonunu sağlar [45].  

 

 
 

Şekil 3.6: Klasik MAPK yolağı. 

 

Ayrıca aktif hale gelen Raf-Ras-MEK-ERK sinyal iletimi, memeli hücre 

hatlarının onkogenik transformasyonu için yeterli olmakla birlikte benzer herhangi bir 

bozulması insanda kanserleşmeye yol açmaktadır [46]. Kanserin çeşitli aşamalarında 

önemli rol alan Raf-Ras-MEK-ERK iletimi hücrenin sağkalımını da sağlamaktadır. 

İnsan kanserlerinin yaklaşık %30’unun Ras proteinleri ile ilgili olduğu gösterilmiştir 

[47]. Yani Ras genleri kanserde en sık mutasyona uğrayan onkogenleri içerir [48]. 
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3. 3. 2. Stresle Aktive Olan Protein Kinaz (SAPK/ JNK) Yolağı 

 

MAPK yolak ailesinin diğer bir dalı, genotoksik, hipoksik, ozmotik veya 

oksidatif hücresel stres uyaranları [36] karşısında aktive olan c-jun terminal kinaz 

(JNK) proteinlerini içerir [42], [49] (Şekil 3.7). Morfogenez, hücre çoğalması, 

farklılaşma, hayatta kalma ve ölüm dahil olmak üzere birçok fizyolojik süreci 

düzenleyen ana protein kinazlar [49] olan JNK’ların apoptozu arttırdığı da 

bilinmektedir [50]. JNK proteinlerini, JNK1, JNK2 ve JNK3 olmak üzere 3 gen kodlar. 

JNK1 ve 2 tüm hücrelerde ifade edilirken JNK3 ifadesi beyin, kalp ve testiste ifade 

edilir [42], [51].  

JNK için önemli bir substrat, serin 63 ve 73'ten fosforile edildiğinde, AP- 1 

transkripsiyonel aktivitesinin arttırılmasına yol açan transkripsiyon faktörü c-Jun'dur. 

JNK'lar ayrıca ATF- 2, NFAT1, HSF- 1 ve STAT3 de dahil olmak üzere çeşitli 

transkripsiyon faktörlerini de aktive edebilir. 

JNK’ların aktivasyonu ile kanserin gelişimi arasında ilişki olduğu araştırmalarda 

giderek daha da anlaşılmaktadır [49]. JNK’ların normal olmayan ifade düzeyleri 

birçok kanser hücresi hattında [51], diyabet hastalarında ve nörodejeneratif 

hastalıklarda karşılaşılmaktadır. Ras, c-fos, Met ve Bcr-Abl gibi çeşitli onkogenler 

JNK sinyaline bağlı olarak kanserin gelişimine neden olmaktadırlar [52]. 

 

 
 

Şekil 3.7: SAPK/ JNK yolağı. 

http://www.nature.com/onc/journal/v26/n22/full/1210421a.html#bib1
http://www.nature.com/onc/journal/v26/n22/full/1210421a.html#bib1
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3. 3. 3. p38 MAPK Yolağı 

 

Stres karşısında aktive edilen diğer modüler MAPK sistemi p38’dir. p38 MAPK, 

apoptoz, farklılaşma, hayatta kalma, çoğalma, gelişme, inflamasyon gibi stres 

yanıtlarında önemli bir rol oynamaktadır [42], [53] (Şekil 3.8). p38’in MKK3 ve 6 

tarafından fosforile edilen α, β, ϒ, δ olmak üzere 4 izoformu bilinmektedir. p38α, 

siklinlerin aşağı regülasyonu ve CDK inhibitörlerinin yukarı regülasyonunu içeren, 

G1/ S ve G2/ M geçişlerinde hücre döngüsünün negatif düzenleyicisi olarak görev alır 

[54]. p38-MAPK α ve p38-MAPK β sırayla ifade edilirken, p38-MAPK ϒ ve p38-

MAPK δ doku tipine bağlı olarak farklı şekillerde ifade edilirler. 

 

 
 

Şekil 3.8: p38 MAPK yolağı.  

 

p38 MAPK hücre ölümünün düzenleyicisi olarak görev alarak hem uyaran tipine 

hem de hücre tipine bağlı olarak hücre sağ kalımı veya ölümüne yönlendirilmesinde 

rol alır. p38’in meme, mesane, akciğer ve karaciğer kanserlerinde önemli görevi 

olduğu yapılan araştırmalarda gösterilmiştir. 
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4. HALOFUGİNON 

 

Dichroa febrifuga (Şekil 4.1), ılıman bölgelerde yetişebilen ve 1 ile 3 metre 

boyutlarında olabilen tropik bir bitkidir. Bitkinin yaprak ve köklerinden izole edilen 

febrifugin ve isofebrifugin analogları çeşitli tedavilerde kullanılmaktadır [55]. 

 

 
 

Şekil 4.1: Dichroa febrifuga. 

 

Halofuginon (Şekil 4.2) {7- bromo- 6- chloro- 3- [3- (3- hydroxy- 2- 

piperidinyl)- 2- oxopropyl]- 4 (3H)- quinazolinone}, Dichroa febrifuga bitkisinden 

elde edilen febrifugin alkaloidinin analoğudur [56], [57].  

 

 
 

Şekil 4. 2: Halofuginonun molekül yapısı. 

 

Geleneksel Çin tıbbında kullanılan [55] HF anti- malarya tedavisinde de 

kullanılmaktadır. Anti- malaryal aksiyonunun kanda prolyl- tRNA synthase (ProS) 

aktivitesini inhibe ederek bu sayede yüksüz tRNA toplanmasına ve prolin seviyesinin 

düşmesine yol açtığı belirlenmiştir [58]. HF’nin seçici olarak T hepler-17 (Th17) 
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farklılaşmasını ve Th17 ile ilişkilendirilen otoimmün ensefalomiyelitisin oluşumunu 

engellediği belirtilmiştir [59]. HF’nin diğer önemli bir özelliği ise antifibrotik bir ajan 

olmasıdır [60], [61]. Bunlardan hareketle antifibrotik ve antienflamatuvar özelliklere 

sahip olan HF’nin sıçanlarda bulunan kostik yaralanmayı iyileştirdiği yapılan 

çalışmada gösterilmiştir [62]. İnsan endotel hücrelerini H2O2 kaynaklı yaralanmaya 

karşı koruduğu da araştırmalarda bildirilmiştir [63].  Yara iyileştirme çalışmalarına ek 

olarak, kollajenlerle ilgili yapılan çalışmada HF’nin MAPK/ ERK yolağı üzerinden 

etkisi incelenmiş ve ERK1/ 2’nin uyarıldığı görülmüştür, böylece yara iyileştirme 

özelliği olduğu vurgulanmıştır [64].  

HF’nin TGF-β bağımlı SMAD3 fosforilasyonunu inhibe ederek, SMAD7 

ifadesini de yükselttiği farklı hücrelerde gösterilmiştir [65], [66], [67], [68]. HF’nin in 

vivo çalışmalarda tümörlere hiçbir tepki göstermeyen farede [69], idrar kesesi [60], 

wilms tumor [70], melanoma [71], pankreas [67] ve prostat [72] kanserlerinde canlılığı 

baskıladığı bildirilmiştir. HF’nin tek bir hücre [73]  hariç tüm test edilen hücrelerde 

apoptoza neden olduğu belirlenmiştir [74], [75], [76], [77], [78]. Yine HF’nin, meme 

kanseri, kolorektal kanser ve melanoma gibi tümörlerin hücre çoğalmasını, metastazını 

ve invazyonunu  [79], [80], ve HepG2 hücrelerinin [81] çoğalmasını baskıladığı 

gösterilmiştir.  

HF’nin meme ve prostat kanserindeki kemik metastazını inhibe ettiği; TGFβ ve 

BMP sinyallerinin baskıladığı yakın zamanda yapılan çalışmada gösterilmiştir. Buna 

bağlı olarak HF’nin, antikanserojen ilaç olarak kullanılan zelodronik asit (ZA) ile 

birlikte kullanımı tümör metastazını azalttığı belirtilmiştir  [82]. HF’nin yapılan çeşitli 

çalışmalarda hücre canlılığını baskıladığı; mezenjiyal hücrelerinde [83], kronik eklem 

iltihabı olarak bilinen romatoid artrit hücrelerinde [84], akut lösemide [85] ve meme 

kanseri [86] hücrelerinde gösterilmiştir. Ayrıca HF’nin canlılığı baskılayarak, 

miyofibroblastların apoptozunu uyardığı da belirtilmiştir [87]. Multipl miyelom 

hücreleri ile yapılan çalışmada HF’nin JNK ve p38 aktivasyonunun artışını sağlayarak 

apoptozu uyardığı gösterilmiştir [88]. Bunun yanında karaciğer yıldızsı hücrelerinde 

de HF’nin hücre canlılığını baskılarken p38 aktivasyonunu artırdığı belirtilmiştir [89]. 
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5. MATERYAL VE METOT 

 

5. 1. Materyal 

 

5. 1. 1. Cihazlar 

 

CO2 inkübatörü (Thermo Forma Hepa Filter), laminar akımlı kabin (Heraeus), 

su banyosu, ışık mikroskobu (Nikon Eclipse Ti), santrifüj (Beckman coulter allegra X-

22, Eppendorf centrifuge 5810R), soğutmalı santrifüj (VWR Micro Star 17R), sıcaklık 

inkübatörlü çalkalayıcı (Biosan ES-20), plate reader (Varioskan flash), dikey 

elektroforez ve transfer sistemi (BioRad Mini Protean), hassas terazi (Precisa 

XB320M), vorteks (Dathan Scientific VM-10), manyetik karıştırıcı (Heidolph), rotater 

(BioCote), jel görüntüleme sistemi (BioRad, ChemiDoc XRS+), -80 °C dondurucu 

(Thermo Forma), sıvı azot tankı (Arpege 140), pH metre (Jenco), otoklav (Hirayama, 

110), pipet tabancası (CappAid)), mikro pipetörler (Gilson, Eppendorf). 

 

5. 1. 2. Kimyasal Maddeler 

 

Halofuginone (Sigma Aldrich 64924-67-0), RPMI 1640 (Sigma Aldrich R6504; 

Lonza 15-7020; HyClone SH3001103), Medium 199 (Sigma Aldrich M5017), Fetal 

Bovine Serum (Gibco 10270), Penicillin- Streptomycin (Thermo, 15140122), Sodyum 

Bikarbonat (Sigma Aldrich S8875),  İnsülin (Sigma, I6634), Hidrokortizon (Sigma-

Aldrich H0888), EGF (Sigma-Aldrich E9644), L-Glutamin (Sigma-Aldrich G7513), 

Sodyum Pirüvat (Sigma-Aldrich P5280-100G), HEPES (Sigma-Aldrich H0891), D-

Glukoz (Sigma-Aldrich 16301), Wortmannin (Calbiochem, 681675), DMSO (Merck, 

1167431.1000), 4-Nitrophenyl phosphate disodium salt hexahydrate tablets (Sigma-

Aldrich N2765), PBS, Tripsin (Gibco 25200-056), Page Ruler Prestained (Thermo 

Scientific 26616), Acrlyamid/ bisacrlyamid (MP BIAC3752, %40; Applichem 

UN3426 ,%40), SDS (Merck, 817034), Trizma (Sigma, T1503), BCA Protein Assay 

Kit (Thermo, 23227), Yağsız süt tozu (Applichem non fat derived milk powder 

A0830), p- Coumaric Acid (Sigma-Aldrich, C9008), Luminol (Sigma-Aldrich, 

A8511), H2O2 (Riedel, 1831212V).  
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5. 1. 3. Solüsyonlar ve Kullanılan Ajan 

 

• Halofuginon (HF): 

Serum fizyolojik su içerisinde çözülerek 5 µM konsantrasyonlarda hazırlanarak 

kullanılmıştır. Ana stok ve diğer stokları -20 °C’de saklanmıştır. 

• RPMI 1640:  

SPC212 hücresi için RPMI 1640 ile hazırlanan besi yerine final konsantrasyonu 

0,024 M olacak şekilde sodyum bikarbonat ekleyip 100 mL otoklavlanmış su ile 

çözülmüştür. %10 FBS ve %1 penisilin/ streptomisin içerecek şekilde son hacim su ile 

500 mL’e tamamlanmıştır. A549 ve H1299 hücrelerinin besi yeri için ise final 

konsantrasyonları; 0,018M sodyum bikarbonat, 0,001M sodyum piruvat, 0,01M D- 

Glukoz, 0, 1 M HEPES eklenerek 100mL otoklavlanmış su ile çözülmüştür. %10 FBS 

ve %1 penisilin/ streptomisin de ekledikten sonra hacim 500 mL’e tamamlanmıştır. 

 

• M199:  

MeT-5A hücresinde kullanmak üzere hazırlanan besi yeri için kullanılan 

M199’a ilaveten final konsantrasyonları 1,25 g/L Sodyum bikarbonat, 0,75mM L-

glutamin, 3,3nM EGF, 870nM insülin, 400nM hidrokortizon, 20mM HEPES 

eklenerek 100 mL otoklavlanmış su ile çözülmüştür. %10 FBS ve %1 penisilin/ 

streptomisin ekleyip son hacim 500 mL’e tamamlanarak hazırlanmıştır. 

 

• Hücre Dondurma Besiyeri:  

Hücreleri sıvı azot tankında veya -80 °C’de saklayabilmek için, FBS içine %5 

DMSO eklenerek hazırlanmıştır.  

 

• Liziz Tamponu:  

Final konsantrasyonları 150mM NaCl, 1mM MgCl2, %10 gliserol, 20mM Tris, 

%1 Triton X-100 olmak üzere su ile tamamlanarak hazırlanmıştır. 

 

• 5X SDS Yürütme Tamponu:  

Final konsantrasyonları 25mM tris base, 0,19M glisin, %0,1 (w/v) SDS, içerecek 

halde su ile istenen hacimde olacak şekilde hazırlanmştır. 
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• 1X SDS Yürütme Tamponu:  

%20 oranında 5X SDS yürütme tamponundan içerecek şekilde dH2O ile 

tamamlanarak hazırlanmıştır.  

 

• 10X Transfer Tamponu:  

Final konsantrasyonları 250mM tris base, 0,19M glisin olacak şekilde tartılıp su 

ile tamamlanmıştır. 

 

• 1X Transfer Tamponu:  

%10 10X transfer tamponu ve %20 metanol olacak şekilde dH2O eklenerek 

hazırlanmıştır.  

 

• 10X TBS:  

Final konsantrasyonları 200 mM tris HCl, 1,5 M NaCl içerecek şekilde su ile 

hazırlanmıştır. 

 

• 1X TBS-T:  

10X TBS ve dH2O 1: 10 oranında 1X TBS hazırladıktan sonra %0,1 olacak 

şekilde Tween 20 eklenerek 1X TBS- T hazırlanmıştır. 

 

• Stripleme Tamponu:  

Final konsantrasyonları %2 SDS, 100mM Beta-merkapto- etanol, 62,5mM Tris- 

HCl (pH=6,7) olacak şekilde dH2O ile hazırlanmıştır. 

 

• 4X Yükleme Boyası:  

Final konsantrasyonları için 0,2M Tris-HCl (pH=6,8), %8 SDS, %0,4 

bromofenol mavisi, %40 gliserol ve %20 Beta- merkapto- etanol ile hazırlanıp 

kullanılmıştır. 

 

• Membran Bloklama Solüsyonu:  

1XTBS- T içine %5 oranında yağsız süt tozu ekleyip çözdürülerek 

hazırlanmıştır. 
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• Tris HCl Çözeltileri: 

1,5 M (pH=8,8) ve 0,5 M (pH=6,8) olmak üzere iki ayrı çözelti SDS- PAGE jeli 

için kullanılmak üzere tartılan Tris belirtilen konsantrasyonlar için dH2O ile çözülerek 

hazırlanmıştır. 

 

• %10 SDS:  

dH2O içine %10 olacak şekilde toz SDS tartılarak hazırlanmıştır. 

 

• APS:  

%10 oranında amonyum persülfat, dH2O içerisinde çözülerek hazırlanmıştır. 

 

• Wortmannin (Wort):  

Stok konsantrasyonları 100µM olmak üzere DMSO içinde hazırlanmıştır. Ara 

konsantrasyonları kullanılacak hücreye uygun serumsuz besiyeri ile birlikte 

hazırlanarak -20 °C’de saklanmıştır. 

 

5. 2. Metot 

 

5. 2. 1. Kültür Hücreleri ve Büyütme 

 

Bu çalışmada in vitro model olarak MeT-5A (ATCC®CRL-9444), SPC212 

(Histoloji ve Genel Embriyoloji Enstitüsü, Fribourg Üniversitesi, İsviçre), A549 

(ATCC®CCL-185) ve H1299 (ATCC®CRL-5803) hücreleri kullanılmıştır. 

MeT-5A, kanser olmayan bireylerden alınan plevral sıvıdan elde edilmiştir. 

pRSV- T plasmidi transfekte edilen ve klonlanan bu hücrelerin morfolojileri epitel 

olarak tanımlanmış olan mezotelyal hücre hattıdır. M199, %10 FBS, %0, 6 penicillin-

streptomycin, sodyum bikarbonat, L-Glutamin, hidrokortizon, HEPES, EGF, insülin 

içeren besi yerinde büyütülmüştür. SPC212, asbeste maruz kaldığı bilinen 47 

yaşındaki malignant mezotelyoma hastası bir erkek bireyin göğüs boşluğundan alınan 

çift fazlı bir tümör hücresidir. RPMI 1640, %10 FBS, %1 penicillin-streptomycin, 

sodyum bikarbonat içeren besiyerinde büyütülmüştür. A549 hattı ise 1972 yılında DJ 

Giard ve arkadaşları tarafından 58 yaşındaki Kafkas bir erkekten alınarak 

kültürlenmiştir. Epitelyal hücre tipine sahip akciğer kanseri hücresidir. RPMI 1640, 
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%10 FBS, %1 penicillin-streptomycin, sodyum bikarbonat, sodium pirüvat, D- 

Glukoz, HEPES ile hazırlanan besiyerinde büyütülmüştür. H1299 hücre hattı, önceden 

radyasyon tedavisi alan 43 yaşındaki yetişkin bir erkek hastadan, akciğerin lenf nodu 

metastazı ile oluşturulmuştur. Hücreler, p53 proteininin ekspresyonuna sahip değildir. 

Epitelyal hücre tipine sahip akciğer kanseri hücresidir. A549 hücre hattı için kullanılan 

besiyeri içeriğine sahip besiyeri hazırlanarak kullanılmıştır. 

 

5. 2. 2. Hücre Ekimi ve Saklama 

 

-80 °C’de veya sıvı azotta bulunan soğutucu tüpteki hücreler deneylerde 

kullanılmak üzere içinde taze besiyeri ile çözdürülerek oda sıcaklığında 1200 rpm’de 

5 dakika santrifüj edildikten sonra üst kısım uzaklaştırılmıştır. Hücre çökeltisi yeni 

serumlu besiyeri ile çözdürüldükten sonra 37 °C %5 CO2 ortamına sahip inkübatöre 

kaldırılmıştır. 

%85- 90 yoğunluğa ulaşan hücreler pasajlama işlemindeki gibi toplanmıştır. 

Santrifüjden sonra üst kısım atılmıştır. Hücre çökeltisi 1, 5 mL dondurma stok besiyeri 

ile çözdürülüp ve soğutucu tüpe alınmış ve -80 °C’ye kaldırılmıştır. 

 

5. 2. 3. Hücre Pasajlama 

 

Belirlenen sayılarda ekilen hücreler petride büyütülerek %85- 90 yoğunluğa 

ulaştıktan sonra pasajlama işlemi uygulanmıştır. Petrideki besiyeri vakum ile çekilerek 

uzaklaştırıldıktan sonra 1X PBS ile yıkama yapılmıştır. Sonrasında hücrelerin üzerine 

tripsin eklenmiştir, 1- 3 dakika inkübe edilen hücreler besiyeri bulunan tüplere 

toplanmıştır. Oda sıcaklığında 1200 rpm’de 5 dakika santrifüj yapıldıktan sonra eski 

besiyeri uzaklaştırılarak yeni besiyeri eklenmiştir.  

 

5. 2. 4. HF’nin Hücre Morfolojisine Etkisinin Belirlenmesi 

 

 Hücrelerdeki morfolojik değişimleri belirlemek için hücreler, 96 kuyucuklu 

plakaya serumlu besiyeri ile birlikte hücre sayısı 1x104 olacak şekilde ekim 

yapılmıştır. 24 saat sonra yine serumlu besiyeri ile 0, 25, 50, 250, 500 nM 

konsantrasyonlarında HF uygulanmıştır. 24 saatlik inkübasyon sonunda hücre 
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değişimleri ışık mikroskobunda 20X büyütmede çekilmiştir. Hücre sayımları 

yapıldıktan sonra GraphPad’de grafiksel olarak analiz edilmiştir. 

 

5. 2. 5. HF’nin Hücre Canlılığına Etkisinin Değerlendirilmesi 

 

HF’nin mezotelyoma, malignant mezotelyoma ve akciğer kanseri hücrelerinde 

canlılık üzerine etkisinin değerlendirilmesi amacıyla asit fosfataz yöntemi 

uygulanmıştır [90]. MeT-5A için 1x104; SPC212, A549 ve H1299 hücreleri için 5x103 

olarak belirlenen sayılarda 96 kuyucuklu plakaya ekim yapılmıştır. 24 saat sonra 

hücrelerin üzerindeki besiyerlerini çekip, belirlenen konsantrasyonlarda halofuginon, 

yeni besiyeri ile birlikte uygulanmıştır. 72 saat sonunda besiyerleri atılıp kuyular 1X 

PBS ile yıkanmıştır. Her kuyuya 0,1M NaAC ve %0,1 TritonX-100 ile hazırlanan 

tamponda (pH=5) çözülen tablet karışımdan 100 µL eklenmiştir. İnkübatörde 90 

dakika bekletildikten sonra reaksiyonu durdurmak için her kuyuya 10 µL 1M NaOH 

eklenmiştir ve 405 nm dalga boyunda VarioScan cihazında ölçüm alınmıştır. Analiz 

için tekrarlı kurulan konsantrasyonların ortalamaları alındıktan sonra GraphPad 

programında p değerleri hesaplanıp grafikleri çizilmiştir.  

 

5. 2. 6. HF’nin Sinyal Yolaklarına Etkisinin Protein Düzeyinde 

İncelenmesi 
 

Canlılık analizleri sonucunda etkin dozları belirlenen hücrelerde de hedef 

protein analizleri yapılmıştır. Çalışmalara MeT-5A kontrol hücresi, SPC212 MM 

hücresi ve etki göstermesi baz alınarak A549 hücreleriyle devam edilmiştir.  

 

5. 2. 6. 1. Hücre Sayısının Belirlenmesi 

 

HF’nin hücreler üzerindeki etkisini protein seviyesinde de gözlemlemek için 

western blotlama tekniği uygulanmıştır. Her bir deneyde %85-90 yoğunluk oranına 

ulaşmış hücreler kullanılmıştır. Tüplere toplanan hücreler iyice karıştırıldıktan sonra 

sayım yapmak için test tüplerine 50 µL alınmıştır. Hücrelerin boyanması amacıyla 

trypan blue isimli boyadan da 50 µL ekleyip ve thoma lamında sayım yapılarak 

ekilecek hücre sayısı belirlenmiştir.  

 



22 
 

5. 2. 6. 2. HF Uygulamaları 

 

6 kuyulu petrilere hücre sayıları SPC212, A549 için 2,5x105; MeT-5A için ise 

5x105 olacak şekilde serumlu besiyeri ile birlikte ekilmiştir. 37 °C %5 CO2 

koşullarındaki inkübatöre kaldırılan hücrelerin besiyerleri 24 saat sonunda çekilmiştir. 

Serumlu besiyeri kalıntısını uzaklaştırmak için de 1X PBS ile yıkama yaptıktan sonra, 

hücrelerin senkronizasyonu için serumsuz besiyeri eklenip, inkübatöre kaldırılmıştır. 

2 saat sonunda serumsuz besiyerleri uzaklaştırılarak yıkama yapılmıştır. Serumlu 

besiyeri ile birlikte 0, 25, 50, 100, 250nM konsantrasyonlarında HF uygulanarak 24 

saat sonunda hücre lizizleri gerçekleştirilmiştir.  

 

5. 2. 6. 3. PI3K İnhibitörünün Kullanımı 

 

SPC212 hücresi model alınarak hücrelerin artan Akt aktivasyonunu inhibitör 

varlığında ne gibi değişimler olabileceğini araştırmak için Wortmannin kullanılmıştır. 

Hücreler ekildikten 22 saat sonra taze besiyeri ile birlikte 100nM final konsantrasyonu 

olacak şekilde inhibitör uygulandıktan 2 saat sonra da 250nM HF uygulanmıştır. 

 

5. 2. 6. 4. Hücre Lizizi 

 

Laboratuvar ortamına getirilen petrilerdeki besiyerleri tüplere toplanmıştır. 

Hücrelere 1mL soğuk 1X PBS ekleyip kazıyıcı ile hücrelerin fiziksel olarak 

kaldırılması sağlanmıştır. İyice kazıdıktan sonra tüpteki besiyeri ile hücreler 

toplanmıştır. Oda sıcaklığında 1000 rpm’de 5 dakika santrifüj edilmiştir. Liziz 

yapabilmek için 100: 1 oranında liziz tamponu: proteaz- fosfataz inhibitör karışımı 

taze olarak eklenmiştir. Santrifüj sonrası üst kısımlar atılarak hücreler üzerine 120 µL 

liziz karışımı eklenmiş insülin enjektörü ile hücrelerin parçalanması sağlanmıştır. 

14g’de 4 °C’de 10 dakika santrifüj sonrası üst kısımlar, yeni test tüplerine alınarak -

20 °C’ye kaldırılmıştır.  

 

5. 2. 6. 5. Protein Miktarının Belirlenmesi 

 

İzole edilen proteinlerin miktarını belirlemek amacıyla BCA yapılır. Önce BSA  
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standartlarının hazırlanması için stok BSA solüsyonu, 2 mg/ mL olacak şekilde 

hazırlanmıştır. Bu stok solüsyonundan dilüsyonlar (2 mg/ mL- 0,12 mg/mL) 

hazırladıktan sonra test tüplerine konulmuştur. 96 kuyucuklu plakaya her bir örnekten 

iki tekrarlı olacak şekilde 10 µL eklenip, ayrıca daha önce blank olarak kullanmak için 

ayrılan liziz karışımından da eklenmiştir. Örneklerin üzerine Thermo BCA Protein 

Assay kitindeki A ve B solüsyonlarından 50:1 oranında hazırlanan karışımdan her bir 

kuyucuğa 200 µL eklendikten sonra plaka, karanlık ortam oluşturmak adına 

alüminyum folyo ile sarılmıştır ve 37 °C’de 30 dakika bekletilmiştir. 5 dakika da oda 

sıcaklığında beklendikten sonra Varioscan cihazında 562 nm dalga boyunda ölçüm 

alınmıştır. Alınan BSA değerleri ile Excelde grafik çizilmiştir, R2 değerine göre 

denklem belirlenmiştir ve protein konsantrasyonları da bu denklem üzerinden µg/ mL 

cinsinden hesaplanmıştır. 

 

5. 2. 6. 6. SDS- PAGE ve Western Blotlama Yöntemi 

 

Protein seviyesindeki etkiyi belirlemek adına yapılan western blotlama 

tekniğinde ilk olarak SDS-PAGE dediğimiz farklı ağırlıklara sahip proteinlerin 

ayrılmasını sağlayan aşama gerçekleştirilmiştir. Bunun için Tablo 5.1’de gösterilen 

miktarlarda, alt ve üst olmak üzere iki kısımdan oluşan %10-12 yoğunluğuna sahip 

olan SDS jeli hazırlanmıştır. 

 

Tablo 5.1: SDS-PAGE jelinin hazırlanmasında kullanılan kimyasallar ve miktarları. 
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40 µg hücre lizatı, 4X örnek yükleme tamponu ile 3: 1 oranında karıştırılarak 95 

°C’de 5 dakika boyunca denatüre edilmiştir. İçerisinde 1X yürütme tamponu bulunan 

tanka yerleştirilen SDS- PAGE jeline denatüre edilen örnekler 80 V’da 20 dakika; 120 

V’da 90 dakika olarak yürütülmüştür. Jelde ayrılan proteinlerin membrana transferi 

için kullanılan PVDF membran; 30 saniye metanolde, 2,5 dakika suda ve 3 dakika da 

transfer tamponunda bekletildikten sonra kullanıma hazır hale getirilmiştir. 1X 

transfer tamponu içinde 110 V’da 90 dakika boyunca proteinlerin membrana transferi 

sağlanmıştır. Bu süre sonunda membran bloklama işlemi için %5 olarak hazırlanan 

yağsız süt tozu içeren 1X TBS-T içerisinde 100 rpm’de oda sıcaklığında 1 saat 

boyunca çalkalanmıştır. Bloklama sonrası membran, 1X TBS- T ile 5- 10- 5 dakika 

olmak üzere 3 kez 120 rpm’de çalkalama ile yıkanmıştır. %5 yağsız süt tozu ile 1X 

TBS- T karışımına verilen oranlarda seyreltilerek eklenen birincil antikor ile 4 °C’de 

gece boyunca (yaklaşık 16 saat) çalkalanarak inkübe edilmiştir. Bu inkübasyon 

sonunda membran 1X TBS- T ile 3 kez 5- 10- 5 dakika şeklinde yıkanmıştır. Membran, 

%5 yağsız süt tozu ile 1X TBS- T karışımına verilen oranlarda seyreltilerek eklenen 

HRP- konjuge ikincil antikor ile 4 °C’de 2 saat boyunca çalkalanmıştır. Bu süre 

sonunda yine 3 kez 1X TBS- T ile yıkamalar yapılmıştır. Membran, ev yapımı olarak 

A ve B şeklinde iki solüsyon halinde (Tablo 5.2) hazırlanan ECL (enhanced 

chemiluminescence)’den 1: 1 oranında alınarak oluşturulan karışım ile oda 

sıcaklığında 5 dakika inkübe edilmiştir. Ve karanlık ortam oluşturmak için membranın 

üzeri kapatılmıştır. 

 

Tablo 5.2: ECL hazırlanmasında kullanılan kimyasallar ve miktarları. 
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Uygulama süresi bitince, ChemiDoc XRS+ (BioRad) cihazında görüntüleme 

yapılmıştır. Görüntüde elde edilen bantların yoğunlukları BioRad ImageLab 6.0 

programı ile protein seviyelerindeki değişimler karşılaştırmalı olarak analiz edilmiştir. 

Protein tespiti için p- STAT3 (Tyr 705, CST 9131), t- STAT3 (CST 9132), p- AKT 

(Ser 473 CST 4060), t- AKT (CST 4891), p- ERK1/ 2 (Thr 202/ Tyr 204 CST 9101), 

t- ERK1/ 2 (CST 9102), p- JNK (SC 4668), t- JNK (SC 7345), p- p38 (CST 4511), t- 

p38 (CST 9212), antikorları; yükleme kontrolü olarak Cyclophilin B (PA1- 027A) 

antikoru kullanılmıştır. İlgili tüm antikorlar için ikincil olarak da anti- rabbit (CST 

7075) antikoru kullanılmıştır. 

 

5. 2. 6. 7. Stripleme 

 

Birbirine yakın ağırlıktaki proteinleri ve bir proteinin hem aktivasyonuna hem 

de ifade edilmesine etkisini görüntülemek için daha önce bağlanan antikoru 

uzaklaştırmak adına stripleme işlemi yapılır. Stripleme tamponu ile 42 °C’de 30 

dakika 120 rpm’de çalkalandıktan sonra 5- 10- 5 dakika 1X TBS- T ile yıkama 

yapılmıştır. Transferden sonra yapıldığı gibi %5 lik yağsız süt tozu içeren 1X TBS- T 

karışımı içinde 100 rpm’de 1 saat boyunca çalkalanarak bloklama yapılmıştır. 5- 10- 

5 dakika 1X TBS- T ile yıkama sonrasında birincil antikor uygulaması ile işlemlere 

devam edilmiştir. 
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6. BULGULAR 

 

6. 1. Halofuginonun Hücre Morfolojisi Üzerindeki Etkisi 

 

Bahsi geçen tüm hücreler (MeT-5A, SPC212, A549, H1299) 96 kuyucuklu 

plakalara 1x104 mL/ hücre gelecek şekilde ekim yapılarak 24 saat büyütülmüşlerdir. 

Besiyerleri tazelenerek HF’nin 0, 25, 50 250 ve 500 nM konsantrasyonları 

uygulanarak ve 24 saat sonunda hücre morfolojisinde meydana gelen değişimler 

belirlenmiştir. Şekil 6.1.a’da gözlendiği gibi normal mezotelyal hücrelerde (MeT-5A) 

50nM’a kadar hücre sayısında belirgin azalma gözlenmezken; 250nM (p<0,05) ve 

500nM (p<0,01) uygulanan hücrelerin sayısında önemli derecede azalma 

belirlenmiştir. Karşılaştırıldığında aynı miktarlarda HF uygulanan malignant 

mezotelyoma (SPC212) hücrelerinin Şekil 6.1.b’de görüldüğü gibi 25nM’da (p<0,05) 

MeT-5A hücrelerinden daha hassas olduğu morfolojik incelemelerde belirlenmiştir. 

Bununla birlikte 50nM’nin üzerindeki konsantrasyonlarda etkinin istatistiksel olarak 

hatrı sayılır olduğu belirlenmiştir (p<0,01). MM hücrelerine ilaveten iki akciğer 

kanseri hücresine de (A549, H1299) eş konsantrasyonlarda HF eklenerek eş zamanlı 

incelenmiştir. HF’nin her iki akciğer hücre morfolojisine etkisi MM hücrelerine benzer 

bir profil sergilemiştir. Morfoloji analizleri takibinde HF’nin hücre canlılığına etkisi 4 

hücrede asit fosfataz deneyi ile değerlendirilmiştir. 
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Şekil 6. 1: HF’nin hücre morfolojisine etkisinin incelenmesi. 0, 25, 50, 250 ve 

500nM HF uygulayarak 24 saat sonunda analiz edilmiştir. Morfolojik görüntüler (a) 

ve istatistiksel analizler (b) gösterilmektedir. Analizlerde Image J ve GraphPad 

programları kullanılmıştır (n=3, *p<0,05, **p<0,01). 
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6. 2. Halofuginonun Hücre Canlılığı Üzerindeki Etkisi 

 

MeT-5A için 1x104; SPC212, A549 ve H1299 hücreleri için ise 5x103 sayıda 96 

kuyulu plakalara 4 tekrarlı ekilen hücrelere 0, 10, 25, 50, 100 ve 250nM 

konsantrasyonlarında HF uygulanarak hücre canlılığı 72 saatlik süre için 

değerlendirilerek hesaplanmıştır. Ölçüm değerlerine göre GraphPad programında 

grafiklendirilmiş ve hücreleri %50 inhibe eden konsantrasyon (IC50) değerleri 

belirlenmiştir. Şekil 6.2.a.’da gözlenildiği gibi HF uygulanan kanser olmayan 

mezotelyal hücrelerde (MeT-5A), hücre sayısında belirgin şekilde azalış (p<0,01) 

250nM konsantrasyonundan itibaren gerçekleşmiştir.  Diğer taraftan SPC212, A549 

ve H1299 hücrelerine HF uygulamasının sonunda hücre canlılığı 25nM (p<0,05) ile 

50nM’nin üstündeki konsantrasyonlarda (p<0,01) önemli derecede azalmaktadır. 

Yapılan canlılık analizleri doğrultusunda HF’nin, hücre canlılığını %50 oranında 

inhibe ettiği konsantrasyon (IC50) değerleri hesaplanmıştır. Bu değerler sırasıyla MeT-

5A, SPC212, A549, H1299 için 85,6nM, 24,97nM, 21,95nM ve 24,86nM olarak 

belirlenmiştir (Şekil 6.2.b). IC50 değerleri esas alınarak bundan sonraki analizlerde 

kontrol hücresi ve iki kanser hücresi ile devam edilmiştir. 

 

 

 

 

 

 



29 
 

  
 

Şekil 6. 2: HF’nin hücre canlılığına etkisinin ve doz-yanıt ilişkisinin incelenmesi. 0-

250nM HF uygulandıktan sonra canlılık değerleri analiz edilmiştir. Canlılık değişimi 

(a) ve hesaplanan doz-yanıt ilişkisi (b) gösterilmiştir. Analizler için MS Excel ve 

GraphPad programları kullanılmıştır (n=3, *p<0,05, **p<0,01). 
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6. 3. Halofuginonun JAK/ STAT Yolağına Etkisi 

 

HF’nin JAK/ STAT yolağı üzerine etkisi Met-5A, SPC212, A549 hücrelerinde 

incelenmiştir. 2,5x106 A549 ile SPC212 ve 5x105 sayıda MeT-5A hücresi 6 kuyulu 

plakaya ekilerek 0-250nM konsantrasyonlarda HF uygulanarak 24 saat sonunda 

hücreler liziz edilmiştir. Örnekteki toplam protein miktarları BCA ile belirlendikten 

sonra SDS/ PAGE ve Western blot yardımıyla proteinlerin aktivasyonu ve 

ifadesindeki değişimler araştırılmıştır. Şekil 6.3.a’da görüldüğü üzere HF’nin MeT-

5A kontrol hücrelerinde uygulanan konsantrasyonlar için STAT3 proteinlerinin 

aktivasyonunda ya da ifadesinde, önemli bir değişim belirlenmemiştir. Aynı 

konsantrasyonda HF uygulanan SPC212 (Şekil 6.3.b) ve A549 (Şekil 6.3.c) 

hücrelerinde de STAT3 fosforilasyonu 50nM (p<0,05) ve üstündeki 

konsantrasyonlarda (p<0,01) önemli derecede baskılanmaktadır. SPC212 ve A549 

hücrelerinde 50nM (p<0,01) ve 25nM (p<0,05) konsantrasyonlarda fosforilasyonda 

baskılanma görülmüştür. HF’nin STAT3 ifadesine etkisi her iki hücrede 100nM 

üzerinde olduğu belirlenmiştir. Bununla birlikte istatistiksel olarak 

değerlendirildiğinde HF’nin STAT3 yolağına etkisi A549 hücrelerinde SPC212’ye 

kıyasla daha düşük dozlarda başlamaktadır. 
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Şekil 6. 3: HF’nin JAK/ STAT yolağına etkisinin incelenmesi. IC50 değerleri 

belirlendikten sonra 0-250nM HF uygulayarak STAT3 aktivasyonu ve ifadesindeki 

etki (a) MeT-5A, (b) SPC212 ve (c) A549 hücrelerinde gösterilmektedir             

(n=3, *p<0,05, **p<0,01). 
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6. 4. Halofuginonun PI3K/ Akt Yolağına Etkisi 

 

JAK/ STAT yolağına ilaveten HF’nin hücre çoğalması, hayatta kalması ve 

karsinojenezde önemli olan PI3K/ Akt yolağına etkisi de konsantrasyon bağımlı 

araştırılmıştır. HF uygulamasının takibinde mezotelyoma hücrelerinde Akt proteininin 

aktivasyonunda ve ifade edilmesinde anlamlı bir değişim belirlenmemiştir (Şekil 

6.4.a). Buna karşın SPC212 ve A549 hücrelerinde sırasıyla Akt fosforilasyonunda 

100nM ve 50nM konsantrasyonlarında artış gözlemlenmiştir. Buna karşın Akt 

proteininin ifadesinde SPC212 hücrelerinde 100nM ve A549 hücrelerinde 50nM 

üzerinde aşağı düzenlemeler belirlenmiştir (Şekil 6.4.b ve c).  
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Şekil 6. 4: HF’nin PI3K/ Akt yolağına etkisinin incelenmesi. 0- 250nM 

konsantrasyonlarda uygulanan HF’nin MeT-5A (a), SPC212 (b) ve A549 (c) 

hücrelerinde Akt proteinin değişimi gösterilmektedir (n=3, *p<0,05, **p<0,01). 
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Bilindiği gibi Wortmannin (Wort) PI3K inhibitörüdür. HF’nin Akt 

fosforilasyonunu artırması sonucuyla birlikte her iki molekülün birlikte 

uygulanmasının hücrelerde nasıl bir değişime yol açacağını belirlemek amacıyla 

250nM HF ve 100nM Wort, SPC212 hücrelerine uygulanmıştır. Uygulanan 

konsantrasyonlarda Wort, Akt fosforilasyonunu düşürürken ifade seviyesine etki 

göstermemiştir. HF ise ifade seviyesini düşürmektedir. Kombine uygulama sonucu 

hem aktivasyon hem de ifade seviyesi aşağı çekilmiştir (Şekil 6.5). Bu sonuçlar bu iki 

molekülün kombine uygulamasının bir alternatif oluşturabileceğine işaret etmektedir.  

 

 
 

Şekil 6. 5: HF’nin wortmannin ile birlikte kullanımının Akt proteini üzerine etkisinin 

incelenmesi. HF (250nM), Wort (100nM), HF ve Wort kullanımının SPC212 

hücrelerindeki etkisi gösterilmektedir (n=3, *p<0,05, **p<0,01). 

 

6. 5. Halofuginonun MAPK Yolağına Etkisi 

 

Halofuginonun hücre çoğalması, farklılaşması ve apoptoz gibi hücrenin temel 

işlevlerinde görevli olan MAPK sinyal yolağına olan etkisi normal ve kanserli 

hücrelerde araştırılmıştır. Yukarıda bahsedildiği şekilde ekilen hücreler HF 

uygulamasından 24 saat sonra liziz edilerek incelenmiştir. Şekil 6.6.a’da görüldüğü 

gibi MeT-5A hücrelerinde HF’nin ERK1/2 proteininin hem aktivasyon hem de ifade 

edilmesi seviyesine etkisi gözlemlenmemiştir. Buna karşın SPC212 hücrelerinde 

(Şekil 6.6.b) 50nM ve üzeri, A549 hücresinde ise (Şekil 6.6.c) HF 25nM ve üzeri 

konsantrasyonlarda ERK fosforilasyonunu baskılarken, protein ifade seviyeleri 

SPC212 ve A549’da sırasıyla 100nM ve 50nM üzerinde baskılanmaktadır. 
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Şekil 6. 6: HF’nin MAPK yolağına etkisinin incelenmesi. ERK1/2 aktivasyonu ve 

ifadesindeki değişimler MeT-5A (a), SPC212 (b) ve A549 (c) hücrelerindeki değişim 

gösterilmektedir (n=3, *p<0,05, **p<0,01). 



36 
 

6. 6. Halofuginonun SAPK/ JNK ve p38 MAPK Yolaklarına 

Etkisi  

 

MAPK sisteminin üyesi olan ve stres karşısında aktifleşen JNK ve p38 yolakları 

hücrelerde hayatta kalma ve apoptozu tetikleme durumlarında görevlidir. HF’nin JNK 

ve p38 proteinlerinin aktivasyon ve ifade edilme seviyelerine olan etkileri eş hücrede 

konsantrasyona bağlı olarak incelenmiştir. Sonuçlar HF’nin hiçbir hücrede SAPK/ 

JNK protein fosforilasyonu ve ifade seviyelerine etkisi olmadığını göstermiştir (Şekil 

6.7). Buna karşın iki kanser hücresinde de 100nM üzerindeki konsantrasyonlarda p38 

fosforilasyonunda artış belirlenmiştir (p<0,01) (Şekil.6.7.b. ve c.). HF uygulamasının 

takibinde ise total protein ifadesinde değişim belirlenmemiştir. 

 

 

 

Şekil 6. 7: HF’nin SAPK/ JNK ve p38 MAPK yolaklarına etkisinin incelenmesi. 

HF’nin JNK ve p38 proteinlerindeki etkisi MeT-5A (a) hücrelerinde gösterilmektedir 

(n=3, *p<0,05, **p0,01). 
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Şekil 6. 7. Devamı: HF’nin SAPK/ JNK ve p38 MAPK yolaklarına etkisinin 

incelenmesi. HF’nin JNK ve p38 üzerindeki etkisi SPC212 (b) ve A549 (c) 

hürelerinde gösterilmektedir (n=3, *p<0,05, **p<0,01). 
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6. 7. İstatistiksel Analizler 

 

Bu çalışmada morfolojik analizlerde Image J, canlılık analizlerinde VarioScan 

cihazı ile birlikte MS Excel, western blot analizlerinde Image Lab programları 

kullanılmıştır. En az 3 bağımsız tekrarlı ve 3 replikalı yapılan deneylerde istatistiksel 

analizler için GraphPad programları kapsamında one-way ve two-way Anova 

programları kullanılarak p değerleri hesaplanmıştır. *=p<0,05, **=p<0,01 anlamlılık 

değerlerini ifade etmektedir. 
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7. TARTIŞMA 

Malignant mezotelyoma ve akciğer kanserine yakalanan kişilerin sayısı 

kullanılan sigara miktarı ve maruz kalınan asbeste bağlı olarak gün geçtikçe 

artmaktadır. Bununla birlikte kemoterapotik ve diğer uygulamalar yönünden tedaviler 

yapılmaya çalışılmış ve çalışmaya devam edilmektedir. Kanser tedavilerinde hali 

hazırda kullanılan ilaçların önemli bir kısmını doğal kaynaklı aktif bileşenler oluşturur. 

Bitkisel kökenli bileşik olan HF’nin prostat kanseri [72], pankreas kanseri [67] ve 

meme kanseri [82] hücrelerinde antikarsinojen etkisine dair çalışmalar bulunmaktadır.  

Bu çalışmada literatürden farklı olarak HF’nin etkisi ilk kez MeT-5A, SPC212, 

A549 ve H1299 hücrelerinde incelenmiştir. Bahsi geçen hücrelerle yapılan canlılık 

analizleri literatürdeki verileri destekleyen sonuçlar vermiştir. HF uygulaması, kanser 

hücrelerinde konsantrasyona bağlı hücre sayısında azalmaya neden olurken, kanser 

olmayan hücrelerdeki hücre sayısını yüksek konsantrasyonlarda azalttığı 

belirlenmiştir. Bu da HF’nin kanser hücrelerine daha seçici özellik gösterdiğine işaret 

etmektedir.  

Bilindiği üzere hücrelerin büyümesi, çoğalması, hayatta kalması, farklılaşması 

ve apoptoza yönelmesi gibi hayati önem taşıyan süreçler hücre sinyal yolaklarıyla 

düzenlenmektedir. Kanser oluşumuna ve ilerlemesine de bu yolaklardaki bozukluklar 

yol açmaktadır [41]. Bu nedenle kanser tedavilerinde sinyal yolaklarında rol alan 

moleküllere hedef terapiler uygulanmaktadır [49]. Bu çalışmada biz ilk olarak birçok 

kanser hücresinde kontrolsüz şekilde aktive olan [21] JAK/ STAT yolağına HF’nin 

etkisini inceledik. Konsantrasyon bağımlı deneyler sonucunda HF, SPC212 ve A549 

kanser hücrelerinin fosforilasyon ve ifadesi üzerine etki gösterirken; MeT-5A 

hücrelerinde etkilemediğini belirledik. HF’nin STAT3 fosforilasyonu ve ifadesine 

etkisi kanser hücreleri arasında karşılaştırma yapıldığında A549 hücrelerinde SPC212 

hücrelerine göre daha düşük konsantrasyondan itibaren başlamaktadır. Bu da STAT3 

yolağının baskılanması hususunda A549 hücresinin SPC212’ye göre daha hassas 

olduğunu işaret edebilir. 

Kanserde regülasyonu bozulan diğer yolaklardan birisi de PI3K/ Akt yolağıdır. 

HF’nin Akt yolağı üzerine etkisiyle ilgili çalışmalara rastlanmaktadır. Örneğin, 

kolorektal kanseri hücresinde Akt akivasyonunun HF tarafından baskılandığı 

bildirilmiştir [80]. Buna karşın HF’nin myotube hücrelerinde Akt ve p38 

fosforilasyonunu artırdığı ve Smad3 aktivasyonunu indirdiği bildirilmiştir [66], yine 
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bu yolak üzerinden otofajiyi düzenlediği [91] gösterilmiştir. HF uygulaması MeT-5A 

hücrelerinde Akt’nin ne fosforilasyonuna ne de ifadesinde bir değişime neden 

olmamıştır. HF uygulamasının ardından her iki kanser hücresinde ise Akt 

fosforilasyonunun arttığı belirlenmiştir. Buna karşın her iki hücrede de Akt ifadesi 

konsantrasyon bağımlı olarak aşağı düzenlenmiştir. Literatürde de sıklıkla rastlanıldığı 

üzere aynı madde farklı hücrelerde tam tersi etki gösterebilmektedir. Örneğin, gallik 

asitin malignant meztelyoma hücrelerinde Akt aktivasyonunu baskılarken [92], 

melanoma hücrelerinde aktivasyonunu artırdığı gözlenmiştir [93]. Kanser 

hücrelerinde Akt fosforilasyonundaki artış A549 hücrelerinde SPC212’ye göre daha 

düşük konsantrasyonda olmuştur. İlaveten ifade seviyelerinde de düşürülmesi A549 

hücrelerine göre daha yüksek konsantrasyonda gerçekleşmektedir. Bu sonuç A549 

hücrelerinin Akt üzerinden HF baskılanmasına SPC212’den daha duyarlı olduğu 

sonucunu desteklemektedir. Prostat ve meme kanserinde HF’nin etkisinin 

incelenmesiyle ve bu incelemelerde ilaç olarak zelodronik asit ile birlikte kullanımının 

ZA’dan daha etkin olduğu gösterilmiştir [82]. Yukarıda belirtildiği gibi HF 

uygulamaları, kanser hücrelerinde Akt fosforilasyonunu arttırmıştır. Bu iki durumdan 

yola çıkarak bu çalışmada PI3K inhibitörü (wortmannin) ve HF’nin birlikte 

kullanımının etkisi araştırılmıştır. Sonuçlarımız doğrultusunda HF ve wortmannin 

kombinasyonunun SPC212 hücreleri üzerinde tek uygulamadan daha etkin olduğu 

belirlenmiştir.  

Bunu izleyen deneylerde, HF’nin hücre büyümesi ve bölünmesini tetikleyen 

yolaklardan bir diğeri olan MAPK/ ERK1/2 üzerine etkisi incelenmiştir. Önceki bir 

çalışmada HF’nin ERK1/ 2’yi uyararak yara iyileştirme özelliği vurgulanmıştır [64]. 

HF uygulamaları MeT-5A hücreleri üzerinde etki göstermezken; SPC212 ve A549 

hücrelerinde fosforilasyon ve protein ifadesi seviyelerinde konsantrasyona bağlı 

olarak düşüşe neden olmuştur. HF, STAT3’deki etkisine benzer şekilde, A549 

hücrelerinde ERK1/ 2 fosforilasyonu ve ifadesini SPC212 hücrelerinden daha düşük 

konsantrasyonlarda gerçekleştirmiştir. Diğer bir deyişle A549 hücreleri HF’ye yolak 

baskılama kapsamında daha fazla duyarlılık göstermektedir.  

İlaveten MAPK yolaklarının diğer modülleri olan stres karşısında aktive olan 

JNK/ SAPK ve p38/ MAPK aktivitesine etkileri de incelenmiştir. JNK fosforilasyonu 

ve ifadesi hiçbir hücrede değişim göstermezken; her iki kanser hücresinde 100nM 

üzerinde p38 fosforilasyonunun indüklendiği belirlenirken ifadeleri değişmemiştir. 

p38 ve JNK yolağı hücrelerde genelde apoptotik aktivasyonla ilişkilendirilen yolaklar 



41 
 

olarak düşünüldüğünde [94] HF’nin bu hücrelerde bu yolaklar üzerinden apoptoza 

götürebileceği fikrinin düşündürmektedir.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



42 
 

8. SONUÇ 

 

Kanser tedavisinde kullanılmak üzere son yıllarda, sağlıklı hücrelerden ziyade 

kanser hücrelerinde seçici karakter gösteren ajanlar tercih edilmektedir. Bu kapsamda 

tez çalışmasında kullandığımız HF kanser hücreleri üzerinde daha seçici aktivite 

göstermesi önemlidir. HF, hem MM hem de NSCLC hücrelerinin hücre canlılığını 

konsantrasyona bağlı olarak önemli düzeyde baskılamaktadır. İlaveten HF hücre 

sinyal yolaklarından JAK/ STAT (STAT3), klasik MAPK (ERK1/ 2) proteinlerinin 

aktivasyonunu baskıladığı gösterilmiştir. Bu bulgu HF’nin bu hücrelerde 

proliferasyonu baskılarken STAT ve ERK yolaklarını kullandığını göstermektedir. 

Akt yolağında artış gözlense de konsantrasyona bağlı olarak ifadesi hücrelerde aşağı 

çekilmektedir. HF uygulaması, JNK yolağını aktive etmezken p38 yolağının 

aktivasyonunu sağlamaktadır. Bu yolağın aktivasyonu apoptozla ilişkilendirilse de bu 

ileriki deneylerle araştırılacaktır. Özetle bu çalışma literatür bilgilerimiz 

doğrultusunda ilk kez tarafımızdan HF’nin MM ve akciğer kanseri hücre yolaklarına 

etkisinin belirlenmesini sağlayarak yeni çalışmalara da ışık tutmaktadır. Daha sonraki 

yapılacak yoğun araştırmalarla HF’nin belki de MM ve NSCLC tedavisinde alternatif 

ajan olma ihtimali artacaktır. 
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