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OZET

Doktora Tezi

KOPEK MEME KANSERI HUCRELERINDE HISTON
DEASETILAZ INHIBITORLERININ (HDACH)
KEMOTERAPOTIK AJANLARLA KOMBINASYONLARININ
SITOTOKSIK ETKILERININ VE MOLEKULER
MEKANIZMALARININ ARASTIRILMASI

Sena ARDICLI

Bursa Uludag Universitesi
Fen Bilimleri Enstitusi
Biyoloji Anabilim Dali

Danisman Prof, Dr. Ferda ARI
ikinci Damsman: Prof. Dr. Hale SAMLI (Bursa Uludag Universitesi)

Meme kanseri, hem insanlarda hem de kopeklerde, genetik ve epigenetik
degisikliklerin birikimi ile birlikte ¢cok sayida molekiiler mekanizmanin etkili oldugu
olduk¢a yaygin ve kompleks bir hastaliktir. Ancak kopek meme karsinomlarinda
histon deasetilaz inhibitorleri gibi epigenetik ilaglar ve kemoterapi ilaglar ile
kombinasyonlarin etkinligi hakkinda yeterli bilgi mevcut degildir. Bu nedenle, bu tez
caligmasinda, bir histon deasetilaz inhibit6rii olan valproik asitin, kopek meme epitel-
benzeri karsinom hiicrelerindeki etkinligi degerlendirilmistir. Ayn1 zamanda, valproik
asitin yaygin olarak kullanilan kemoterapdtikler olan vinkristin siilfat ve dosetaksel
ile ikili ve {g¢li kombinasyonlarinin sitotoksik etkileri ve mekanizmalari
arastirillmistir. Valproik asit, vinkristin siilfat ve dosetaksel ve kombinasyonlarin
sitotoksik aktiviteleri, XTT hiicre canlilik testiyle taranmistir. Hiicrelerde apoptoz ve
nekroz varligi Hoechst 33342/Anneksin-V/Propidyum iyodur Gc¢lu floresan boyama
yontemi ile belirlenmistir. Hiicre 6liim yolaklarinda énemli rol oynayan genler olan
BCL-2, NOXA, MCL-1, BAX, BID, PUMA, ATM, CASP3, P53, P21’¢ ait ekspresyon
profilleri gercek zamanli PCR kullanilarak degerlendirilmis ve deneysel kosullar
temelinde karsilagtinlmistir. Elde edilen bulgulara gore, valproik asitin ve ayni
zamanda dosetaksel ile kombinasyonunun g¢ok gii¢lii bir sitotoksik etki yarattigi
gozlenmistir. Bu kombinasyonda, BCL-2 ve MCL-1 gibi anti-apoptotik genlerde ¢ok
belirgin asag1 regiilasyon ve buna karsin NOXA, BAX, BID ve PUMA gibi pro-
apoptotik genlerde dikkat cekici bir yukari regiilasyon hiicrelerin apoptozis lehine
programlandigin1 ve direng gelistirme kapasitesinin azaldigini gostermektedir. Bu
durum, ATM, CASP3, P53 ve P21 gibi genlerdeki aktivasyon ve ayni zamanda
BAX/BCL-2 eksenindeki rolatif artis ile dogrulanmistir. Sonug olarak, bu arastirmada
valproik asit ve dosetaksel kombinasyon tedavisinin, kdépek meme karsinomunda
etkin bir tedavi secenegi potansiyeli olabilecegi ortaya konulmustur.

Anahtar Kelimeler: Képek, Meme Kanseri, Valproik Asit, Dosetaksel, Apoptozis
2025, xxii +185 sayfa.
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ABSTRACT

PhD Thesis

INVESTIGATION OF CYTOTOXIC EFFECTS AND MOLECULAR
MECHANISMS OF HISTONE DEACETYLASE INHIBITORS (HDACI)-
CHEMOTHERAPEUTIC AGENTS COMBINATIONS IN CANINE BREAST
CANCER CELLS

Sena ARDICLI

Bursa Uludag University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Ferda ARI
Second Supervisor: Prof. Dr. Hale SAMLI (Bursa Uludag University)

Breast cancer, both in humans and dogs, is a highly prevalent and complex disease
influenced by numerous molecular mechanisms alongside the accumulation of
genetic and epigenetic alterations. However, there is insufficient information
regarding the efficacy of epigenetic drugs such as histone deacetylase inhibitors in
combination with chemotherapeutic agents in canine mammary carcinomas.
Therefore, this thesis study evaluated the effectiveness of valproic acid, a histone
deacetylase inhibitor, on canine mammary epithelial-like carcinoma cells.
Furthermore, the cytotoxic effects and mechanisms of valproic acid in dual and
triple combinations with widely used chemotherapeutic agents, vincristine sulfate
and docetaxel, were investigated. The cytotoxic activities of valproic acid,
vincristine sulfate, docetaxel, and their combinations were screened using the XTT
cell viability assay. The presence of apoptosis and necrosis in the cells was
determined wusing the triple fluorescence staining method with Hoechst
33342/Annexin-V/Propidium iodide. Expression profiles of genes playing crucial
roles in cell death pathways, including BCL-2, NOXA, MCL-1, BAX, BID, PUMA,
ATM, CASP3, P53, and P21, were evaluated using real-time PCR and compared
under experimental conditions. The findings revealed that valproic acid,
particularly in combination with docetaxel, exhibited a potent cytotoxic effect. In
this combination, significant downregulation of anti-apoptotic genes such as BCL-2
and MCL-1 and marked upregulation of pro-apoptotic genes like NOXA, BAX, BID,
and PUMA indicated a shift in cellular programming towards apoptosis and
reduced resistance capacity. This was corroborated by the activation of genes such
as ATM, CASP3, P53, and P21, as well as a relative increase in the BAX/BCL-2
axis. In conclusion, this study demonstrated the potential of valproic acid and
docetaxel combination therapy as an effective treatment option for canine
mammary carcinoma.

Key words: Dog, Breast Cancer, Valproic Acid, Docetaxel, Apoptosis
2025, xxii +185 pages.
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SEKILLER DiZiNi

Kromatin organizasyon dlzeyleri ve kromatinin yapisi
yapisal birimler — niikleozomlar

Histonun ii¢ boyutlu diizeni ve niikleozom yapisinin
diizenlenmesi

Histon modifikasyonu ¢apraz konusmast

Histon asetillenmesi / deasetillenmesi ile histon metillenmesi
| demetillenmesinin, histon asetiltransferazlar (HAT ler) /
deasetilazlar (HDAC’ler) ve metiltransferazlar (HMT’ler) /
demetilazlar (HDMT’ler) tarafindan kontrol edildigini
gosteren sema

Kanserde tiimor baskilayict genlerin metilasyona bagh
susturulmast.

Valproik asidin (VA) kimyasal yapisi

Apoptozun intrinsik ve ekstrinsik yolaklarinin sematik
diyagrami

Calismada kullanilan képek meme epitel — benzeri karsinom
hiicre hatti, CMT-U27 (x10)

Vinkristin Siilfat tedavisi sonrasinda CMT-U27 hiicrelerinin
canliliginin XTT testiyle elde edilen doza ve zamana gore
degisimi

CMT-U27 hucrelerinde Dosetakselin zamana ve doza bagl
olarak degisimi

Valproik asidin CMT-U27 hucreleri (zerinde doza ve
zamana bagl degisimi

CMT-U27 hicrelerine uygulanan Dosetaksel ve Valproik
Asit kombinasyonunun 24, 48 ve 72 saat boyunca
uygulanmast sonras1 XTT testi ile elde edilen hiicre canlilig
verileri

Vinkristin Stlfat ve Valproik Asit kombinasyonu uygulanan
CMT-U27 hiicrelerinin 24, 48 ve 72 saat sonrast XTT testi
ile elde edilen hiicre canlilig1 verileri

Dosetaksel, Vinkristin Sulfat ve Valproik Asit Gcli
kombinasyonu sonucu CMT-U27 hiicrelerinin 24, 48 ve 72
saat sonrast XTT testi ile elde edilen hiicre canlilig1 verileri
Vinkristin siilfatin, kOpek meme karsinomu (CMT-U27
hiicre hatt1) hiicreleri iizerine morfolojik etkileri
Dosetakselin, kopek meme karsinomu (CMT-U27 hicre
hatt1) hiicreleri iizerine morfolojik etkileri.

Valproik asitin, kopek meme karsinomu (CMT-U27 hiicre
hatt1) hiicreleri lizerine morfolojik etkileri

Valproik asit (VPA), Vinkristin Silfat (VNK) ve Dosetaksel
(DOK) icli kombinasyonunun  kdpek meme karsinomu
(CMT-U27 hiicre hatt1) hiicreleri morfolojisi tizerine etkileri
Vinkristin sulfat (VNK), Dosetaksel (DOK) ve Valproik Asit
(VPA) ile kombinasyon gruplarinin kopek meme karsinomu
(CMT-U27) hucreleri tzerinde floresan mikroskobunda tcli
boyama yontemi goriintuleri.

Kopek meme karsinomu hicrelerinde Vinkristin 18 nM;
Valproik Asit 15 mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15

XV

Sayfa
15

17

21
22

27

30
40

55
77

79

81

83

84

85

87
89
90
92

95

98



Sekil 4.13.

Sekil 4.14.

Sekil 4.15.

Sekil 4.16.

Sekil 4.17.

Sekil 4.18.

Sekil 4.19.

Sekil 4.20.

Sekil 4.21.

mM; Dosetaksel 110 puM; Dosetaksel 110 uM + Valproik
Asit 15 mM ve ucli kombinasyon (Valproik Asit 15 mM +
Vinkristin 18 nM + Dosetaksel 110 pM) ile tedavi
sonrasinda BCL-2 gen ekspresyon profillerindeki degisim
Kopek meme karsinomu hiicrelerinde Vinkristin 18 nM;
Valproik Asit 15 mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15
mM; Dosetaksel 110 uM; Dosetaksel 110 uM + Valproik
Asit 15 mM ve (¢li kombinasyon (Valproik Asit 15 mM +
Vinkristin 18 nM + Dosetaksel 110 pM) ile tedavi
sonrasinda NOXA gen ekspresyon profillerindeki degisim
Kopek meme karsinomu hiicrelerinde Vinkristin 18 nM;
Valproik Asit 15 mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15
mM; Dosetaksel 110 uM; Dosetaksel 110 uM + Valproik
Asit 15 mM ve (¢li kombinasyon (Valproik Asit 15 mM +
Vinkristin 18 nM + Dosetaksel 110 pM) ile tedavi
sonrasinda MCL-1 gen ekspresyon profillerindeki degisim
Kopek meme karsinomu hiicrelerinde Vinkristin 18 nM;
Valproik Asit 15 mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15
mM; Dosetaksel 110 uM; Dosetaksel 110 uM + Valproik
Asit 15 mM ve Ucli kombinasyon (Valproik Asit 15 mM +
Vinkristin 18 nM + Dosetaksel 110 pM) ile tedavi
sonrasinda BAX gen ekspresyon profillerindeki degisim
Kopek meme karsinomu hiicrelerinde Vinkristin 18 nM;
Valproik Asit 15 mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15
mM; Dosetaksel 110 uM; Dosetaksel 110 uM + Valproik
Asit 15 mM ve ucli kombinasyon (Valproik Asit 15 mM +
Vinkristin 18 nM + Dosetaksel 110 pM) ile tedavi
sonrasinda BID gen ekspresyon profillerindeki degisim
Kopek meme karsinomu hiicrelerinde Vinkristin 18 nM;
Valproik Asit 15 mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15
mM; Dosetaksel 110 uM; Dosetaksel 110 uM + Valproik
Asit 15 mM ve (¢l kombinasyon (Valproik Asit 15 mM +
Vinkristin 18 nM + Dosetaksel 110 pM) ile tedavi
sonrasinda PUMA gen ekspresyon profillerindeki degisim
Kopek meme karsinomu hiicrelerinde Vinkristin 18 nM;
Valproik Asit 15 mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15
mM; Dosetaksel 110 uM; Dosetaksel 110 uM + Valproik
Asit 15 mM ve (¢l kombinasyon (Valproik Asit 15 mM +
Vinkristin 18 nM + Dosetaksel 110 pM) ile tedavi
sonrasinda ATM gen ekspresyon profillerindeki degisim
Kopek meme karsinomu hicrelerinde Vinkristin 18 nM;
Valproik Asit 15 mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15
mM; Dosetaksel 110 uM; Dosetaksel 110 uM + Valproik
Asit 15 mM ve ucli kombinasyon (Valproik Asit 15 mM +
Vinkristin 18 nM + Dosetaksel 110 pM) ile tedavi
sonrasinda CASP3 gen ekspresyon profillerindeki degisim
Kopek meme karsinomu hicrelerinde Vinkristin 18 nM;
Valproik Asit 15 mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15
mM; Dosetaksel 110 uM; Dosetaksel 110 uM + Valproik
Asit 15 mM ve ucli kombinasyon (Valproik Asit 15 mM +
Vinkristin 18 nM + Dosetaksel 110 pM) ile tedavi
sonrasinda P53 gen ekspresyon profillerindeki degisim
Kopek meme karsinomu hiicrelerinde Vinkristin 18 nM;
Valproik Asit 15 mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15

Xvi

99

100

101

102

103

104

105

106

107



Sekil 4.22.

Sekil 4.23.

mM; Dosetaksel 110 puM; Dosetaksel 110 uM + Valproik
Asit 15 mM ve ¢l kombinasyon (Valproik Asit 15 mM +
Vinkristin 18 nM + Dosetaksel 110 pM) ile tedavi
sonrasinda P21 gen ekspresyon profillerindeki degisim
Kopek meme karsinomu hiicrelerinde Vinkristin 18 nM;
Valproik Asit 15 mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15
mM; Dosetaksel 110 uM; Dosetaksel 110 uM + Valproik
Asit 15 mM ve (¢l kombinasyon (Valproik Asit 15 mM +
Vinkristin 18 nM + Dosetaksel 110 pM) ile tedavi
sonrasinda ~ BAX/BCL-2  ekseninin  rolatif  olarak
degerlendirilmesi.

Kopek meme karsinomu hucrelerinde, Vinkristin 18 nM;
Valproik Asit 15 mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15
mM; Dosetaksel 110 uM; Dosetaksel 110 uM + Valproik
Asit 15 mM ve (¢l kombinasyon (Valproik Asit 15 mM +
Vinkristin 18 nM + Dosetaksel 110 pM) ile tedavi
sonrasinda gen ekspresyon profillerindeki degisime ait 1s1
haritas1 grafigi (heatmap)

xvil

108

110



Cizelge

Cizelge
Cizelge
Cizelge
Cizelge
Cizelge

Cizelge
Cizelge

Cizelge
Cizelge
Cizelge
Cizelge
Cizelge

3.1.

3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.

3.7.

3.8.

3.9.
4.1.
4.2.
4.3.
44.

CIZELGELER DiZiNi

Deneysel ¢aligmalarda kullanilan kimyasal maddeler ve ticari
kitler
Calismalarda kullanilan sarf malzemeler

Calisma kapsaminda kullanilan cihazlar ve ekipmanlar
Kombinasyon analizi i¢in olusturan tedavi gruplari
Uclii boyama yontemiyle hiicre 61iim modunun tespiti

Komplementer DNA sentezinde kullanilan malzemeler ve
miktarlar

Kantitatif ger¢cek zamanli PCR analizinde kullanilan genler ve
primer dizileri

Kantitatif ger¢cek zamanli PCR analizinde kullanilan reaksiyon
karisimi

Kantitatif ger¢cek zamanli PCR analizi i¢in cihaz protokoli
XTT testi sonucu elde edilen vinkristin stlfat 1Cso dozlar
Dosetakselin XTT testi sonucu elde edilen 1Cso dozlar:
Valproik Asidin XTT testi sonucu elde edilen 1Cso dozlari

RNA izolasyonu sonucu Nanodrop 6lcumleri

xviil

Sayfa
56

57
58
66
68
71

72
73

74
78
80
82
95



1. GIRIS

Kanser, hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesi, doku invazyonu ve metastaz Ozellikleriyle
tanimlanan karmasik bir hastalik grubudur. Genetik mutasyonlar, epigenetik
diizenlemeler ve timor mikrogevresi arasindaki dinamik etkilesimler, kanserin biyolojik
temelini olusturan en Onemli faktorlerdir. Giinlimiizde kanser biyolojisinin
anlasilmasindaki ilerlemeler, molekiiler diizeydeki bu siireclerin kesfi sayesinde
miimkiin olmustur (Weinstein vd., 2013). Bu siiregler, kanser hiicrelerinin proliferasyon,
hayatta kalma, metastaz ve bagisiklik sisteminden kagis gibi 06zelliklerini nasil
kazandigin1 ortaya koyarken, ayn1 zamanda terapdtik hedeflerin gelistirilmesine olanak

tanimaktadir (Jain vd., 2021).

Kanserde genetik faktorler, proto-onkogenlerin aktivasyonu ve tiimor baskilayict
genlerin inaktivasyonu ile iligkilidir. Bu durum, hiicresel sinyal yollarini1 bozar ve timor
hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasina neden olur (Shen vd., 2018). Ozellikle P53 gibi
tiimor baskilayici genlerde meydana gelen mutasyonlar, DNA hasarina verilen hiicresel
yanitin etkisiz hale gelmesine yol acar. Bu tiir genetik degisiklikler, kanserin
baslangicinda ve ilerlemesinde kritik bir rol oynar (Lawrence vd., 2014). Bunun yani
sira, kritik genlerdeki germ hatti mutasyonlarr, DNA onarim mekanizmalarini bozarak
genomik instabiliteye ve dolayisiyla kanser riskinin artmasina neden olur (Chong vd.,
2014). Ancak, yalnizca genetik degisiklikler degil, epigenetik diizenlemeler de kanser
biyolojisinde onemli bir yer tutar. Epigenetik, DNA dizisinde herhangi bir degisiklik
olmadan gen ekspresyonunu diizenleyen bir mekanizma olarak, kanser hiicrelerinin

fenotipik 6zelliklerini ve terapotik yanitlarini sekillendirebilir (Baylin ve Jones, 2016).

Epigenetik mekanizmalar arasinda DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari,
kromatin yeniden diizenlenmesi ve kodlama yapmayan RNA’lar yer alir. Bu
mekanizmalar, hiicrelerin hangi genlerin aktif veya inaktif olacagini belirlemesini saglar
(Feng ve De Carvalho, 2022). DNA metilasyonu, genellikle tiimor baskilayici genlerin
susturulmasina neden olarak kanser olusumunu destekler. Histon modifikasyonlar: ise
kromatin yapisim1  dogrudan etkileyerek gen ekspresyonunu diizenler. Histon

asetilasyonunun azalmasi ve buna bagli olarak kromatinin daha siki bir yapiya



biirlinmesi, gen ekspresyonunu baskilar ve kanser hiicrelerinin malign o6zelliklerini
artirir (Rosenthal vd., 2023). Histon deasetilazlar (HDAC’lar), bu siirecte histonlardan
asetil gruplarini1 uzaklagtirarak gen ekspresyonunu baskilayan enzimlerdir. HDAC’larin
asir1 aktivasyonu, tiimor baskilayici genlerin susturulmasina ve kanser hiicrelerinin

kontrolsiiz ¢cogalmasina katkida bulunur (Song vd., 2017).

Epigenetik diizenlemelerin tedavi edilebilir ve geri dondiiriilebilir dogasi, bu
mekanizmalart hedef alan terapotik yaklasimlar gelistirilmesine olanak tanimistir.
HDAC inhibitorleri (HDACI), histon deasetilazlarin aktivitesini inhibe ederek kromatini
gevsetir ve gen ekspresyonunu yeniden diizenler. Bu ilaglar, 6zellikle tiimor baskilayici
genlerin yeniden aktif hale getirilmesinde 6nemli bir rol oynar (Berger vd., 2020).
HDAC:i’ler, kanser hiicrelerinde apoptozun tetiklenmesi, hiicre dongiisiiniin
durdurulmasi, anjiyogenezin baskilanmasi ve immiin sistemin modiile edilmesi gibi
etkiler gdsterir. Bu ajanlar, kanser hiicrelerinin epigenetik diizenlemesini hedef alarak

kanser biyolojisinin daha iyi anlasilmasina katkida bulunmustur.

HDAC/i’lerin yan1 sira DNA metiltransferaz inhibitorleri (DNMTi) de kanser
tedavisinde umut vaat eden bir diger epigenetik ajan smifidir. DNMTi’ler, DNA
metilasyonunu azaltarak tiimor baskilayici genlerin yeniden aktiflesmesine olanak tanir.
Bu ilaglar, genetik mutasyonlarin tedavi edilemez oldugu durumlarda, epigenetik
degisiklikleri hedef alarak hiicresel mekanizmalar1 yeniden diizenler (Rosenthal vd.,
2023). Bu tiir epigenetik diizenleyiciler, 6zellikle epigenetik degisikliklerin heterojen
oldugu tiimorlerde kisisellestirilmis tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesine olanak

saglamaktadir (Baylin ve Jones, 2016).

Kanser biyolojisinde epigenetik diizenlemelere ek olarak, timdr mikrogevresi de dnemli
bir yere sahiptir. Tiimor mikrogevresi, kanser hiicreleri ve stromal hiicreler arasindaki
etkilesimlerle sekillenir. Mikrogevrede yer alan bagisiklik hiicreleri, fibroblastlar ve
ekstraseliiler matriks bilesenleri, tlimor bilylimesini ve metastazi destekleyen bir ortam
yaratir (Lee ve Beatty, 2021). Hipoksi, tiimor mikrogevresindeki énemli bir faktor olup,
HIF-1a gibi transkripsiyon faktorlerinin stabilize olmasina ve anjiyogenez siire¢lerinin

aktive edilmesine yol acar (Semenza, 2012). Ayrica, kanser iligkili fibroblastlar



(CAF’ler), salgiladiklar sitokinler ve biiylime faktorleri araciligiyla timor hiicrelerinin
invazyon ve metastaz potansiyelini artirir. Bu baglamda, epigenetik diizenlemeler ve
tiimor mikrogevresi arasindaki iliski, kanserin sistemik bir hastalik olarak ele alinmasini

gerekli kilar.

Kanser biyolojisi, genetik mutasyonlar, epigenetik degisiklikler ve timor
mikrogevresinin karmasik etkilesimleriyle sekillenen ¢ok yonlii bir stiregtir. HDACi’ler
ve DNMTi’ler gibi epigenetik hedefli ilaglar, kanser tedavisinde yeni firsatlar sunarken,
mikrogevresel faktorlerin terapotik etkiler tizerindeki rolii, tedavi yaklasimlarinin daha
kapsamli bir sekilde ele alinmasini gerektirir. Veteriner hekimlik alaninda, epigenetik ve
genetik odakli arastirmalarin siirli kalmasi, bu alandaki bilgi birikimini ve yenilik¢i
tedavi yaklasimlarmi derinlemesine gelistirme cabalarini zorlastirmaktadir. Insan
tibbinda genetik ve epigenetik arastirmalarin giiclii bir finansal destek ve disiplinler
aras1 is birligi ile ilerlemesi, bu alanda genis bir klinik uygulama ve bilimsel kesif
yelpazesi sunarken; veteriner hekimliginde ayni diizeyde bir ilerleme heniiz
saglanamamigtir. Insan tibbinda DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve
mikroRNA diizenlemeleri gibi epigenetik mekanizmalarin detayli bir sekilde
incelenmesi, hedefe yonelik tedavi stratejilerinin gelistirilmesine onciiliik etmistir. Buna
karsin, veteriner hekimliginde bu tiir ¢caligmalarin sayica azhigi, ozellikle kopeklerde

kansere yonelik tedavi segceneklerinin sinirlt olmasina neden olmaktadir.

Kopekler, insanlarin yasamina entegre olmus onemli dostlar olarak goriilmekte, bu
nedenle onlarin sagligiyla ilgili arastirmalar hem bilimsel hem de toplumsal bir 6neme
sahiptir. Kopeklerde goriilen kanserler, insanlardaki gibi genetik yatkinliklar, ¢evresel
maruziyetler, beslenme aligkanliklar1 ve viriis kaynakli enfeksiyonlar gibi ¢esitli
faktorlerle iligkilidir (Pastor vd., 2018; Schneider vd., 1969; Vazquez vd., 2023; Zheng
vd., 2022). Ancak kopeklerdeki kanser tiirlerinin genetik ve epigenetik arka planini
anlamadaki bilgi eksikligi, hastaligin biyolojik mekanizmalarinin aydinlatilmasini ve
daha etkili tedavi stratejilerinin gelistirilmesini zorlastirmaktadir. Insan tibbindan elde
edilen bulgularin veteriner hekimliginde uygulanabilirligini artirmak, bu alandaki bilgi

bosluklarin1 doldurmanin en etkili yollarindan biridir. Epigenetik diizenleme



mekanizmalari, tiirler arasinda benzerlik gosterdigi icin, insanlardaki verilerin kopeklere

uyarlanmasi miimkiindiir.

Epigenetik diizenlemelerin, 6zellikle DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlarinin,
kopeklerdeki kanser biyolojisi tizerindeki roliiniin aydinlatilmast biiyiik bir potansiyel
tagimaktadir. Bu c¢aligmalar sadece kopeklerin sagligina yonelik 6nemli klinik faydalar
saglamakla kalmayacak, ayni zamanda insan ve kopeklerde ortak c¢evresel
maruziyetlerin etkisini anlamaya da katkida bulunacaktir. Kopekler, binlerce yildir
insanlarin en yakin yoldaslart olmustur ve benzer ¢evresel kosullara maruz kalmiglardir.
Bu nedenle, kopeklerdeki tiimorlerin epigenetik mekanizmalarinin aydinlatilmasi, insan
ve veteriner tibb1 arasinda karsilikli bir model olusturma potansiyeline sahiptir. Bu tiir
calismalar, iki disiplin arasinda bir koprii islevi gorerek hem hayvan hem de insan

sagligina hizmet edecektir.

Veteriner hekimliginde epigenetik arastirmalarin artirilmasi, multidisipliner bir
yaklagimi gerektirmektedir. Molekiiler tani araclarindan kisisellestirilmis tedavi
yontemlerine kadar uzanan genis bir arastirma ve uygulama yelpazesi olusturulmalidir.
DNA metilasyon profilleri, histon modifikasyon paternleri ve kodlama yapmayan RNA
analizlerini kapsayan epigenetik calismalar, kopek kanserlerinde hedefe yonelik
tedaviler icin temel olusturacaktir. Bu tiir arastirmalarin sonuglari, biyoinformatik ve
biyostatistik araglarla derinlemesine analiz edilerek, genetik ve epigenetik
diizenlemelerin ~ klintk  uygulamalarla  entegrasyonu  saglanmalidir.  Ayrica,
farmakogenomik veriler dogrultusunda her kopegin genetik ve epigenetik 6zelliklerine
gore ozellestirilmis tedaviler tasarlanabilir. Bu tiir bir yaklasim, hem kdpeklerin hem de
sahiplerinin kanserle miicadelede daha etkin, gilivenli ve hedefe yonelik tedavilere
erisimini saglayacaktir. Epigenetik temelli tedaviler, yalnizca hayvan saghigini degil,
ayn1 zamanda insanlarin psikolojik refahini da olumlu yonde etkileyecek onemli bir

gelisme olarak degerlendirilmektedir.

Karsinogenezis, ¢cok sayida genetik mekanizmanin rol oynadigi kompleks bir biyolojik
siirectir. Veteriner hekimlikte epigenetik arastirmalarin sinirli olmasi onemli bir

eksikliktir ve bu alanda yapilacak ¢aligmalarin sadece kopeklerin degil, bu hayvanlarla



birlikte yasayan insanlarin da yasam kalitesini artiracagi aciktir. Tipta elde edilen
epigenetik ve genetik bulgularin veteriner hekimligine aktarilmasi, bu alandaki bilgi
birikimini derinlestirecek ve daha biitiinciil bir saglik yaklasimina hizmet edecektir. Bu
sebeple, kopeklerde kansere yonelik epigenetik temelli arastirmalarin artirilmasi, hem
hayvan hem de insan saglig1 i¢in biiylik bir potansiyel tagimaktadir. Tipta kaydedilen
ilerlemeler, veteriner hekimligi alanina ayn1 sekilde tesir etmemistir. Ozellikle veteriner
onkolojisi ve daha spesifik olarak da kopeklerde meme tiimorleri konusunda molekiiler
genetik caligmalara ihtiyac oldukga biiyiiktiir. Bu nedenle bu tezin amaci, kopek meme
karsinomu hiicrelerinde VPA ve yaygin olarak kullanilan kemoterapotik ilaglar

(vinkristin siilfat ve dosetaksel) ile kombinasyonlarinin etkisinin incelenmesidir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Kanser

Kanser, kontrolsiiz hiicre biiyiimesi ve viicudun diger bdlgelerini istila etme veya
yayllma yetenegi ile karakterize kompleks bir hastaliktir. Karmagsik biyolojisi ve
heterojen dogasi nedeniyle, bu hastalik modern tibbin en zorlu sorunlarindan biri
olmaya devam etmektedir. Son birkag¢ on yilda kanser anlayisi, basit bir timor olusumu
algisindan, genetik ve ¢evresel faktorleri iceren ¢ok daha niiansh bir perspektife dogru
onemli Ol¢lide evrilmistir. Bu degisim, biiylik 6l¢iide genomik ve sistem biyolojisindeki
ilerlemeler sayesinde olmustur. Bu ilerlemeler, kanserin molekiiler temelleri ve cesitli
biyolojik sistemlerle etkilesimi hakkinda daha derin bilgiler saglamistir (Imielinski vd.,
2012; Weinstein vd., 2013). Genetik ve biyoteknolojideki gelismeler, somatik
mutasyonlarin = ve  timdr olusumunu  yoOnlendiren genomik degisikliklerin
tanimlanmasini miimkiin kilarak kanser arastirmalarinda devrim yaratmistir (Weinstein
vd., 2013). Bu bulgular, kanserin sadece anormal hiicrelerin bir koleksiyonu olarak
degil, genetik yatkinliklar ve cevresel maruziyetler de dahil olmak iizere sayisiz
faktorden etkilenen karmasik bir sistem olarak anlasilmasinin 6énemini vurgulamaktadir
(Boddy, 2023). Bu bakis acis1, bu kompleks sistemi etkili bir sekilde bozabilecek hedefe
yonelik tedavilerin gelistirilmesi ve hastalarin iyi oluslart i¢cin ¢ok O6nemlidir (Du ve

Elemento, 2015; Werner vd., 2014).

Genetik ve sistem biyolojisi perspektiflerine ek olarak, kanserin evrimsel dinamikleri
son yillarda giderek artan bir ilgi gormiistiir. Kanserin evrimsel bir siire¢ olarak
kavrami, timor davranigini sekillendirmede dogal segilimin roliinii vurgulayarak,
terapotik miidahalelerden kagabilen agresif fenotiplerin ortaya c¢ikmasina yol agar
(Aktipis ve Nesse, 2013; Shpak ve Lu, 2016). Bu evrimsel cergeve, timor
heterojenitesini anlama yetenegimizi artirmakla kalmaz, ayni zamanda tedavinin
uyguladig1 evrimsel baskilara karsi koyabilecek uyarlanabilir tedavi stratejilerinin
gelistirilmesine de katkida bulunur (Pepper vd., 2014). Ayrica, bagisiklik sistemi ile
kanser arasindaki etkilesim oldukca kritik bir noktadir. Immiin hiicreler, stromal

hiicreler ve ekstraseliiller matriks bilesenlerini iceren kanser mikrogevresi, timor



progresyonunu ve tedaviye yanit1 nemli 6l¢iide etkiler (Jain vd., 2021; Lee ve Beatty,

2021).

2.2. Kanser Genetigi

Kanser, temel olarak ¢ogalma, apoptozis ve DNA onarimi gibi kritik hiicresel siirecleri
diizenleyen genlerdeki mutasyonlarin birikimiyle karakterize edilen genetik bir
hastaliktir. Bu mutasyonlar agirlikli olarak proto-onkogenler ve tiimdr baskilayici genler
olmak tiizere iki farkli gen siifini etkiler. Proto-onkogenler normalde hiicre biiylimesi
ve farklilasmasini destekleyen proteinleri kodlarken, islev kazandirict (“gain-of-
function”) mutasyonlar gecirdiklerinde onkogenlere doniiserek malign transformasyonu
tetikleyebilirler (Shen vd., 2018). Buna karsilik, tiimor baskilayici genler, hiicre
dongiisiinde  olumsuz (negatif) diizenleme yapmak veya DNA onarimini
kolaylastirmakla gorevlidir. Bu genlerdeki islev kaybi (“loss-of-function”)
mutasyonlari, hayati 6nem tasiyan kontrol noktalarini ortadan kaldirarak genomik
degisiklik tasiyan hiicrelerin normal biiytime kisitlamalarin1 agmasina izin verir (Sonkin

vd., 2013).

Kanserin ortaya c¢ikisi, kalitsal (germ hatt1) mutasyonlar ile bireyin yasami boyunca
DNA replikasyon hatalar1 veya ¢evresel kanserojenlere maruziyet sonucu biriken
sporadik (somatik) mutasyonlarin bir kombinasyonundan kaynaklanabilir (Hassan vd.,
2019). Bu siiriicii (“driver”) mutasyonlarin kademeli birikimi ve ortaya ¢ikan genomik
kararsizlik, normal hiicrelerin giderek daha agresif hale gelen klonlara adim adim
evrimlesmesini destekler (Lawrence vd., 2014). Ornegin, siiriicii genlerin kesfi, belirli
mutasyonlarin segici bir biiylime avantaj1 sagladigin1 ve bunun onkogenezin ayirt edici
ozelliklerinden biri oldugunu gostermistir (Yang vd., 2010). Ayrica hem yaygin hem de
nadir sliriicii mutasyonlarin tespit edilmesi, timor olusumunu anlamak ve hedefe

yonelik tedaviler gelistirmek acisindan kritik 6nem tasir (Buisson vd., 2019).

Spesifik genetik lezyonlar1 ve bunlarin bozdugu molekiiler yolaklari anlamak, kanser
siirecinin erken asamalarinda miidahaleyi hedefleyen akilct ila¢ tasarimi ve

kisisellestirilmis tip stratejileri i¢in esastir (Sanchez-Vega vd., 2018). Ornegin, BRCAI



ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlar dogrudan tiimér olusumuna yol agmasa da
genomik kararsizlig1 artirarak diger tiimor baskilayict genlerin inaktivasyonu veya
onkogenlerin aktivasyonu gibi ek degisiklikleri tetikler ve bu durum, bu genlerin
genomik stabiliteyi korumadaki roliinii vurgular (Chong vd., 2014). Ek olarak, siiriicii
mutasyonlarla timdr mikrogevresi arasindaki etkilesim, tedaviye yanitlar1 ve klinik
sonuglar1 etkileyebilir; bu da kanser tedavisinde kapsamli genomik profillemenin

Onemini ortaya koymaktadir (Laddha vd., 2014).

Proto-onkogenlerdeki ve tiimor baskilayici genlerdeki genetik mutasyonlar arasindaki
karmasik iligki, kanser biyolojisinin zorlu yapisinin temelini olusturur. Bu genetik
degisikliklerin ve islevsel sonuglarinin derinlemesine anlagilmasi, kanser aragtirmalarini
ilerletmek ve tedavi stratejilerini iyilestirmek i¢in hayati Oneme sahiptir. Kanser

olusumundaki diger ¢ok 6nemli bir biyolojik siire¢ ise epigenetik diizenlemedir.

2.3. Kanserde Epigenetik: Mekanizmalar, Sonuc¢lar ve Terapotik Potansiyel

Kanser, genetik mekanizmalardan oldugu kadar epigenetik degisimlerden de etkilenen
karmasik bir hastaliktir. Genetik mutasyonlar uzun siiredir timor olusumunun birincil
nedenleri olarak goriilse de, epigenetik, temel DNA dizisini degistirmeden gen
ekspresyonunu diizenleyen kritik bir faktdr olarak one c¢ikmistir. Bu epigenetik
diizenleme, DNA metilasyonu, histon modifikasyonlari, kromatin yeniden diizenlenmesi
ve kodlama yapmayan RNA’larin etkisi gibi ¢esitli mekanizmalar1 kapsamaktadir. Bu
mekanizmalarin tamami ¢evresel uyaranlara duyarhidir ve geri dondiiriilebilir
niteliktedir (Baylin ve Jones, 2016; Feng ve De Carvalho, 2022; Skourti ve Dhillon,
2022).

Epigenetik modifikasyonlar, kanserin kademeli olarak ilerlemesinde 6nemli bir rol
oynar. Ornegin, bazi histon modifikasyonlarmin diizensizlesmesi, meme kanseri alt
tiplerinin invazivligi ile iligkilendirilmistir (Berger vd., 2020). Ayrica, kromatin yeniden
diizenlenme proteinleri genellikle kanser hiicrelerinde asir1 ifade edilir ve bu durum,
tiimor biliyiimesini destekleyen gen ekspresyonuna yonelik artan metabolik talebi

gosterir (Eubanks vd., 2017). Genetik mutasyonlar ile epigenetik degisimler arasindaki



etkilesim kritik bir 6neme sahiptir; ¢ilinkii epigenetik degisiklikler, tiimor baskilayici
genlerin susturulmasina veya onkogenlerin aktiflesmesine yol agarak malign fenotipe

katkida bulunabilir (Baylin ve Jones, 2016; Toh vd., 2017).

Epigenetik degisimlerin geri dondiiriilebilirligi, kanser tedavisi i¢in yeni firsatlar
sunmaktadir. Hatta, giinlimiizde baz1 epigenetik temelli tedaviler onay almistir. Bu
tedaviler, cesitli kanserlerin tedavisinde umut vaat etmektedir (Song vd., 2017;
Szczepanek vd., 2023; Zhang vd., 2022). Epigenetik yaklagim, kanser hiicrelerinde
hiicre dongiistinii durdurma, farklilasma ve apoptozu indiikleyebilir ve genellikle ciddi
yan etkilere sahip olan geleneksel kemoterapilere gore stratejik bir avantaj sunar
(Rosenthal vd., 2023). Ayrica, epigenetik ilaglarin immiinoterapi veya sitotoksik ajanlar
gibi diger tedavi modiilleriyle birlestirilmesi, tedavi etkinligini artirmak ve ilag direncini

asmak i¢in Onerilmistir (Leary vd., 2018).

Kanserde kodlama yapmayan RNA’larin ve kromatin yeniden diizenlenmesinin roliiniin
anlasilmasindaki son gelismeler, arastirma ve terapotik miidahale i¢in yeni alanlar
acmugtir. Ornegin, belirli kodlama yapmayan RNA’larin yukari regiile edilmesi,
terapotik dirence bagli olan kanser kok hiicresi fenotiplerinin siirdiiriilmesinde rol
oynadig1 gosterilmistir (Toh vd., 2017; Wang ve Han, 2021). Ayrica, epigenetik
belirteclerin kanser teshisi ve prognozu icin potansiyel biyobelirtegler olarak
tanimlanmasi, epigenetik arastirmalarin klinik ortamda Onemini vurgulamaktadir
(Pathak vd., 2023; Szczepanek vd., 2023). Epigenetik regiilasyonun detayli bir 6zeti

sonraki boliimlerde sunulmustur.

2.3.1. Epigenetik Diizenleme Mekanizmalari

Epigenetik diizenleme, gen ekspresyonunu topluca etkileyen cesitli mekanizmalarin
karmagik bir etkilesimidir. Bu mekanizmalar arasinda DNA metilasyonu, histon
modifikasyonlari, kromatin yeniden diizenlenmesi ve kodlama yapmayan RNA’larin

etkinligi temel bir rol oynar.



2.3.1.1. DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, sitozin rezidiilerinin 5-karbonuna bir metil grubunun eklenmesini
icerir ve agirlikli olarak CpG diniikleotitlerinde gerceklesir. Bu modifikasyon, DNA
metiltransferazlar (DNMT) olarak bilinen bir enzim ailesi tarafindan katalize edilir.
DNA metilasyonunun dinamik yapisi, gen ekspresyonunun diizenlenmesi, genomik
stabilite ve hiicresel kimligin korunmasi gibi hiicresel siireclerde onemli bir rol
oynamasina olanak tanir. Kanser olgularinda, DNA metilasyon paternlerindeki
anormallikler siklikla gézlemlenir ve bu durum tiimor olusumu ve kanser ilerlemesine

katkida bulunur (Yan vd., 2020).

2.3.1.2. Kanserde Global Hipometilasyon

Global hipometilasyon, genom boyunca DNA metilasyon seviyelerinde yaygin bir
azalma ile karakterize edilen 6nemli bir epigenetik degisimdir ve cesitli kanser
tiirlerinde sikca gozlemlenir (Buj vd., 2016). Bu fenomen, tiimér olusumu ve kanser

ilerlemesine katkida bulunan birkag kritik sonugla iliskilendirilmistir.

2.3.1.3. Genomik Kararsizhk ile Tliskisi

Global hipometilasyonun birincil etkilerinden biri, genomik kararsizlik ile olan
iligkisidir. Arastirmalar, global DNA hipometilasyonunun artan kromozomal kararsizlik
ve mutasyon oranlarina yol acgabilecegini gostermektedir; bunlar, kanser gelisiminde
kritik faktorlerdir. Ornedin, fare embriyonik kok hiicrelerinde DNMT1’in yok
edilmesinin, global hipometilasyon ve artmis genomik kararsizlik ile sonuglandigi ve T
hiicre lenfomalar1 gibi malign dontistimlere yol agtig1 gosterilmistir (Funaki vd., 2015;
Sheaffer vd., 2016). Ayrica, global hipometilasyonun, genomik biitiinliigii bozabilen ve
karsinogenezi tesvik edebilen transpozabl elemanlarin yeniden aktiflesmesi ile iliskili

oldugu belirtilmistir (Shen vd., 2017).
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2.3.1.4. Gen-Spesifik Hipermetilasyon ile Etkilesim

Genomik kararsizligin yani sira, global hipometilasyon genellikle gen-spesifik
hipermetilasyon ile birlikte goriilir ve kanser ilerlemesini etkileyen karmasik bir
etkilesim yaratir. Ornegin, diffiiz biiyiik B hiicreli lenfomada, global hipometilasyon
bagimsiz bir prognostik faktor olarak tanimlanmis ve belirli gen promotdrlerinin
hipermetilasyonu ile iliskilendirilmistir (Wedge vd., 2017). Bu metilasyon paternlerinin
ikiligi, global hipometilasyonun onkogen ekspresyonunu kolaylastirirken, ayn1 zamanda
lokalize hipermetilasyon yoluyla tiimdr baskilayici genleri susturabilecegini ve bdylece

tiimdr olusumuna katkida bulunabilecegini gostermektedir (Wedge vd., 2017).

2.3.1.5. Kanserin Erken Evreleri ile iliski

Global hipometilasyon, mide, kolorektal ve over kanserleri dahil olmak iizere cesitli
kanser tiirlerinde karsinojenik siirecin erken bir olay1 olarak taninmaktadir. Bu durum
siklikla prekanser6z durumlarla iliskilendirilir ve kanser hiicrelerinin ayirt edici bir
ozelligi olarak kabul edilir (Compare vd., 2011; Thumbovorn vd., 2022). Ornegin, oral
skuamo6z hiicreli karsinom baglaminda, global hipometilasyonun kanser gelisiminin
erken evreleri ile baglantili oldugu ve kanser riski i¢in bir biyobelirte¢ olarak potansiyel
roliinii gdsterdigi belirtilmistir (Foy vd., 2015). Ayrica, global hipometilasyonun kanser
olusumundan 6nce meydana gelebilecegi ve erken tespit ile risk degerlendirmesi

acisindan 6nem tasidigi gosterilmistir (Zhu vd., 2011).

2.3.1.6. Global Hipometilasyonun Mekanizmalari

Kanserde global hipometilasyonun altinda yatan mekanizmalar ¢ok yonliidiir. Bu
mekanizmalar, DNA metilasyon paternlerinin korunmasi icin kritik olan DNA
metiltransferazlarin, 6zellikle DNMT1'in, asag1 regiile edilmesini icerir (Hervouet vd.,
2010). DNMT1 ile diger diizenleyici proteinler arasindaki etkilesimlerin bozulmasinin,
hipometilasyon yoluyla tiimor olusumunu tesvik ettigi de belirtilmistir (Hervouet vd.,

2010). Ayrica, sigara dumani ve kirleticilere maruz kalma gibi ¢evresel faktorler ve
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yasam tarzi se¢imlerinin, global DNA metilasyon seviyelerini etkileyerek kanser riskini

artirabilecegi gosterilmistir (Shen vd., 2017).

2.4. Tiimor Olusumunda Epigenetik Degisiklikler

Epigenetik degisiklikler, tiimoér olusumunun baglangicindan metastaza kadar tiim

asamalarda kritik bir rol oynar.

2.4.1. Kanserin Baslangici

Kanserin erken evrelerinde, tiimor baskilayic1 genlerin promotor hipermetilasyonu ve
global DNA hipometilasyonu gibi belirli epigenetik degisiklikler siklikla gozlemlenir.
Promotor hipermetilasyonu, kritik tiimor baskilayici genlerin susturulmasina yol agan
iyi belgelenmis bir mekanizmadir. Ornegin, siklin bagimli kinaz inhibitdrii 2A (Cyclin-
Dependent Kinase Inhibitor 2A: CDKN2A4) geninin hipermetilasyonu, hiicre
dongiisiiniin diizenlenmesi icin hayati 6neme sahip olan P16 ekspresyonunun kaybina
neden olur. P16 kaybi, normal hiicre dongiisii kontroliinii bozarak kontrolsiiz hiicresel
proliferasyona ve tiimoér olusumuna katkida bulunur (Vidal vd., 2017). Buna karsilik,
global DNA hipometilasyonu, RAS gibi onkogenlerin aktivasyonu ile iliskilidir ve bu
durum hiicresel doniisiim ve kanser ilerlemesine yol agabilir. Hipometilasyon, genellikle
susturulmus olan onkogenlerin ekspresyonuna izin vererek, kanserin ayirt edici bir
ozelligi olan genomik kararsizlig1 tesvik edebilir (Baba vd., 2014; Royston vd., 2018).
Calismalar, global hipometilasyonun c¢esitli kanserlerde yaygin bir 6zellik oldugunu ve
malign fenotipe onemli Sl¢lide katkida bulundugunu gostermistir (Lesch vd., 2019;

McDonald vd., 2017).

2.4.2. Tiimér Ilerlemesi

Histon modifikasyonlar1 ve kromatin yeniden diizenlenmesi, onkojenik yollari
aktiflestirerek ve farklilasma ile iligkili genleri susturarak timor ilerlemesini

kolaylastirir. EZH2’nin asir1  ekspresyonu, baskilayict H3K27me3 isaretlerini
yerlestirerek agresif timor fenotipleri ile iligkilendirilmistir (Varambally vd., 2002).
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Benzer sekilde, MALAT1 gibi uzun kodlama yapmayan RNA’lar (long non-coding
RNA: IncRNA) hiicre proliferasyonu ve metastazi tesvik eder (Tripathi vd., 2010).

2.4.3. Metastaz

Epigenetik diizenleme, metastaz igin kritik bir siire¢ olan epitel-mezenkimal gecisin
(EMT) ayrilmaz bir parcasidir. E-kaderinin promotdr hipermetilasyonu veya histon
deasetilasyonu yoluyla susturulmasi, EMT nin ayirt edici bir 6zelligidir. Ayrica, timor
mikrogevresinin indiikledigi hipoksi, epigenetik ortami degistirerek metastatik

potansiyeli artirir (Deng vd., 2017; Ji vd., 2015; Kokura vd., 2010).

2.5. Tiimor Mikrocevresi ile Epigenetik Etkilesim

Tiimo6r mikrogevresi, epigenetik diizenlemeyi onemli Olgiide etkiler. Hipoksi, hizli
timor biiylimesi ve anormal damarlanma nedeniyle yetersiz oksijen kaynagindan
kaynaklanan kat1 tiimorlerin yaygin bir 0Ozelligidir. Hipoksik kosullarda, HIF-la
stabilize olur ve c¢ekirdege tasinir; burada anjiyogenez, metabolizma ve hayatta
kalmayla ilgili cesitli hedef genlerin transkripsiyonunu aktive eder. Onemli olarak, HIF-
la, DNMT’ler ve HDAC’ler belirli gen promotorlerine ¢eker ve trombospondin-1
(TSP-1) ve E-kaderin gibi anti-anjiyojenik genlerin susturulmasina yol agar. Bu siireg,
artan DNA metilasyonu ve histon deasetilasyonu ile sonuglanarak, tiimdr ilerlemesini ve
anjiyogenezi destekleyen bir epigenetik ortam yaratir (Kumar vd., 2019; Semenza,

2012).

CAF’ler, timor mikrogevresinin ana bilesenlerinden biridir ve kanser hiicrelerinin
davranisini etkileyen g¢esitli sitokinler ve biiylime faktorleri salgilar. Bu salgilanan
faktorler, tiimor hiicrelerindeki kromatin durumlarim1 daha da degistirebilir ve timor
biiylimesini ve bagisiklik sisteminden kacis1 tesvik edebilir (Halim vd., 2017; Kalluri ve
Zeisberg, 2006). Ornegin, CAF kaynakli sitokinler olan transformasyon biiyiime
faktori-beta (TGF-B) ve interlokin-6 (IL-6), kanser hiicrelerinin invaziv ve metastatik
potansiyelini artiran epigenetik degisiklikleri indiikledigi gosterilmistir. Ozellikle TGF-

B, epigenetik diizenleyicilerin toplanmasina yol agan sinyal yollarin1 aktive edebilir ve
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bu da tiimor baskilayici genlerin baskilanmasina ve EMT’nin tesvik edilmesine neden
olur (Elliott ve Blobe, 2005). Dahasi, CAF’ler ile tiimor hiicreleri arasindaki etkilesim,
tiimorlerin agresif davranisini slirdiiren bir geri besleme dongiisii olusturur. CAF’ler
tarafindan salman sitokinler, kanser hiicrelerindeki epigenetik diizenleyicilerin
ekspresyonunu degistirebilir ve bu da timor biiyliimesini ve bagisiklik sisteminden
kagis1 destekleyen gen ekspresyonundaki kalic1 degisikliklere yol agar (Elliott ve Blobe,
2005; Halim vd., 2017; Kalluri ve Zeisberg, 2006; Kumar vd., 2019; Semenza, 2012).

2.6. Okaryotik Kromatin Yapisi

Okaryot kromatini, DNA ve histon proteinlerinden olusan sofistike bir yap1 olup,
genomun c¢ekirdek icinde paketlenmesini saglarken ayni zamanda gen erisilebilirligini
ve ekspresyonunu diizenlemede kritik bir rol oynar (Mei vd., 2019). Kromatinin temel
birimi olan niikleozom, ~146 baz ¢ifti uzunlugundaki DNA’nin, histon proteinlerinden
(H2A, H2B, H3 ve H4) olusan bir oktamer etrafina sarilmasiyla olusur (Mei vd., 2019).
Bu organizasyon (Sekil 2.1), histonlarin cesitli post-translasyonel modifikasyonlari
araciligiyla kromatin yapisinin ve fonksiyonunun dinamik olarak diizenlenmesini
miimkiin kilar (Sonraki boliimlerde ayrintili bir sekilde ele alinacaktir). Ayrica H2B
Tyr37 fosforilasyonu gibi spesifik modifikasyonlar, replikasyona bagimli ¢ekirdek
histon genlerinin baskilanmasinda rol oynayarak histon modifikasyonlar1 ile gen

diizenlenmesi arasindaki karmasik iliskiyi ortaya koymaktadir (Mahajan vd., 2012).
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Sekil 2.1. Kromatin organizasyon diizeyleri ve kromatinin yapis1 yapisal birimler —
niikleozomlar (Neganova vd., 2022).

Kromatin, iki temel formda bulunur: 6kromatin ve heterokromatin. Okromatin daha az
yogunlasmistir ve transkripsiyonel olarak aktiftir, gen ekspresyonuna izin verirken;
heterokromatin siki bir sekilde paketlenmistir ve genellikle transkripsiyonel olarak
sessizdir. Mitotik kromozom olusumu, iki asamali bir siirectir; bu siirecte, histonlarin
translasyon sonrast modifikasyonlarindaki degisiklikler mitotik kromatin sikigmasini
yonlendirirken, kondensin gibi histon olmayan proteinlerin etkisi, sikigsmis

kromozomlar1 klasik mitotik morfolojilerine doniistiirebilir (Zhiteneva vd., 2017).

Kromatinin yogunlagsma diizeyindeki bu dinamik doga, hiicre dongiisii sirasinda,
Ozellikle mitozda kromatinin belirgin kromozomlar1 olusturacak sekilde onemli bir
yeniden organizasyona ugradigi zaman kritik 6nem tasir. Bu yogunlagma, hiicre
boliinmesi sirasinda kromozomlarin dogru ayrilmasinda gerekli olan kondensin gibi
cesitli protein kompleksleri tarafindan kolaylastirilir (Gibcus vd., 2018). Arastirmalar,
mitotik kromatinin transkripsiyon faktorleri i¢in erisilebilir kalmaya devam ettigini,
dolayisiyla yiiksek derecede yogunlagsmis durumda bile diizenleyici islevlere

katilabildigini gdstermektedir. Buna ilaveten, mitoz sirasinda belirli post translasyonel
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modifikasyonlar, kromatin yogunlagsmasini tesvik ederek bu modifikasyonlarin kromatin

yapisinin korunmasindaki roliinii 6ne ¢ikarmaktadir (Zhiteneva vd., 2017).

Kromatinin hiyerarsik organizasyonu, DNA’nin verimli bir sekilde paketlenmesini
saglamakla kalmaz, aynm zamanda gen diizenlenmesinde de kritik bir rol oynar. Ornegin,
erken gelisim sirasinda epigenetik isaretlemeyle baslatilan aktif kromatin bolgelerinin
olusumu, gen ekspresyon kaliplarini etkiler (Szutorisz vd., 2005). Ek olarak, kromatinin
yogunlasma derecesinin uzaysal ve zamansal dinamikleri, hiicre kimliginin
korunmasinda ve farklilagma siireglerinin kolaylastirilmasinda 6nemlidir (Nicetto ve
Zaret, 2019). Kromatin yapisi ile gen ekspresyonu arasindaki etkilesim, kromatin
mimarisinin farklilagma sirasinda hiicre kaderini 6ngorebilecegini gosteren caligsmalarla
daha da vurgulanmakta ve kromatin organizasyonunun gelisim biyolojisindeki neminin

altin1 ¢izmektedir (Fujimori vd., 2023).

2.7. Histonlarm Yapi ve Ozellikleri

Histonlar, okaryotik hiicre c¢ekirdeginde DNA’nin diizenlenmesi ve paketlenmesi
siirecinde kritik bir rol oynayan temel proteinlerdir. Ozellikle lizin ve arjinin gibi bazik
amino asitler bakimindan zengin olmalar1 sayesinde net pozitif yiike sahiptirler; bu da
histonlarin negatif yiikli DNA fosfat iskeletiyle elektrostatik etkilesime girmesini
kolaylastirir (Bannister ve Kouzarides, 2011; Jeanteur, 2005; Neganova vd., 2022;
Nunes vd., 2023; Tung ve Winn, 2011). Bu etkilesim, DNA’nin yogun bi¢imde organize
edildigi ve diizenlendigi kromatin ad1 verilen yiiksek yapili bir diizenek olusturur (Sekil
2.2). H2A, H2B, H3 ve H4 olarak bilinen baslica histon proteinleri, kromatinin temel
tekrar birimi olan niikleozomun ¢ekirdek kismini olusturur (Bannister ve Kouzarides,

2011; Bonasio vd., 2010; Gibcus vd., 2018; Van Attikum ve Gasser, 2009).
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Kapali kromatin (heterokromatin) yogun bir sekilde Acik kromatin (6kromatin) gevsek bir sekilde
paketlenmistir ve transkripsiyon gergeklesemez. paketlenmistir ve transkripsiyon gergeklesebilir.

Sekil 2.2. Histonun ii¢ boyutlu diizeni ve niikkleozom yapisinin diizenlenmesi (National
Institutes of Health, Educational Resources, 2025)

Niikleozomlar, iki H3-H4 dimeri ve iki H2A-H2B dimerinden olusan sekizli
(oktamerik) bir yapidan meydana gelir. Yaklasik 146 baz cifti uzunlugundaki DNA, bu
cekirdek yapinin etrafina sol-elli bir siiperhelikal doniis yapacak sekilde sarilir
(Bannister ve Kouzarides, 2011; Gibcus vd., 2018; Go vd., 2011; Neganova vd., 2022;
Tanoshima vd., 2016). Bu yapi, niikkleozomlar arasindaki DNA’ya baglanarak kromatin
lifinin daha yiiksek diizeyde katlanmasina ve sikilasmasina katki saglayan H1 adlh
“baglayic1 histon” sayesinde daha da stabilize olur (Bannister ve Kouzarides, 2011;
Colleoni vd., 2012; Jeanteur, 2005; Neganova vd., 2022; Turgut vd., 2019).
Niikleozomdan baglayarak solenoid veya zikzak benzeri daha karmagik diizenlere kadar
uzanan bu hiyerarsik organizasyon; gen diizenlenmesi, DNA replikasyonu ve tamir
mekanizmalart gibi temel biyolojik siireclerin saglikli bir sekilde islemesi agisindan
yasamsaldir (Bannister ve Kouzarides, 2011; Furnari vd., 2014; Gibcus vd., 2018;
Jeanteur, 2005; Neganova vd., 2022; Tung ve Winn, 2011).

17



Histon biyolojisinin énemli bir yonii, bu proteinlerin evrimsel acgidan biiylik oranda
korunmus olmast ve belirli kosullarda veya genomik baglamlarda kanonik histonlarin
yerine gecebilen Ozel histon varyantlarinin (6rnegin H2A.Z ve H2A.X) varligidir
(Amarin ve Obeidat, 2010; Yan vd., 2012). Bu varyantlar, niikleozomun fiziksel
Ozelliklerini  degistirebilir ve DNA hasar onarimi (0rnegin  H2A.X) veya
transkripsiyonel diizenleme (6rnegin H2A.Z) gibi belirli islevlerde uzmanlagmis roller
iistlenebilirler. Boylece histonlar, hem kararli hem de hiicrenin ihtiyaglarina duyarli,
dinamik bir kromatin yapisinin siirdiiriilmesini saglar (Algahtani vd., 2019; Zhang vd.,

2022).

Histon-DNA etkilesimlerinin dinamik niteligi, biiyiik 6l¢iide histon kuyruklari iizerinde
gerceklesen asetillenme, metillenme, fosforillenme ve ubiquitinlenme gibi cesitli
translasyon sonrasi modifikasyonlar ile yonetilir. Bu modifikasyonlar, 6zgiil enzim
aileleri (O6rnegin histon asetiltransferazlar, histon deasetilazlar, metiltransferazlar,
kinazlar ve ubiquitin ligazlar) tarafindan gerceklestirilir ve kromatinin yapisini ve
islevini derin bir sekilde etkileyebilir (Nunes vd., 2023; Tung ve Winn, 2011). Ornegin,
lizin kalintilarinin asetillenmesi genellikle histonun pozitif yiikiinii azaltarak DNA ile
etkilesimin gevsemesine ve transkripsiyon faktorlerinin kromatine daha kolay
erisebilmesine yol acar. Buna karsilik, belirli metillenme isaretleri, hangi kalintilarin
modifiye edildigine bagl olarak gen susturulmasi veya aktiflesmesi ile sonuglanabilir
(Algahtani vd., 2019; Zhang vd., 2022). Bu translasyon sonrasi modifikasyonlar,
hiicrelerin gelisim, farklilasma ve cevresel uyarilara karst yanit gibi siireclerde gen
ekspresyonunu zamanlama ve mekansal boyutlarda koordine etmesine yardimei olan

epigenetik sinyaller olarak islev goriir (Amarin ve Obeidat, 2010; Yan vd., 2012).

Histon bilesimi, histon varyantlar1 ve translasyon sonrasi modifikasyonlar arasindaki
etkilesim, son derece diizenli bir epigenetik kontrol sistemi olusturur. Bu sistem,
hiicrelerin i¢ ve dis uyaranlara hizli bir sekilde uyum saglamasi i¢in hangi genlerin, ne
zaman ve ne Ol¢iide ifade edilecegini diizenler (Furnari vd., 2014; Tung ve Winn, 2011).
Histon biyolojisine dair bilgilerimiz arttik¢a, gelisimsel biyolojiden kanser tedavisine

dek uzanan pek ¢ok alanda hedefe yonelik yeni miidahalelere kap1 aralanmakta; boylece
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histonlarin hem normal fizyoloji hem de hastalik patogenezi agisindan ne denli merkezi

bir 6nem tasidig1 bir kez daha anlasilmaktadir (Algahtani vd., 2019; Zhang vd., 2022).

2.8. Histon Modifikasyonlari

Histon modifikasyonlari, dkaryotik hiicrelerde kromatin yapisint ve fonksiyonunu
derinden etkileyen, histon proteinlerinin N-terminal kuyruklarinda gergeklesen kritik
translasyon sonrasi (post-translasyonal) diizenlemelerdir. Asetillenme, metillenme,
fosforillenme ve ubiquitinlenme gibi ¢esitli modifikasyonlar, gen ifadesinin
diizenlenmesinde, kromatin mimarisinin belirlenmesinde ve DNA onarimi ile
replikasyon gibi yasamsal hiicresel siireclerde 6nemli roller oynar (Teng ve Tan, 2012;
Ucar vd., 2011). Bu modifikasyonlarin dinamik dogasi, genlerin aktif hale getirilmesi ya
da susturulmasi tizerinde hassas bir kontrol kurulmasini saglar ve bdylece hiicre gelisim,
farklilagsma ve ozellikle kanser ile ndrodejeneratif hastaliklar gibi patolojik durumlarin

ilerlemesinde belirleyici etkiler gosterir (Tan vd., 2011; Teng ve Tan, 2012).

Histon modifikasyonlarinin ¢esitliligi oldukg¢a yiiksektir ve her bir tip, kromatin
dinamiklerine kendine o6zgii bir katkida bulunur. Ornegin, temel olarak lizin
kalintilarinda gerceklesen asetillenme, histonun pozitif yilkiini notralize ederek
kromatinin gevsemesine ve transkripsiyon i¢in daha elverisli bir ortam olusmasina yol
acar (Meng vd., 2010; Zhu vd., 2013). Metillenme ise hem lizin hem de arjinin
kalintilarinda meydana gelebilir ve tekli, ikili veya ii¢lii metil grubu eklenmesi s6z
konusu olabilir. Bu siireg, spesifik konum ve metil grubu sayisina bagh olarak gen
ekspresyonunda aktivasyon ya da baskilama seklinde farkli sonuglar dogurabilir
(Masumoto vd., 2011; Prakash ve Fournier, 2017). Fosforillenme, genellikle serin,
treonin veya tirozin kalintilarinda gerceklesir ve DNA hasar yanit1 ile hiicre dongiisii
diizenlenmesi gibi ¢esitli hiicresel olaylarla iliskili bulunur (Cao vd., 2016; Hayakawa
vd., 2017). Histonlarda daha az incelenmis olmasina karsin, ubiquitinlenme de histon
islevlerini ve kromatin yapisini etkileyebilen énemli bir modifikasyondur (Yuan vd.,

2014).
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Farkli histon modifikasyonlar1 arasindaki karsilikli etkilesim, “histon kodu” olarak
adlandirilan karmasik bir diizenleyici ag1 olusturur. Bu kod, yalnizca bireysel
modifikasyonlarin toplamindan ibaret degildir; aksine, belirli bir anda bir araya gelen
modifikasyon kombinasyonlari, 6zgiin biyolojik sonuglar tayin eder (Arita vd., 2012;
Shan vd., 2012). Ornegin, bazi modifikasyonlarin varhigi, spesifik baglanma
proteinlerini (reader proteinler) bolgeye cekerek kromatinin daha da agilmasina veya
sikilagsmasina sebep olabilir, boylece gen ifadesini etkinlestirir veya susturur (Raynal
vd., 2012; Zhang vd., 2015). Bu modifikasyonlarin dinamik niteligi, hiicrelerin ¢evresel
degisimlere ve internal uyaranlara hizli bir sekilde yanit vermesini miimkiin kilar;
dolayistyla homeostazin korunmasinda ve adaptasyonun saglanmasinda kilit rol oynar

(Bannister ve Kouzarides, 2011; Zhang vd., 2015; Zheng vd., 2010).

Histon modifikasyonlar1 diger modifikasyonlar1 olumlu veya olumsuz etkileyebilir.
Histonlar (H2A, H2B, H3 ve H4), DNA’nin sarildig1 protein ¢ekirdegini olusturur ve
niikleozom olarak bilinen temel kromatin birimini olusturur. Her histonun, disartya
dogru uzanan ve farkli enzimler tarafindan kimyasal olarak degistirilebilen “kuyruk”
bolgeleri (amino asitlerin amino-terminal uzantilar1) vardir. Bu degisiklikler, DNA ve
histonlar arasindaki etkilesimi gevsetebilir veya sikilastirabilir, boylece gen ifadesini,
DNA onarimini, replikasyonu ve diger onemli siirecleri etkileyebilir (Bannister ve

Kouzarides, 2011) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Histon modifikasyonu ¢apraz konusmasi (Bannister ve Kouzarides, 2011). H,
histon proteinlerini (H2A, H2B, H3, H4) ifade eder. K, lizin; R, arjinin; S ise serin
amino asitlerini temsil eder. Bu harfleri izleyen sayilar (6rnegin, K4, R17, S10), histon
dizisinde bu kalintilarin bulundugu konumu gosterir. Ub: ubikiitinasyon; me:
metilasyon; ac: asetillenme; ph: fosforilasyon; iso: izomerizasyon. Olumlu bir etki ok
ucuyla, olumsuz bir etki ise diiz bir kafa ile gosterilmistir.

Histon modifikasyonlarinin DNA hasar yanitinda da 6nemli goérevleri vardir. Belirli
modifikasyonlar, onarim proteinlerini  hasar  bolgelerine  ¢ekerek  onarim
mekanizmalarini etkinlestirir (Ezziane, 2012; Meyer vd., 2014). Ornegin, histon
H2AX’in fosforillenmesi (YH2AX olusumu), ¢ift zincirli DNA kiriklarina karsi klasik
bir yanttir; bu degisiklik hasar bolgesini “isaretler” ve onarim faktorlerinin
toplanmasini  saglar (Cao vd., 2016; Z.-F. Yuan vd., 2014). Ayrica, histon
modifikasyonlar1 ile DNA metilasyonu arasindaki etkilesim (Sekil 2.4), hiicrelerin
genomik biitiinliigiinii korumasinda ve gen ifadesini hiicresel strese gore ayarlamasinda

kritik 6neme sahiptir (Cao vd., 2016; Marino-Ramirez vd., 2011).

Mass spektrometri ve kromatin immiinopresipitasyonu (chromatin
immunoprecipitation: ChIP) gibi teknolojik gelismeler, histon modifikasyonlarinin
genom capinda yiiksek ¢Oziiniirliiklii  haritalanmasint  miimkiin  kilarak  bu
modifikasyonlarin dagilimina ve islevlerine iligkin 6nemli bulgular ortaya koymustur
(Agudelo Garcia vd., 2019; Maekawa vd., 2016). S6z konusu teknikler, histon
modifikasyonlarinin genom boyunca tekdiize bir sekilde dagilmadigini, aksine belirli

genetik bolgelerde ve transkripsiyonel durumlarla iligkili 6zel “imza”lar olusturdugunu
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gostermektedir (Cheung vd., 2018; Hennig ve Weyrich, 2013). Ornegin, aktif promotor
bolgeleri asetillenme ve metillenme agisindan 6zgiil kaliplar gdsterirken, baskilanmig
bolgeler farkli modifikasyonlara sahip olarak transkripsiyonu durgun hale getirebilir

(Erdel, 2017; Flensburg vd., 2014).
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Sekil 24. Histon asetillenmesi/deasetillenmesi ile histon

metillenmesi/demetillenmesinin, histon asetiltransferazlar (HAT ler)/deasetilazlar
(HDAC’ler) ve metiltransferazlar (HMT’ler)/demetilazlar (HDMT’ler) tarafindan
kontrol edildigini gosteren sema (Neganova vd., 2022).

Hiicre boliinmesi esnasinda histon modifikasyonlarinin  kalitimi,  epigenetik
diizenlemenin 6nemli bir boyutunu olusturur. Yapilan arastirmalar, ana hiicredeki
histonlarin kendi modifikasyon oriintiilerini koruyarak yeni hiicrelere aktarabildigini ve
boylece izleyen kusaklarda gen ekspresyonunu etkileyebildigini gostermektedir (Asim
vd., 2023; Masumoto vd., 2011). Bu epigenetik bellek, 6zellikle kok hiicreler ve gelisim
asamalar1 bakimindan biiylik 6nem tasir; ¢linkii hiicre karakterinin ve islevselliginin

stirekliligini garanti eder (Govind vd., 2012; Hung vd., 2014).
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Ozetle, histon modifikasyonlar1 gen ifadesi ve kromatin dinamiklerinin
diizenlenmesinde baglica unsurlardan biridir. Cesitlilikleri ve birbirleriyle etkilesimleri,
hiicre i¢inde son derece karmasik ve ileri diizeyde bir kontrol mekanizmasi kurulmasini
saglar ve bu mekanizma gelisimden hastalik siireclerine kadar pek ¢ok olay1
sekillendirir. Mevcut arastirmalar, “histon kodu”nun tiim yonleriyle anlasilmasina
yonelik cabalarmi silirdiirmekte ve bu alanda elde edilen bilgiler, kanser ve
norodejeneratif rahatsizliklar dahil olmak iizere bir¢cok hastalikta terapotik hedeflerin
belirlenmesi agisindan biiylik vaat sunmaktadir (Bornelov vd., 2015; Khare vd., 2012;
Tan vd., 2011).

2.9. Histon Asetillenmesi ve Histon Asetiltransferazlarin (HAT’ler) Kanser

Gelisimindeki Rolii

HAT ler, asetil-CoA molekiiliinden aldiklar asetil grubunu histon proteinlerinin amino-
terminal bolgelerindeki i¢ lizin kalintilarinda bulunan e-amino grubuna ekleyerek lizin
asetillenmesini gergeklestirir (Di Martile vd., 2016). Bu siirecte eklenen asetil grubu,
lizin kalintisinin pozitif ylikiinii notralize eder; bdylece histonlarin DNA ile kurdugu
elektrostatik baglar zayiflar ve kromatin yapisi daha gevsek bir hal alir. Bu gevseme,
gen dilizenlenmesini (“gene assembly”) etkileyip transkripsiyon akisinda degisiklikler
meydana getirmektedir (Narita vd., 2019) (Sekil 2.4). Histonlardaki translasyon sonrasi
modifikasyonlar, ayn1 zamanda histon dis1 proteinlerde de goriilerek kromatin
organizasyonunun ve yeniden sekillenmesinin (“remodeling”) diizenlenmesinde kilit bir
rol oynar. Sonug olarak, histon asetillenmesinin genellikle 6kromatin olarak adlandirilan
acik ve aktif kromatin yapisim1 destekledigi; 6te yandan histon deasetillenmesinin,
heterokromatin diye bilinen yogun ve pasif kromatin formuna yol actig1 bilinmektedir

(Neganova vd., 2022).

HAT lerin temel islevi, transkripsiyonun aktif héle getirilmesidir. Dolayisiyla bu enzim
ailesi, hiicre iginde ¢ok cesitli siirecleri diizenlemede kritik roller {istlenir (Barnes vd.,
2019; Sapountzi ve Cote, 2011; Trefely vd., 2019). Hiicre igindeki konumlarina gore iki
ana gruba ayrilirlar: sitoplazmada yer alan tip B (HAT1, HAT2, HatB3.1, Rtt109 ve
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HAT4) (Tafrova ve Tafrov, 2014; Yang vd., 2011) ve biiylik oranda ¢ekirdekte bulunan
tip A (Neganova vd., 2022).

Tip A, yap1 ve islevleri benzer bes ana aile olarak tanimlanmaktadir.

Aile I [CREB’e baglanan protein (CREB-binding protein: CBP)/p300 grubu]: Bu
ailede, yapisal ve islevsel bakimdan benzerlik gosteren CBP ve p300 bulunur. Iki
proteinde de HAT boélgesi, bromodomain (BRD) ve protein—protein etkilesimlerinde
gorev alan ii¢ farkli sistein ve histidin zengini alan (TAZ, PHD, ZZ) yer alir (Dancy ve
Cole, 2016).

Aile II (GNAT: GCNS ile iliskili N-asetiltransferaz): Bu aile, hem histonlar1 hem de
histon dig1 proteinleri asetilleyebilen 12 enzimi igerir. HAT bolgesine ek olarak, C-
terminalde asetillenmis lizin kalintilarin1 tantyan ve baglanan korunan bir BRD bulunur

(Salah Ud-Din vd., 2016).

Aile III (MYST): MYST ailesi, yiiksek oranda korunmus MYST boélgesine ve protein

tanimasinda onemli ilave alanlara sahiptir (Sapountzi ve Co6té, 2011).

Aile IV (NCOA ile iliskili HAT): Steroid reseptor koaktivatorleri (SCR1, SCR2 ve
SCR3) bu gruptadir ve kromatin yeniden diizenlenmesi ile transkripsiyon faktdrlerinin

toplanmasi/stabilizasyonunda rol oynarlar (Wang ve Dent, 2014).

Aile V (Transkripsiyon faktorii iliskili HAT): TAFII250 ve TFIIIC gibi TATA-box
baglanma proteinine (TBP) iligkin faktorleri igerir (Hsieh vd., 1999).

HAT ailesindeki genetik degisiklikler ve fonksiyonel bozukluklar kanserle yakindan
iligkilidir (D1 Martile vd., 2016; Guo vd., 2018). Farkli HAT {iyeleri, tiimorlerde ¢esitli
mutasyon bigimleri gosterebilir ve kanserin baglangici ile ilerleyisinde, hatta
metastazinda rol alabilir (Calcagno vd., 2019; Gruber vd., 2019; Shanmugam vd.,
2018). Ornegin CBP/p300 genlerindeki mutasyonlar farkli 16semi tipleri ile B hiicreli

non-Hodgkin lenfomasinda goriilmiis; ayrica solid tiimdrlerde de rapor edilmistir (Chen
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vd., 2015; Li vd., 2019; Pasqualucci vd., 2011; Sin vd., 2019). GNAT ailesine ait
enzimler de genis hiicresel islevleri nedeniyle cesitli kanser patolojilerinde etkindir.
GCNS insan glioma, kolon, meme ve akciger kanserlerinde aktive olurken (Mustachio
vd., 2019), pCAF over , mide ve Ozofagus gibi bazi solid timdrlerde baskilanmis
sekilde tespit edilmistir (Li vd., 2016). ATAT1 de kotii huylu tiimoérlerin yayilmasiyla
baglantili bir¢ok hiicresel siirecte (hiicre yapismasi, gé¢ ve invazyon) kilit rol oynar;
meme kanseriyle iliskili oldugu gosterilmistir (Aguilar vd., 2014; Boggs vd., 2015;
Venuta ve Rendina, 2008). KAT4, KATS, MYSTI1, MYST3 ve MYST4 gibi diger
HAT’lerin de ekspresyon bozukluklar1 kolorektal kanserde belirgindir. Ek olarak, kotii
huylu bobrek tiimorlerinde KAT2A, KAT2B, KAT4 ve MOF’un asirt ifade edildigi
bilinmektedir (Audia ve Campbell, 2016). MYST ailesinin alt gruplar1 da malign
tiimdrlerde sikca mutasyona ugrayabilir; hibrid proteinlerin ortaya ¢ikmasina neden olan
kromozomal anomaliler 16semi gelisimini hizlandirabilir (Borrow vd., 1996; Chaffanet
vd., 2000). MOF aktivitesinin artmasi, karisik soy 16semisi (mixed line leukemia: MLL)
genindeki onkojenik yeniden diizenlemelerle karakterize bir ldsemi alt tipini
desteklemektedir (Valerio vd., 2017). Ayn1 zamanda MOF’un ekspresyonunun meme,
bobrek, mide ve kolorektal kanserlerin yani sira kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri
ve medulloblastoma gibi solid tiimorlerde de degistigi goriilmiistiir (Avvakumov ve

Cote, 2007).

Yakin donem ¢alismalar1, AMOF geninin HCP5’1 (insandaki 5 farklit HLA kompleksinin
birlesimi) hedef aldigina isaret etmektedir. Over kanserinde AMOF ve HCPS5’in
baskilanmasi sonucunda epitel dokularda H4K16 asetillenmesinde azalma meydana
gelebilir (Cai vd., 2015; Liu vd., 2013). Bagisiklik sistemi, anormal hiicreleri tespit
ederek tiimor gelisimini engellemeye calisir; fakat HLA 1 ve II smif molekiillerdeki
anormallikler over kanserlerinde tanimlanmustir (Kiibler vd., 2008). Ote yandan HCP5,
MHC smif I bolgesinde yer alir ve retroviral enfeksiyonlara kars1 bagisiklikta kilit rol
oynar (Kulski ve Dawkins, 1999). Dolayisiyla hMOF, hedefi olan HCP5 geninin
ifadesini diizenleyerek over kanserinde antijenlere baglanma yoluyla gelisen immiin
tepkileri degistirebilir. Ayrica hMOF diizeyindeki azalma, hastalarin genel sagkalim
oraninin diismesiyle de iligkilidir (Cai vd., 2015). Bu nedenle hMOF proteininin

ekspresyonu, over kanserinin prognozunu etkileyen bagimsiz bir risk faktorii olabilecegi
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gibi tan1 ve tedavi yaklasimlarinda “epigenetik biyobelirte¢” olarak da dikkate alinabilir
(Cai vd., 2015; Neganova vd., 2022).

2.10. Histon Deasetilasyonu ve HDAC’lerin Kanser Gelisimindeki Rolii

Asetillenmenin tersi olarak tanimlanan histon deasetillenmesi, histon proteinlerinin lizin
kalintilarindan asetil gruplarinin uzaklastirilmasiyla gerceklesir ve bu siirecte genellikle
HDAC enzimleri gorev alir (D1 Martile vd., 2016; Huang vd., 2019; Neganova vd.,
2022). Deasetillenen histonlar, pozitif yiiklerini koruyarak DNA ile daha giicli
elektrostatik etkilesim kurar, sonugta kromatin daha kompakt hale gelir ve bu sik1 yap1
gen transkripsiyonunun baskilanmasina katkida bulunur (Sekil 2.5). Dolayistyla HDAC
enzimleri, gen ifadesi gibi temel hiicresel siireglerin diizenlenmesinde kritik bir rol

oynar (Di Martile vd., 2016; Huang vd., 2019).

Onceki arastirmalar, insanlarda 18 farkli HDAC iiyesi bulundugunu ve bu iiyelerin
yapisal Ozellikleri ile hiicre i¢i lokalizasyonlarina gore dort ana sinifa ayrildigini

gostermistir (Rana vd., 2020).

Smif I (HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDACS): Biiyiik oranda ¢ekirdek i¢inde islev
goriir. Bu enzimlerde, olduk¢a korunmus bir deasetilaz alan1 (domain) bulunur ve amino
ile karboksi terminalleri nispeten kisadir (Yang ve Seto, 2008). Bu sinif, gen

ekspresyonu kontroliinde dogrudan rol aldigi i¢in 6zellikle 6nem tasir.

Kanserde, DNMT ile birlikte, HDAC ve histon metiltransferazlar (HMT) devreye girer.
Metillenmis promotorler, HDAC ve HMT leri siirece dahil eden metil-CpG baglayici
proteinlere (MBD) baglanir. Bu siirecte histonlar deasetillenir ve histon H3, K9 (MK9)
pozisyonunda metillenir; bu da HP1 proteininin baglanmasini kolaylastirir. Kaiso da
metillenmis DNA’ya baglanabilir ve N-CoR baskilayici kompleksini siirece dahil eder
(Jeanteur, 2005) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Kanserde timor baskilayici genlerin metilasyona bagl susturulmasi. Burada
bir niikleozom dizisi gosterilmektedir. Histon oktamerleri yesil dairelerle, DNA ise
siyah bir ¢izgi seklinde temsil edilmistir; bu ¢izgi ilizerinde metillenmemis CpG
dintikleotitleri beyaz daireler, metillenmis CpG’ler ise siyah daireler olarak
gosterilmektedir. Yukarida, metillenmemis bir promotorde transkripsiyon faktdrlerinin
ve histon asetiltransferazlarin (HAT) baglandig1 ve histonlarin asetillendigi durum yer
almaktadir. “Epigenetics and Chromatin” adli kitaptan uyarlanmistir (Jeanteur, 2005).

Simif I (HDAC4, HDACS, HDAC7, HDAC9 - alt grup Ila; HDAC6, HDAC10 — alt
grup IIb): Hem c¢ekirdek hem de sitoplazmada bulunabilirler. Korunmus deasetilaz
alanina ek olarak, N-terminal kisimda dokuya 0zgli transkripsiyon faktorleri ve
korepresorlerle etkilesimi saglayan diizenleyici bolgeler icerirler (Parra ve Verdin,
2010). Bu sayede farkli sinyal yollari1 eszamanli diizenleyerek hiicrenin gelisim,

farklilasma ve stres yanitlarinda 6nemli roller iistlenirler.
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Siif IIT (SIRT ailesi): Yedi liyeden olusan bu grup (SIRT1-7), NAD" bagimli
deasetilaz ve/veya ADP-ribozilaz etkinligi gosterir. Farkli hiicresel kompartmanlarda
yer alir, bu da her bir SIRT {iyesine 6zgii fonksiyonlarin ortaya ¢ikmasina olanak tanir.
Hiicre dongiisii, metabolizma, stres yanit1 ve yaglanma gibi genis bir yelpazede etkili

olurlar (Neganova vd., 2022).

Smif IV (HDACI11): Yapisal olarak smif I ve II HDAC’lere benzer konservatif
kalintilara sahip tek tiyedir. HDACI11 in islevleri heniiz tam olarak ac¢ikliga kavusmasa
da bobrek, beyin, testis, kalp ve iskelet kaslari gibi ¢esitli dokularda ifade edildigi
bilinmektedir (Gao vd., 2002).

HDAC lerin insan hastaliklarinin gelisimindeki rolleri arasinda kanser patogenezi en sik
tartisilan konulardan biridir. DNA ve histonu modifiye eden enzimlerdeki mutasyonlar
veya islev bozukluklari, ¢esitli malignite tiirlerine yol acgabilir (Cress ve Seto, 2000;
Dawson ve Kouzarides, 2012; Liu vd., 2019). Ornegin bazi onkogenik fiizyon
proteinleri (6r. PML-RARa, AML1-ETO) HDAC’leri dogrudan hedefleyerek tiimor
hiicresinin biiylimesini, farklilagmasini ve metastazini destekleyen siiregleri aktive eder
(Cress ve Seto, 2000). HDAC ifadelerindeki artis veya azalis, ¢esitli kanser tiirlerinde
(prostat, mide, meme, kolon gibi) normal dokulara kiyasla belirgin bi¢cimde
gozlemlenmistir. Bu degisimler, onkogenlerin aktivitesini ve tiimdr baskilayici genlerin
ifadesini etkileyerek kanserin baslangicindan metastazina kadar farkli asamalarinda rol
oynar (Benedetti vd., 2015; Dovey vd., 2013; Duan vd., 2019; Yu vd., 2019). Ornegin,
HDACI, HDAC2, HDAC3, HDAC4, HDACS gibi enzimlerin yiiksek ekspresyonu
veya aktivitesi, hastalifin ileri evrelere tasinmasi ve hastalarin daha kotii prognozla
kars1 karsiya kalmasiyla iliskilendirilmistir (Audia ve Campbell, 2016; Benedetti vd.,
2015). HDAC6 ve HDACIO0, hiicrenin iskelet ve tastyici sistemlerine miidahale ederek
onkojenik doniisiim, metastaz ve anjiyogenez gibi siireclerde anahtar gorevler iistlenir
(Duan vd., 2017; Liu vd., 2019). HDAC4 mutasyonlar1t meme ve rektal kanserlerde
goriiliirtken, HDACS8 ekspresyonunun artmasi noroblastomda agresif seyir ve diisiik
sagkalim oraniyla baglantili bulunmustur (Hrabeta vd., 2014; Rettig vd., 2015).

Hiicre dongiisiinii diizenleyen p21 gibi baskilayict molekiillerin ekspresyonunun,

HDAC aktivitesiyle ters orantili oldugu gosterilmistir. Ornegin kolorektal kanser
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hiicrelerinde p21 seviyesi, HDAC2 ekspresyon diizeyi arttik¢ca azalmaktadir (Neganova
vd., 2022). SIRT (Swnif III) ailesindeki bazi {iyeler, ¢esitli kanserlerde farkli sekillerde
ifade edilmektedir. SIRT1, SIRT4 ve SIRT7 yiiksek aktivite seviyelerine ulasarak
myeloid 16semi, prostat ve over (yumurtalik) karsinomlarinda, ayrica non-melanom cilt
kanserlerinde rol oynayabilir. SIRT2 ise gliom, mide kanseri ve melanom gibi
tiimdrlerde baskilanmis durumdadir (Barber vd., 2012; Benedetti vd., 2015). Anormal
SIRT diizeyleri, otofaji dahil pek cok hiicresel siirecte bozulmalara yol agabilmektedir
(Suzuki vd., 2015). Ozellikle SIRT7nin histon H3K 18 asetillenmesini anormal bigimde
deasetillemesi, hiicresel transformasyona katkida bulunmakta ve SIRT7 seviyesinin
azaltilmasi, farelerdeki insan kaynakli tiimor hiicre ksenograftlarinda tiimor aktivitesini
belirgin bi¢imde diisirmektedir (Barber vd., 2012). Smuf IV iiyesi HDACI1 ise
miyeloproliferatif hastaliklar ve Hodgkin lenfomasinda asir1 ifade edildigi tespit edilen
bir diger HDAC olarak 6ne ¢ikar (Huang vd., 2018). Bu tiir bulgular, HDACI11’in de
tipki diger siniflara ait HDAC’ler gibi kanser olusumu ve ilerlemesinde dikkate deger

bir islev tasiyabilecegini gostermektedir.

HDAC diizeyindeki veya aktivitesindeki degisimler, onkogen transkripsiyonunun artigi
ve timor baskilayict genlerin baskilanmasi gibi etkilere yol agarak ¢esitli kanserlerin
patogenezinde yer alir. Bu nedenle HDAC hedefli tedavi yaklasgimlari (HDAC
inhibitdrleri gibi), hem solid tiimorlerde hem de hematolojik kanserlerde arastirilmaya
devam etmekte ve klinik uygulamalarda kullamilmak {tizere farkli ilag adaylar
gelistirilmektedir (Neganova vd., 2022). Gelecekte yapilacak caligmalar, HDAC’lerin
kanser gelisimiyle iliskili mekanizmalarin1 daha ayrintili aydinlatarak, kisiye 6zgii ve

daha etkili tedavi protokolleri gelistirilmesine katki saglayabilir.

2.11. Valproik Asit (VPA)

Valproik asit (VPA), kimyasal adiyla 2-propilpentanoik asit olarak bilinen kisa zincirli
bir yag asididir. Bes karbonlu bir ana gévde (pentanoik asit) iizerinde, ikinci karbonda
yer alan propil (iic karbonlu) bir yan grup bulunur. Molekiiliin karboksilik asit (—
COOH) ucu, asit o6zelligini belirlerken; orta boliimdeki dallanma (2-propil grubu)
bilesigin fonksiyonel 6zelliklerini etkiler (Sekil 2.6). Bu yapi, VPA’nin hem biyolojik
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aktivitesini hem de fizikokimyasal 6zelliklerini (6rnegin lipofiliklik ve suda ¢ozliniirliik)

belirlemede 6nemlidir.

O~ __OH

H;C CHj;
Sekil 2.6. Valproik asidin (VPA) kimyasal yapis1

Ozellikle epilepsinin uzun siireli tedavisinde oldukga etkili ve genellikle iyi tolere edilen
bir antiepileptik ila¢ olarak genis ¢apta taninmaktadir (Diliberti vd., 1984; Goyal vd.,
2016; Nunes vd., 2023). VPA ilk olarak 1881 yilinda sentezlenmis, 1962°de ise tibbi
kullanima girmistir (Scott, 1993). Baslangigta organik c¢oziicli olarak arastirilirken,
nobet Onleyici (antikonviilsan) oOzelliklerinin tesadiifen fark edilmesi {izerine
antiepileptik tedavide yaygin sekilde kullanilmaya baslamistir. Zaman i¢inde mani
tedavisi ve bipolar bozukluk yonetimi gibi psikotropik alanlarda da klinik uygulama
alan1 bulmustur. Diinya Saglik Orgiitiiniin “Temel Ilaglar Listesi”nde yer almas1 (WHO,
2019), kiiresel saglik acisindan kritik bir ila¢ oldugunu gostermektedir. Ayrica jenerik
ilag olarak da temin edilebilmektedir (Manoguerra vd., 2008). 2022 yilinda, ABD’de en
sik regete edilen 174. ila¢ konumunda olmasi (The ClinCalc DrugStats Database, 2022),
VPA’nin uzun siiredir devam eden klinik 6nemini ve yaygin kullanimini yansitmaktadir.
Klinik faydalarina ragmen, bir¢ok arastirma VPA’nin erken gebelik donemindeki
kullantminin 6nemli teratojenik riskler tagidigini ortaya koymustur. Bu riskler arasinda
noral tiip defektleri (NTD’ler) ve diger konjenital malformasyonlar 6ne ¢ikmakta olup
(DiLiberti vd., 1984; Tung ve Winn, 2011; Werler vd., 2011), VPA’ya gebelik siiresince
maruz kalinmasi, kraniyofasiyal ve ekstremite anomalilerini de igeren genis bir
gelisimsel bozukluk yelpazesini tanimlayan fetal valproat sendromuna yol
acabilmektedir (Goyal vd., 2016; Nunes vd., 2023; Tung ve Winn, 2011). Bu teratojenik
etkiler, embriyonik gelisimin ve ndral tlipiin kapanmasinin en kritik agsamalarindan biri
olan gebeligin ilk trimesterinde Ozellikle belirgin hale gelmektedir (Tanoshima vd.,
2016).

VPA’nin teratojenitesini agiklayan mekanizmalar olduk¢a karmasiktir. Onemli bir etki

yolu, VPA’nin alifatik asit kategorisinde bir HDACi olarak islev gorme kapasitesidir
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(Colleoni vd., 2012; Géttlicher, 2004; Gottlicher vd., 2001). Histon deasetilazlar,
HAT’ler ile birlikte kromatin yeniden sekillenmesini diizenler ve hiicre biiyiimesi ile
farklilasma i¢in kritik olan pek ¢ok genin ekspresyonunda rol alir (Krdmer vd., 2003;
Turgut vd., 2019). VPA, HDAC aktivitesini inhibe ettiginde histon asetilasyon
seviyeleri artar; bu durum, noral tipiin saglikli bi¢cimde kapanmasi ve normal
embriyogenezin siirdiiriilmesi i¢in gerekli olan sinyal yollarimin isleyisini bozabilir (Nau
vd., 1991; Tung ve Winn, 2011). Ayrica, VPA'nin HDAC inhibisyonu, reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) artmasina neden olarak hiicresel apoptozu tetikleyebilir ve bdylece
teratojenik etkiyi giiclendirebilir (Furnari vd., 2014; Tung ve Winn, 2011). Bu molekiiler
bozulmalar, spina bifida ve anensefali gibi noral tiip defektlerinin ortaya ¢ikmasinda
kritik bir rol oynamaktadir (Tung ve Winn, 2011). VPA’nin teratojenik etkisi yalnizca
farmakolojik 6zellikleriyle sinirli degildir; genetik ve ¢evresel faktorler de bu siiregte
belirleyicidir. Ornegin, metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) geninde goriilen bazi
polimorfizmlerin, VPA’ya bagli NTD gelisiminde artmis yatkinlikla iligkili oldugu
gosterilmistir (Yan vd., 2012). Bunun yan1 sira, maternal obezite ve diyabet gibi ek risk
faktorleri de olumsuz gelisimsel sonuglarin ortaya c¢ikma olasiligin1 artirabilir
(Algahtani vd., 2019; Amarin ve Obeidat, 2010). Folik asit takviyesi, genel
popiilasyonda NTD insidansinin azaltilmasinda etkili oldugundan, VPA’ya bagh
konjenital malformasyonlar1 6nlemedeki rolii de arastirma konusu olmustur. Kimi
calismalar, folik asidin insan pluripotent kok hiicrelerinden tiiretilmis noral rozetlerin
morfogenezine olumlu katki saglayarak VPA kaynakli gelisimsel anormallikleri kismen
hafifletebilecegini One siirerken, diger arastirmalar folatin tek basina ilacin noral tiip
kapanmasina yonelik spesifik miidahalesini yeterince engelleyemeyebilecegini
gostermektedir (Akimova vd., 2017; Lee vd., 2023; Turgut vd., 2019; Zhang vd., 2022).
Bu ¢eliskili sonuglar, VPA'nin teratojenik mekanizmalarinin yalnizca folat takviyesiyle

diizeltilebilen siireglerden daha genis kapsamli oldugunu diistindiirmektedir.

Ozellikle iireme ¢agindaki kadinlarda antiepileptik tedavi ihtiyaci, klinik agidan 6nemli
bir zorluk olusturmaktadir. Mevcut kilavuzlar, 6nceki gebeliklerde NTD o&ykiisii olan
hastalar basta olmak iizere, gebelik planlayan ya da gebe kalmasi muhtemel bireylerin
daha giivenli bir profil sunan antiepileptik ilaglara gegmesini onermektedir (Tanoshima

vd., 2016; Tomson vd., 2019). VPA’nin teratoloji alanindaki etkilerine ek olarak, bir
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HDACIi olarak tanimlanmasi bu ilacin {liniinii ve kullanilma yayginligini oldukca
artirmigtir.  1990’larin  baglarinda, tiimor hiicrelerinin biliylime ve hayatta kalma
yeteneklerinin HDAC aktivitesinin baskilanmasiyla zayifladig1 ortaya konmus, bu da
dogal kaynaklardan HDACi elde etmeye veya yeni bilesikler sentezlemeye ydnelik
calismalar1 hizlandirmistir (Géttlicher vd., 2001; Krdmer vd., 2003). HDAC1 in prostat,
mide, kolon ve meme karsinomlarinda; HDAC2’nin ise kolorektal, servikal ve mide
kanserlerinde asir1 eksprese oldugu bildirilmektedir (Akgiin, 2017; Halkidou vd., 2004;
Song vd., 2017; Zhang vd., 2005; Zhu vd., 2004). Amerika Birlesik Devletleri Gida ve
fla¢ Dairesi’nin (“United States Food and Drug Administration”: FDA), trichostatin A
(TSA) ve suberoylanilid hidroksamik asidi (SAHA) antikanser ilaglar olarak
onaylamasi, bu alandaki arastirmalar1 daha da canlandirmistir. Alifatik asitler arasinda
yer alan VPA, biitirat ve fenilbiitirat gibi ajanlar, TSA veya SAHA’ya kiyasla genellikle
daha yiiksek konsantrasyonlarda etki eden daha zayif HDACi’ler olarak kabul edilseler
de, VPA hem in vitro hem de in vivo ortamda servikal, prostat, ndroblastom, mediiller
tiroit, miyelom, kolon, gliom, 16semi, meme, akciger, mesane ve melanom gibi ¢ok

sayida kanser tiiriinde antikanser aktivite gostermistir (Duenas-Gonzalez vd., 2008).

1989 yilinda, inositol geri donilislimiiniin azalmasina bagl olarak hiicresel inositoliin
tikenmesinin, Border hastalii (Border disease: BD) tedavisinde lityumun etki
mekanizmasi olabilecegi one siiriilmiistiir (Berridge vd., 1989). Bu tarihten itibaren
lityum, VPA ve karbamazepinin bir¢ok model sistemde InsP3 seviyelerini azalttigi
gosterilmistir (Eickholt vd., 2005; Galit vd., 2007; Shimshoni vd., 2007; Williams vd.,
2002). Noronlarda inositol tiikenmesi i¢in gereken yapisal kosullara bakildiginda,
karboksil bas grubun (karboksilik asit grubu) gerekli oldugu ve P-konumundaki
dallanmanin etki giiclinii artirdigr goriilmektedir (Li vd., 2012). Karboksilik asit
grubunun amid veya hidroksamit gruplarina doniistiiriilmesi genelde aktiviteyi oldukca
azaltirken,  siklopropil  analoglarda  (6rnegin ~ MTMCD  [N-metil-2,2,3,3-
tetrametilsiklopropankarboksamid]) karboksil grubunun degistirilmesi gerektigi istisnai
durumlar s6z konusudur (Shimshoni vd., 2007). Ayrica, doymamis VPA analoglarinda
etki stereoselektivite gosterir; S enantiyomerleri daha etkilidir ve (teratojenite
durumunun aksine) B-konumunda bir hidrojen bulunmasi inositol tiikenmesi ig¢in

zorunlu degildir (Eickholt vd., 2005). VPA’nin inositol-tiiketici etkisinin, miyo-inositol
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1-fosfat (MIP) sentaz aktivitesini azaltan heniiz bilinmeyen bir mekanizmayla iligkili

oldugu diistiniilmektedir (Galit vd., 2007; Vaden vd., 2001).

VPA gibi, BD tedavisinde kullanilan ilaglarin hiicresel hedeflerini inceleyen bircok
calisma, hiicre dongiisiinde, néron yapisinda ve hiicre sagkaliminda rol oynayan lityuma
duyarl glikojen sentaz kinaz 3 beta (GSK3f) enzimine odaklanir. VPA’nin GSK3f’y1
hem dogrudan hem de dolayli mekanizmalarla inhibe edebilecegi belirtilmistir (Chen
vd., 2000); ancak bu etki tartismalidir (Jonathan Ryves vd., 2005). VPA ve diger BD
ilaclarinin MAPK yolagmi aktive ettigi gosterilmistir (Akgiin, 2017; Boeckeler vd.,
2006; Einat vd., 2003; Hao vd., 2004; Terbach ve Williams, 2009). Bu etki, BD ile
iligkili olabilecek beyin bolgesel hacim kayiplarini 6nlemede (ndroproteksiyon) rol
oynayabilecegi icin Onemlidir (Manji ve Duman, 2001). S6z konusu aktivasyonun
altinda yatan mekanizma net olmasa da, bazi veriler VPA’nin bu etkiyi Dictyostelium
gibi basit bir biyomedikal model organizmada protein kinaz A (PKA) yolagini
zayiflatarak gerceklestirebilecegini one stirmektedir (Boeckeler vd., 2006). VPA, aym
zamanda, fosfolipaz A2 (PLA2) aracili arakidonik asit salinimini azaltmaktadir (Chang
vd., 2001). Diger BD tedavilerinin de PLA2 transkripsiyonunu baskiladigi
bilindiginden, bu yolun BD tedavisindeki olas1 bir hedef olabilecegi diisliniilmektedir

(Chang vd., 2001; Rao vd., 2008; Terbach ve Williams, 2009).

VPA’nin farmakolojik profili olduk¢a cesitlilik sergilemektedir. Bir yandan epilepsi
tedavisinde etkili ve gorece 1yi tolere edilen bir ajan iken, diger yandan erken gebelikte
kullanimimnin 6zellikle noral tiip defektleri gibi ciddi teratojenik risklere yol actigi
bilinmektedir. Ote yandan, bir HDACi olarak tanimlanmasi, 6zellikle kombine tedavi
yaklasimlarinda, kanser tedavisi i¢in cazip firsatlar sunmaktadir. Bu baglamda yiiriitiilen
arastirmalar, VPA'nin hem gelisimsel hem de kanserle ilgili siiregleri hangi kesin
molekiiler yollarla etkiledigini daha detayli olarak ortaya koyarken, epilepsi ve onkoloji
alanlarindaki terapotik potansiyelini en iyi sekilde kullanmayir ve aym1 zamanda

teratojenik etkilerini azaltmaya yonelik stratejiler gelistirmeyi amaclamaktadir.
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2.11.1. VPA’nin Anti-kanser EtKisi

VPA, geleneksel olarak epilepsi tedavisinde uzun yillar boyunca basariyla kullanilan ve
giivenlik profili 1yi tanimlanmis bir ila¢ olmakla birlikte (Aztopal vd., 2018; Han vd.,
2013; Vecht vd., 2003), son donemdeki c¢alismalar, VPA’nin sadece antikonviilsan
etkileriyle sinirli kalmayip, ayn1 zamanda ¢esitli kanser tiirlerinde antitiimdr potansiyele
sahip oldugunu gostermistir (Akbarzadeh vd., 2016; Sun ve Coy, 2014). Bu antikanser
etkiler, biiyiik 6l¢iide VPA’nin HDACi olma kapasitesine dayansa da (Gan vd., 2012;
Guadalupe vd., 2012; Hu vd., 2024; Juengel vd., 2013; Kostrouchova vd., 2007; Witt
vd., 2013; Yagi vd., 2010), hiicredeki pek ¢ok 6nemli sinyal yolunu ayni anda etkilemesi
de bu 6zelligin altinda yatan temel mekanizmalardan biridir. Ozellikle Wnt/B-katenin,
PI3K/AKT, p21WAFI/CDKNIA ve MAPK/ERK gibi yollar, kanser hiicrelerinin
proliferasyon, diferansiyasyon ve apoptoz gibi siireglerini diizenleyerek timor

gelisiminde kritik roller oynarlar (Akgiin, 2017; Chou vd., 2011; Sidana vd., 2012).

VPA’'nin HDAC inhibitor etkisi, histon asetilasyon seviyelerini yiikselterek gen
ekspresyon diizenini degistirebilmekte, boylece tiimor baskilayici genlerin yeniden
etkinlesmesi ve onkogen ekspresyonunun baskilanmasi miimkiin olmaktadir (Hu vd.,
2024; Yagi vd., 2010). Bunun yaninda, Wnt/B-katenin sinyal yolunun VPA tarafindan
modiile edildigi gosterilmistir (Akbarzadeh vd., 2016; Sun ve Coy, 2014). Kanserde
siklikla hatali bicimde aktive olan Wnt/B-katenin yolunun inhibisyonu ya da dogru
regiilasyonu, hiicre proliferasyonunun yavaslatilmast ve hiicre farklilasmasinin
artirilmasi gibi yararlar saglayabilir (Crosby ve Deas, 2018; Yuan vd., 2014). Benzer
sekilde, kanser hiicrelerinin hayatta kalma mekanizmalarindan biri olan PI3K/AKT
sinyal yolunun VPA araciligiyla baskilanabildigi, dolayisiyla AKT aktivasyonunun
azalmasina bagli olarak hiicrelerin apoptoza daha duyarli hale geldigi bildirilmistir

(Crosby ve Deas, 2018; Zhao vd., 2014).

VPA ayrica p21 WAF1/CDKNI1A yolag: iizerinden hiicre dongiistinii durdurma (“cell
cycle arrest”) etkisi gosterebilirken, MAPK/ERK yolagim1 da etkileyerek tlimor
hiicrelerinin ¢ogalmasini ve hayatta kalmasini gesitli diizeylerde baskilayabilmektedir

(Kostrouchova vd., 2007; Sun ve Coy, 2014). Dahasi, Notch sinyal yolu da VPA’nin
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hedef aldigr 6nemli yollardan biridir ve bu yolun uyarilmasi, bazi kanser tiirlerinde
tiimdr baskilayicr bir etki gdsterebilir (Cesar Machado vd., 2011; Greenblatt vd., 2007;
Gunel vd., 2021). Ornegin, VPA'nin serviks kanseri ve ndroblastoma hiicrelerinde
Notchl sinyalini aktive ettigi ve ayni zamanda histon H3 asetilasyonunu artirdigi
saptanmistir (Franko-Tobin vd., 2012; Sami vd., 2008). Bu ¢ift yonli etki, VPA’'nin
epigenetik diizenleyici fonksiyonuyla hiicre i¢i sinyal iletim mekanizmalarini ayni anda
kontrol edebildigini, dolayisiyla ¢ok katmanli bir timor baskilama stratejisi

gelistirebildigini gostermektedir (Kwiecinska vd., 2016).

VPA’nin kemoterapiyle kombine kullanimi, 6zellikle kiiciik hiicreli akciger kanseri
(KHAK) gibi agresif tiimorlerde dikkat cekici sonuglar dogurmustur (Chu vd., 2013;
Hashemi-Sheikhshabani vd., 2019; Leiva vd., 2012; Miinster vd., 2007). Ornegin,
sisplatin ve etoposid gibi standart kemoterapotik ajanlara yaniti artirdigi bildirilmistir.
Ayrica, VPA ve niklosamid kombinasyonunun, A549 akciger kanseri hiicre hattinda
ekstrinsik apoptozu indiikleyerek giiclii bir sitotoksik etki olusturdugu gosterilmistir
(Akgiin vd., 2019). Klinik olarak ulasilabilir dozda (0.6 mM) VPA kullaniminin, farkli
dozlarda FEC (5-Fluorourasil + Epirubisin + Siklofosfamid) ile birlikte uygulandiginda
FEC’in sitotoksik etkisini artirdigi ATP testi ile gosterilmistir. Ancak, bu etkinin MTT
testinde dogrulanmamis olmast VPA’min hiicre hatlarindaki sitotoksik etkisinin
degerlendirilmesinde dikkatli olunmasi gerektiginin altin1 bir kez daha ¢izmektedir (An
vd., 2010). Klinik aragtirmalar da bu durumu dogrular niteliktedir. Daha 6nce tedavi
almis KHAK hastalarinda doxorubicin tek basina etkisiz kalirken, VPA ile kombine
edildiginde yaklasik %16 oraninda yamit elde edilmesi, VPA’nin olasi bir
“kemosensitizer” ya da ek tedavi ajani1 olarak rol oynayabilecegini gostermektedir
(Berghmans vd., 2015; Hajikazemi vd., 2018; Su vd., 2011). Benzer sekilde, VPA’nin
baska bircok standart ya da hedefe yonelik tedaviyle birlikte kullanildiginda terapdtik
etkinligi artirabilecegi bildirilmistir (Juengel vd., 2013; Nilubol vd., 2017; Park vd.,
2020; Shan vd., 2012).

VPA’nin antikanser giiciiniin goreceli olarak sinirli oldugu bazi durumlar mevcuttur;

ancak uzun donemli epilepsi tedavisi ge¢misi sayesinde genis capli giivenlik ve

farmakokinetik verilerinin bulunmasi, kanser tedavilerinde de kullanimini nispeten
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giivenli kilmaktadir (Saha vd., 2017; Xie vd., 2020). Ayrica, bir¢ok klasik antiepileptik
ilacin aksine, kurtarma kemoterapisi (salvage chemotherapy) ile daha az etkilesime
girerek onkoloji pratigi igerisinde avantaj saglar (Vecht vd., 2003). VPA’nin ayn1 anda
birden ¢ok sinyal yolunu hedefleyebilmesi, kanserin karmasik dogasiyla ¢ok yonlii bir
sekilde miicadele etme olanagt sunmakta, bu da tek bir hedefe odaklanan
monoterapilere kiyasla daha kapsamli bir yaklasim saglamaktadir (Sun vd., 2015; Sun

ve Coy, 2014; Wedel vd., 2011).

VPA’nin antikonviilsan etkilerinin yani1 sira, Wnt/B-katenin, PI3K/AKT, Notch ve
MAPK/ERK gibi temel sinyal yollarini ayn1 anda modiile ederek antikanser potansiyel
ortaya koydugu goriilmektedir. HDAC inhibisyonu ile histon asetilasyonunu artirarak
gen ekspresyonunu diizenlemesi, onkogenleri baskilayip tiimor baskilayici genleri aktif
hale getirmesine yol a¢maktadir. Bununla birlikte, diger kemoterapdtik ajanlarla
kombine tedavide gosterdigi sinerjik veya ek katki potansiyeli de VPA’y1 bircok
malignitede umut vadeden bir yardimci tedavi secenegi héline getirmektedir. Genis
giivenlik profili, iyl tanimlanmis farmakokinetigi ve birden ¢ok sinyal yoluna etkisi,
VPA’'nin Oniimiizdeki donemde onkolojik tedavilerde daha yaygin bicimde
degerlendirilebilecegini gostermektedir. Ozellikle VPA'nin en umut verici klinik
sonuclarinin, sitotoksik kemoterapiler, immiinoterapiler ya da diger epigenetik
diizenleyicilerle  birlikte  kullanildigi  kombinasyon tedavilerinde  gozlendigi
bildirilmektedir (Fenaux vd., 2009). VPA’nin uzun siiredir epilepside kullanilan bir ilag
olmasi ve belirli dl¢lide giivenlik verisine sahip bulunmasi, dogru doz ayarlamalar1 ve
ayrintili risk—fayda analizleriyle birlikte degerlendirildiginde, onkoloji alaninda yeniden

konumlandirilmasini kolaylastirabilir.

2.12 Apoptozis ve Molekiiler Regiilasyonu

Apoptozis, programlanmis hiicre 6liimii olarak bilinen, hiicresel homeostaz, gelisim ve
bagisiklik savunmasi gibi ¢esitli fizyolojik islevlerin temelini olusturan kritik bir
biyolojik stiregtir. Bu oldukga iyi diizenlenmis mekanizma, istenmeyen, hasar goérmiis
veya potansiyel olarak zararli hiicrelerin segici olarak ortadan kaldirilmasini saglar ve

cevredeki dokulara verilen hasari en aza indirir. Yaralanma veya travma sonucu ortaya
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¢ikan, kontrolsiiz ve genellikle zararli bir hiicre oliimii sekli olan nekrozdan farkli
olarak, apoptoz enerjiye bagli bir siirectir ve hiicrelerin diizenli bir sekilde ortadan
kaldirilmasin1 saglar; iistelik bu siire¢ inflamatuar bir yanit tetiklemez (Goldar vd.,

2015; Martinez vd., 2010).

Apoptozisin morfolojik 6zellikleri belirgin ve iyi tanimlanmistir. Apoptotik hiicreler
tipik olarak kiigiilme, kromatin yogunlasmasi ve apoptotik cisimcikler olarak bilinen
membranla ¢evrili vezikiillerin olusumu gibi degisiklikler gosterir. Bu cisimcikler daha
sonra komsu hiicreler, 6zellikle de makrofajlar tarafindan fagosite edilir. Bu mekanizma,
hiicresel kalintilarin  etkin bir sekilde temizlenmesini saglar ve inflamasyonu
tetiklemeden gergeklesir (Martinez vd., 2010). Bu siire¢, doku homeostazinin korunmasi
ve hiicre i¢i potansiyel olarak zararli iceriklerin ekstraselliiler alana salinmasini
engelleyerek inflamasyon ve doku hasarin1 dnlemesi agisindan kritik 6neme sahiptir

(Zhang vd., 2018).

Molekiiler diizeyde, apoptozis esas olarak hiicre Oliim programini yOneten sistein
proteaz ailesi olan kaspazlarin aktivasyonu ile gerceklesir. Kaspazlar, inaktif onciiler
olarak sentezlenir ve igsel veya digsal 6liim sinyallerine yanit olarak aktif hale gelir
(Chen ve Wang, 2002; Li ve Yuan, 2008). Bu enzimlerin aktivasyonu, apoptozisle
iligkili karakteristik morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerle sonuglanan spesifik
substratlarin parcalanmasina yol agar (Chen ve Wang, 2002; Creagh vd., 2003). Ayrica,
DNA parcalanmasi bu siirecin onemli bir gostergesidir; endoniikleazlar kromozomal
DNA’y1 oligomerik fragmanlara ayirir ve bu, jel elektroforezi ile gozlemlenebilen
belirgin bir "merdiven" desenine yol acar (Martinez vd., 2010; Walker ve Sikorska,
1997). Bunun yani sira, fosfatidilserinin plazma zarinin i¢ yiizeyinden dis yiizeyine
gecisi, fagositik hiicreler icin bir "beni ye" sinyali olarak islev goriir ve apoptotik

hiicrelerin taninmasini ve temizlenmesini kolaylastirir (Park ve Kim, 2017).

Apoptoziste anahtar diizenleyici proteinler kaspazlardir (Li ve Yuan, 2008).
Memelilerde kaspazlar, farkli yolaklardaki o6zel islevlerine goére ii¢ gruba ayrilir:
gelisimsel, inflamatuvar ve apoptotik yolaklar (Goldar vd., 2015; Weyhenmeyer vd.,

2012). Bu nedenle, kaspaz-1 gibi bazi kaspazlar apoptozun uygulanmasinda bir rol
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oynamazken, bazi kaspazlar hem apoptotik hem de apoptotik olmayan sinyal yollarinda
cift rol oynar. Ek olarak, kaspazlar apoptotik sinyal kaskadindaki konumlarina gore
baslatic1 (kaspaz-8 ve -9) ve etkileyici veya uygulayici kaspazlar (kaspaz-3, -6 ve -7)
olarak smiflandirilir (Hu vd., 2013). Baslatici kaspazlar, oto-pargalanma ile aktive
olduktan sonra, sirasiyla asag1 akista yer alan "uygulayici1" kaspazlari pargalayarak aktif
hale getirir. Ardindan, uygulayici kaspazlar, hiicrenin proteolitik olarak parcalanmasini
diizenlemek i¢in temel hiicresel bilesenleri parcalar (Goldar vd., 2015; Green ve Evan,

2002).

Apoptozis, Ozellikle embriyonik gelisim olmak iizere ¢esitli fizyolojik siireglerde hayati
bir rol oynar. Gereksiz veya diizgiin bir sekilde olusmamis hiicrelerin ortadan
kaldirilmas1 yoluyla dokularin ve organlarin sekillendirilmesine katkida bulunur ve
bdylece uygun bir organogenezis saglanir (Exbrayat vd., 2012; Goldar vd., 2015).
Bagisiklik sisteminde ise, apoptozis, otoimmiin hastaliklar1 6nleyerek, kendine tepki
veren T ve B lenfositlerinin ortadan kaldirilmasiyla 6z toleransi korumada hayati bir
oneme sahiptir (Chaurio vd., 2009; Chen ve Wang, 2002; Feig ve Peter, 2007;
Opferman, 2008). Ayrica, apoptozis, DNA mutasyonlar1 veya viral enfeksiyonlar gibi
onarilamaz hasarlar tastyan hiicrelere karsi bir savunma mekanizmasi olarak islev goriir
ve boylece kanser gibi hastaliklardan ve viral patojenlerin yayilmasindan organizmayi

korur (Chen ve Wang, 2002; Goldar vd., 2015).

Apoptotik mekanizmalarin tanimlanmasi, islev bozuklugu sonucu gelisen hastaliklarin
patogenezinin anlasilmasini kolaylastirir. Bu da, belirli apoptotik yolaklar1 veya genleri
hedef alan yeni ilaglarin gelistirilmesine katki saglayabilir (Goldar vd., 2015).
Memelilerde iki temel apoptotik yolak bulunmaktadir: ekstrinsik yolak (6liim reseptorii
aracili yolak) ve intrinsik yolak (mitokondriyal aracili yolak) (Sekil 2.7) (Hassen vd.,
2012). Ekstrinsik yol, hiicre disindan gelen sinyallerin transmembran 6lim
reseptOrlerine baglanmasi ile baglar. Bu reseptorler, hiicre dist ligandlarin spesifik
baglanma bdlgelerine sahip olup, ligandlarin baglanmasi sonucu hiicre i¢inde 6lim
sinyali baslatan bir dizi reaksiyonu tetikler. Bu siire¢ genellikle bagisiklik sisteminin
diizenlenmesi ve hedef hiicrelerin yok edilmesi gibi dis kaynakli ihtiyaglara yanit verir.

Intrinsik yol, hiicre iginden kaynaklanan uyaranlarla baslatilir ve mitokondriyal apoptoz
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olarak da bilinir. Bu yol, genellikle DNA hasar1, oksidatif stres, biliylime faktori
eksikligi veya toksik maddelere maruz kalma gibi igsel stres faktorleri tarafindan
tetiklenir. Bu tiir uyaranlar, mitokondri zarmin gecirgenligini artirarak apoptotik
faktorlerin, Ozellikle sitokrom c'nin, salinimini baslatir. Mitokondriyal yol, hiicrenin
kendi igsel durumuna yanit veren bir mekanizma olarak gorev yapar ve hiicrenin
yasamini siirdiiremeyecegi durumlarda oliim sinyallerini devreye sokar (Goldar vd.,

2015).

Bu iki yolak disinda, endoplazmik retikulum stresi tarafindan aktive edilen apoptoziste,
kaspaz-12 veya kaspaz-2’nin baslatici rol oynadig1 daha az bilinen kaspaz aktivasyonu
yollar1 da vardir (Szegezdi vd., 2006). Perforin/granzim yolu, T-hiicresi aracili
sitotoksisiteyi igeren bir diger yoldur. Bu yol, apoptozu granzyme A veya granzyme B
araciligiyla baslatabilir. Tiim bu apoptotik yollar (ekstrinsik, intrinsik ve granzyme B

yollar1), ayn1 terminal veya uygulayici yola birlesir (Jin ve El-Deiry, 2005).

Iki temel apoptotik yolak olan ekstrinsik ve intrinsik yolaklar ayni terminal veya
uygulayict yolda birlesir. Ekstrinsik yol, hiicre dis1 ligandlarin transmembran
reseptOrlerin hiicre dis1 bolgelerine baglanmasiyla baslarken, mitokondriyal apoptoz
cesitli hiicre i¢i uyaranlarla baslatilir. Her iki yolagin baslatici kaspazlar1 (kaspaz 8, 9 ve
10), etkileyici kaspazlarin (6rnegin kaspaz 3, 6, 7) proteolitik olgunlagsmasini katalize
edebilir, bu da bir kaspaz kaskadiin baslatilmasina ve sonunda hiicrenin yikimina yol

acar (Goldar vd., 2015; Reed, 2000).

DNA hasari, tiimor baskilayici protein P53’iin aktivasyonu ile apoptozu tetikler. P53 ise,
DR-5, BCL-2 ile iliskili X proteini (BCL-2-associated X protein: BAX), BCL-2
homologu olan antagonist/katil (BCL-2 homologous antagonist/killer: BAK), NOXA ve
P53 yukar regiile edilmis apoptoz modiilatorii geninin (P53-upregulated modulator of
apoptosis: PUMA) transkripsiyonunu indiiklerken, B hiicreli lenfoma 2 (B-cell
lymphoma 2: BCL-2) ve survivin gibi anti-apoptotik genlerin transkripsiyonunu inhibe
edebilir (Goldar vd., 2015; Wang vd., 2021). P53’iin mitokondrideki anti-apoptotik
BCL-2 ailesi proteinleri ile sitoplazmik etkilesimi, mitokondri dis membranindan

sitokrom C gibi apoptotik faktorlerin salinimini tetikler. Buna ek olarak, P53 dogrudan
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BAK ve/veya BAX ile etkilesime girerek, bu proteinleri "vur-ka¢" mekanizmasiyla
aktive eder ve mitokondri dis membraninin gegirgenligini artirir (Goldar vd., 2015)

(Sekil 2.7).

Apoptozis, gelisim, bagisiklik ve doku homeostazinda hiicrelerin diizenli bir sekilde
ortadan kaldirilmasini saglayan vazgegilmez bir siirectir. Bu siirecin diizenlenmesi,
sinyal yollar1 ve molekiiler bilesenler arasinda karmasik bir etkilesim igerir ve saglik ve
hastalik anlayisinda merkezi bir odak noktasidir. Apoptozun dengesi kritik Oneme
sahiptir; bu dengenin bozulmasi ciddi patolojik sonuglara yol agabilir ve temel biyoloji
ile klinik arastirmalardaki onemini daha da pekistirir (Chaurio vd., 2009; Chen ve

Wang, 2002; Goldar vd., 2015; Martinez vd., 2010; J. Wang vd., 2021).

Oliim ligand:

Oliim reseptorii
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Sekil 2.7. Apoptozun intrinsik ve ekstrinsik yolaklarinin sematik diyagrami. Apoptozis,
hiicre 6limi siirecini diizenleyen iki ana yolak olan ekstrinsik ve intrinsik yollar
araciligiyla gerceklesir ve bu iki yolak, sonunda ayni terminal veya uygulayici yolda
birleserek hiicrenin sistematik bir sekilde yikimini saglar (Goldar vd., 2015).
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2.13. Kopeklerde Kanser

Kanser, insanlarda oldugu diger bir ¢ok tiirde de yaygin olarak goriilebilir. K&peklerde
de benzer sekilde, karsinogenezis, progresyon ve prognozu agisindan
degerlendirildiginde olduk¢a kompleks, oldiiriicii bir hastaliktir. Genetik ve epigenetik
faktorlerin yani sira, ¢cevresel etkenler, beslenme aligkanliklari, radyasyon maruziyeti ve
bagisiklik sistemi durumu gibi unsurlar, timoér olusumu ve yayilim siirecinde kritik rol
oynar (Hanahan ve Weinberg, 2011). Kopeklerde 6zellikle bazi irklarda belirli kanser
tirlerinin daha sik goriildiigii bilinmekte ve bu durum irk predispozisyonu olarak
adlandirilmaktadir (Dobson, 2013). Ornegin Golden Retriever wrkinda lenfoma,
Rottweiler irkinda osteosarkom ve Boxer irkinda mast hiicreli tiimorlerin daha yaygin
ortaya cikmasi, genetik faktorlerin dnemini vurgular (Dobson, 2013). Karsinogenez,
yani kanserlesme siireci, normal hiicrelerin genetik ve epigenetik degisiklikler sonucu
kontrolsiiz ¢ogalmasiyla baglar ve bu asamali ilerleyis; erken donemde teshis
edilebildiginde, tedavinin basarisini artirabilmektedir (Hanahan ve Weinberg, 2011).
Kopeklerde en sik rastlanan kanser tipleri arasinda, meme tiimorleri, lenfoma,
melanoma ve osteosarkom gibi maligniteler 6n plana ¢ikar (Sorenmo, 2003). Lenfoma,
lenfositlerin malign bir hastaligi olarak lenf diiglimlerini, karaciger, dalak ve diger
organlar1 etkileyebilir ve siklikla hizli seyirli olup agresif tedavi protokollerine
gereksinim duyar (Meuten, 2020). Kopeklerde, melanomalar ise 6zellikle agiz boslugu
ve ciltte ortaya ¢ikabilen yiliksek metastaz riskli tiimorler olup, klinik seyri genellikle
ciddidir ve tedavi segenekleri arasinda cerrahi, kemoterapi, radyoterapi ve
immiinoterapi kombinasyonlar1 yer alir (Smith vd., 2002). Biiytik ve dev irk kopeklerde
siklikla goriilen osteosarkom ise kemik dokusundan kaynaklanir ve uzun kemiklerde
siddetli agri, topallik gibi semptomlara neden olurken, akciger basta olmak tizere diger
organlara metastaz riski tagir (Thrall, 2012). Kanserin gelisiminde rol oynayan c¢oklu
genetik mutasyonlar, kansere giden siirecte pek cok basamagin asilmasina imkan
verdiginden, erken tan1 ve diizenli veteriner kontrolleri kdpeklerin yasam kalitesini ve
stiresini Onemli Ol¢iide etkileyebilir (Hanahan ve Weinberg, 2011; Sorenmo, 2003;

Withrow vd., 2012).
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2.13.1. Kopek Meme Tiimorleri

Farkli dokudan koken alan ¢ok sayida kanser ¢esidi bulunmaktadir. Bunlar arasinda,
kopek meme tiimorleri, disi kopekleri etkileyen en yaygin neoplazmlardir ve diinya
capinda veteriner hekimliginde 6nemli bir saglik sorununu temsil etmektedir (Gray vd.,
2020; Klopfleisch vd., 2010). Bu tiimérlerin goriilme sikligi, kisirlagtirma uygulamalari,
irka yatkinlik, yas, hormonal etkiler, diyet ve obezite gibi faktorlerden biiylik Olciide
etkilenerek kiiresel olarak degismektedir (Spoerri vd., 2015). Ozellikle, kopeklerde
meme tiimdrlerinin yaklasik %50°si kotli huyludur ve bolgesel lenf diigiimlerine ve uzak
organlara metastaz yapma kapasitesine sahiptir, dolayisiyla bu durum hayatta kalma
oranlarmi 6nemli Olgiide etkiler (Mucha vd., 2016; Pefia vd., 2013). Asir1 kilolu
kopeklerde, ozellikle de gen¢ yasta, meme tlimorii gelisme olasiligi daha yiiksektir.
Adipoz doku, periferik aromatizasyon nedeniyle Ostrojenler icin bir rezervuar gorevi
goriir ve tiimdr gelisimini tesvik edebilecek adipokinler ve enflamatuar aracilar salgilar
(Santander vd., 2015; Takahashi vd., 2015). Obez bireylerde leptin ve TNF-a gibi pro-
enflamatuar adipokinlerin varliginin tiimorii destekleyen bir mikro ¢evre olusturdugu
gosterilmistir (de Oliveira dos Santos vd., 2021; Fuentes-Mattei vd., 2014). Yag orani
yuksek diyetler, meme tiimorii riskinin artmasiyla iliskilendirilmistir ve bu da beslenme
miidahalelerinin 6nlenmesinde bir rol oynayabilecegini diistindiirmektedir (Sundaram
ve Yan, 2016; Kim vd., 2011). Spesifik olarak, yiiksek yagl diyetler, meme
tiimorigenezinin artmasi ve enflamatuar profillerdeki degisikliklerle iliskilendirilmistir;
bu da diyet yonetiminin asir1 kilolu kopeklerde kanser riskini azaltmada ¢ok onemli

olabilecegini gostermektedir (Kim vd., 2011; Sundaram ve Yan, 2016).

Kopeklerde, meme tiimorleri insanlarda oldugu gibi siklikla ileri yasta goriilmekte;
ozellikle bes yasindan oOnce nadir olarak rastlanmaktadir (Melin vd., 2016). Bu
tiimorlerin tipik baslangic yas1 yaklasik 10 olup, ingiliz Springer Spaniel, Doberman
Pinscher, Poodle, Alman Coban Kd&pegi ve Boxer gibi bazi irklarda daha yiiksek bir
insidans gozlenmektedir ve hatta bazi g¢aligmalarda insidansin %40’a yaklastig
bildirilmistir (Biondi vd., 2021; Borge vd., 2011; Pastor vd., 2018). Bu durum, kopek
meme tiimorlerinin  gelisiminde 1k ve yasin kritik faktorler olarak ©Onemini

vurgulamaktadir (Biondi vd., 2021; Pastor vd., 2018). Ayrica, hormonal faktdorler,
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ozellikle de dstrojenin etkisi, bu tiimorlerin gelisiminde ¢ok dnemli bir rol oynamakta
ve kisirlagtirmanin riski azaltmadaki 6nemini vurgulamaktadir (De Aragjo vd., 2015;
Silva vd., 2019). Meme dokusunun gelisimi, steroid, peptid hormonlar ya da biiyiime
faktorleri tarafindan stimiile edilmektedir (Hellmén, 2005). Hormonlar meme
dokusunun gelisimi i¢in her ne kadar gerekli olsalar da; ileri donemlerde meme
timorlerinin  gelisiminde predispoze olmaktadirlar. Kopeklerde goriilen meme
kanserlerinin yaklasik %60’ 1nin abdominal ve inguinal meme bezi kdkenli oldugu; s6z
konusu dokularin aktif olarak Ostrojen stimulasyonuna maruz kalmasinin bu durumun
muhtemel nedeni oldugu bildirilmistir (Dias vd., 2016). Ostrojen, progesteron, prolaktin
ve epidermal biiylime faktorlerine ait reseptorlere neoplastik meme bezlerinde
rastlandig1 bildirilmistir (Aydogan, 2010). Bu hormonlarin meme karsinojenezisindeki
rolii bircok calisma ile ortaya konulmustur (Illera vd., 2006; Thuroczy vd., 2007).
Hormonal dalgalanmalarin, kopeklerde meme kanseri iizerine olan etkileri elimine
etmek acisindan, erken donemde yapilan ovaryohisterektominin (1. ve 2. Ostrustan
once); meme tiimdrii gelismesinde koruyucu rol oynadigi bilinmektedir (Schneider vd.,
1969). Calismalar, disi kopeklerin ilk kizginlik dongiisiinden 6nce kisirlastirilmasinin
meme timori gelisme riskini 6nemli 6lgiide azalttigini, kisirlagtirma birinci veya ikinci
kizginliktan sonra yapilirsa koruyucu etkinin azaldigini gostermektedir (Burrai vd.,
2020; Salas vd., 2015). Meme tiimorlerinin 6nemli bir yilizdesi kisirlastirilmamis
kopeklerde teshis edilmis olmasi, Onleyici bir tedbir olarak erken cerrahi miidahalenin
onemini vurgulamaktadir (Burrai vd., 2020). Ayrica, cinsel olgunluga erismeden once
kisirlastirilan disilerde meme tiimorlerinin goriilme sikli§i neredeyse tamamen ortadan
kalkmakta, bu da hormonal maruziyetin timor gelisimindeki kritik roliinii

vurgulamaktadir (Belanger vd., 2017; Sorenmo vd., 2000).

Kopek meme tiimorlerinin  goriilme  sikligi, Dbiiylik ol¢lide  kisirlastirma
uygulamalarindaki farkliliklar, kisirlastirmaya yonelik kiiltiirel tutumlar ve kopek niifus
demografisindeki farkliliklar nedeniyle farkli cografi bolgeler arasinda 6nemli 6l¢iide
degismektedir. Avrupa ve Asya’nin bazi bolgeleri gibi kisirlagtirmanin rutin olarak
yapilmadigr iilkelerde, kopek meme tliimorii insidans oranlari, Amerika Birlesik
Devletleri gibi yaygin kisirlastirma uygulamalarinin oldugu bdlgelere kiyasla belirgin

sekilde daha yiiksektir (Downes vd., 2015; Wongsaengchan ve McKeegan, 2019).
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Arastirmalar, kisirlagtirma oranlarinin diisiik oldugu bolgelerde, disi kopeklerde meme
timorii  prevalansinin, Ostrus dongiileriyle iliskili hormonal maruziyetin etkisini
yansitacak sekilde ve Onemli Olclide yiiksek olabilecegini  gostermektedir
(Wongsaengchan ve McKeegan, 2019). Ayrica, evcil hayvanlara sahip olma ve veteriner
hekimligi uygulamalarina yonelik kiiltiirel tutumlar da kisirlastirma uygulamalarini
etkilemede Onemli bir rol oynamakta ve bu da farkli popiilasyonlarda meme
tiimorlerinin genel insidansimi etkilemektedir (Wongsaengchan ve McKeegan, 2019).
Bir¢ok iilkede kapsamli kopek meme tiimorii kayitlarinin bulunmamasi, glivenilir
epidemiyolojik verilerin elde edilebilirligini sinirlamakta ve kdpek meme tiimorlerinin
gercek kiiresel yiikiinii degerlendirmeyi zorlastirmaktadir (Di Cerbo vd., 2014; Raposo
vd., 2015). Bircok calismada, veriler veteriner hastanelerinden veya iiniversitelerden
alman Orneklere dayanmaktadir; dolayisiyla istatistikler ozellikle ¢ok sayida kayitsiz
ve/veya sokak kopeginin bulundugu iilkelerde daha genis kdpek popiilasyonunu temsil
etmeyebilir (LeBlanc vd., 2016; Regan vd., 2018). Veri toplamadaki bu simirlama,
kopek meme tiimérii insidansini azaltmayr ve etkilenen kopekler icin sonuglari
tyilestirmeyi amagclayan etkili halk saglig1 stratejilerinin ve miidahalelerinin

gelistirilmesini engellemektedir (Salas vd., 2015).

2.13.2. Kopek Meme Tiimorii Molekiiler Biyolojisi

Kopek ve insan kanserleri, kopekleri onkolojik arastirmalar igin istisnai modeller haline
getiren derin benzerliklere sahiptir. Bu baglamda, %80’in {izerinde (%82-84) genetik
benzerlige sahip olan her iki tiir de, 6zellikle kritik genlerde karsilastirilabilir kanserle
iligkili genetik mutasyonlar sergiler ve benzer timor tipleri gelistirir. Kanser
ilerlemesinin molekiiler mekanizmalari, metastatik modeller ve bagisiklik sistemi
tepkileri kopekler ve insanlar arasinda dikkat c¢ekici derecede tutarlhidir. Bu ¢arpict
paralellikler, karsilastirmali onkolojiyi kanser gelisimi, ilerlemesi ve potansiyel
tedavileri incelemek igin benzersiz firsatlar sunan kritik bir alan olarak
konumlandirmistir. Kopeklerde hastaligin daha hizli ilerlemesi ve paylastiklar: ¢evresel
maruziyetler, arastirma modelleri olarak degerlerini daha da artirarak, hem veteriner
hekimligi hem de insan tibbina fayda saglayabilecek yeni terapdtik stratejilerin kesfini

potansiyel olarak hizlandirir.
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Kopekler ve insanlar arasindaki genomik benzerlikler, 6zellikle kanser arastirmalari
baglaminda onemlidir. Bu iki tiiriin yliksek derecede molekiiler homolojiye sahip
olmasi, insan hastaliklarini incelemek i¢in kopek modellerinin kullanimini kolaylastirir.
Ormnegin, ¢alismalar képek tiimorlerinin, osteosarkom ve meme karsinomu gibi insan
kanserlerinde bulunanlara benzer genomik dinamikler sergiledigini gostermistir; bu da
ortak yolaklar1 ve potansiyel terapotik hedefleri isaret etmektedir (Angstadt vd., 2011;
Beck vd., 2013; Shao vd., 2019). Képek genomunun yiiksek dogrulukla dizilenmis
olmasi, insan genomuyla korunmus sinteniyi ortaya ¢ikarmistir. Bu durum gen ifadesi
ve mutasyon profillerinin karsilastirmali analizlerine olanak tanir (Briggs vd., 2011;
Sakthikumar vd., 2023). Bu korunmus bdlgeler, 6zellikle tiimor baskilayict genler ve
onkogenlerde belirgindir. Her iki tiirde de benzer mutasyonlarin tespit edilmis olmasi,
kanser biyolojisi ve tedavi stratejilerinin anlagilmasini artirmistir (Megquier vd., 2019;
C. Wang vd., 2021; Wu vd., 2023). Dahasi, binlerce yildir bir arada var olan kopekler ve
insanlar arasindaki evrimsel iligki, 6zellikle ¢evresel faktdrlere yanit olarak gelisen
genomik yap1 ve islevlerin benzer bir sekilde gelismesine olanak saglayan
adaptasyonlara yol agmistir (Jagannathan vd., 2021; C. Wang vd., 2021). Bu baglamda,
kopekler, insan hastaliklarini, 6zellikle insanlarda nadir goriilen ancak kopeklerde
yaygin olan kanserleri incelemek i¢in paha bigilmez bir model haline gelmistir. Ayn
zamanda, bu yaklagim Tek Saglik (“One Health”) kapsaminda, veteriner ve insan tibbi

arasindaki boslugu kapatir (Beck vd., 2013; Klopfleisch vd., 2010; Wu vd., 2023).

Kopek meme tiimorlerinin hiicresel ve molekiiler dinamikleri, timdr baslangicini,
ilerlemesini ve metastazint yonlendiren bir dizi yakindan baglantili siiregle
karakterizedir. Bu dizinin merkezinde, kiimiilatif genetik ve epigenetik degisikliklerden
kaynaklanan meme epitel hiicrelerinin malign donilistimii yer alir. Bu degisiklikler;
onkogenlerde veya timor baskilayici genlerde meydana gelen mutasyonlari, DNA
metilasyonunda ve histon modifikasyonlarinda ortaya ¢ikan farkliliklar1 ve diizensiz
miRNA ekspresyon profillerini igerir. Bir arada ele alindiginda, s6z konusu faktorler
malign hiicreleri normal muadillerinden ayiran kontrolsiiz ¢ogalma, apoptozdan kacgis ve
invazif Ozelliklerin kazanilmasina yol acar. Onkogen mutasyonlar1 genellikle hiicre

biiylimesi ve boliinmesini siirekli olarak destekleyen sinyal yollarint asir1 etkin hale
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getirirken, timor baskilayict genlerdeki degisiklikler de kanser olusumunu normalde
engelleyen kritik kontrol noktalarin1 devre dis1 birakir. Ornegin, kdepklerde de gesitli
kanser tiirlerinde yaygin olarak goriilen 7P53 mutasyonlari, DNA onarim
mekanizmalarini, hiicre dongiisii durdurma islevini ve apoptozu zayiflatarak genomik
kararlilig1 tehlikeye atar (Gherman vd., 2023). Bu mutasyonlar, hiicrenin malign
transformasyona kars1 en giiclii koruyucularindan birini ortadan kaldirarak denetimsiz
cogalmaya ve ek genetik bozukluklarin birikmesine olanak tanir. Bununla birlikte,
HER?2 (diger adiyla ERBB2) gibi onkogenler amplifikasyon veya asir1 ifade yoluyla
etkinlestiginde, hiicre gogli ve tedavi direnci gibi agresif timor 6zelliklerini destekleyen
reseptor tirozin kinaz yollarinin aktivitesi artar (Pond vd., 2010). Benzer sekilde, hiicre
dongiisii ilerlemesi, metabolizma ve ribozomal biyogenezin diizenlenmesinden sorumlu
bir transkripsiyon faktériinii kodlayan MYC onkogenindeki asir1 aktivasyon, hiicreleri
hiperproliferatif bir duruma siiriikler (Gracanin vd., 2014). Onkogenler hiicreyi stirekli
boliinmeye iterken, tiimor baskilayici genler 6nemli bir kars1 denge gorevi goriir; ancak
TP53 veya BRCAI gibi genler nokta mutasyonlari, delesyonlar ya da epigenetik
baskilanma araciligiyla etkisiz héle getirildiginde, hiicrenin genomu replikasyon
hatalarina acik hale gelir ve kromozomal anormallikler ile diger mutasyonel olaylar
ortaya c¢ikarak malign evrimi tetikler (Hallett vd., 2012). Bu dogrudan mutasyonlarin
Otesinde, epigenetik modifikasyonlar da gen regiilasyonunda bir baska gii¢lii katman
sunar; zira DNA dizisini degistirmeden belirli genomik bdlgelerin transkripsiyona agik
olup olmayacagim etkiler. Genellikle CpG adaciklarindaki sitozin rezidiilerinde
gerceklesen DNA metilasyonu, kritik tiimor baskilayict genlerin promotdr bolgelerinde
yer aldig1 takdirde, genomik biitlinliik i¢cin gerekli proteinleri devre dis1 birakarak gen
ifadesini baskilayabilir. Ornegin, DNA hasar tamirinde kilit rol oynayan bir proteini
kodlayan BRCAI geninin promotor bdlgesindeki hipermetilasyon, hiicrelerde ek
mutasyonlarin birikmesini hizlandirarak maligniteyi tetikleyebilir (Hallett vd., 2012).
Tersine, hipometilasyon ise onkogenlerin veya tekrarli genomik unsurlarin hatal
ifadesine yol acarak genomik istikrarsizligi artirabilir. Asetilasyon, metilasyon,
fosforilasyon ve ubiquitinasyon gibi ¢esitli histon modifikasyonlar1 da kromatinin
erisilebilirligini sekillendirir. Genellikle belirli lizin kalintilarindaki histon asetilasyonu,
transkripsiyona elverigli gevsek bir kromatin yapisit ile iligkilendirilirken, histon

deasetilasyonu gen ifadesini baskilayan yogun bir yap1 ortaya ¢ikarir (Hu vd., 2021).

46



Kopeklerde de bir¢ok kanserde, HAT ler ile histon deasetilazlar HDAC’ler arasindaki
denge bozulur; bu durum, proliferatif yollar1 aktive eden veya apoptozla iliskili genleri
baskilayan epigenetik profilleri ortaya ¢ikararak malign fenotipin pekismesine katkida
bulunur. Histonlar iizerindeki metilasyon olaylar1 ise baglama gore farkli, hatta bazen zit
etkiler dogurabilir: Ornegin, histon H3’tin 27. lizini (H3K27me3) iizerindeki
trimetilasyon, genellikle gen baskilanmasiyla iliskiliyken, H3K4me3 ¢ogunlukla aktif
transkripsiyona isaret eder (Xu vd., 2021). Bu isaretleri ekleyen veya kaldiran
enzimlerdeki diizensizlikler, meme epitel hiicrelerinde anormal gen ifadesi
programlarini tetikleyerek tiimdrlestirme potansiyelini yiikseltebilir. Her ne kadar insan
tibbindaki kiimiilatif bilgi kopekler i¢cin bulunmasa da, epigenetik bozukluklar sikca
genetik anormalliklerle is birligi yapar; 6rnegin, mutasyona ugramis bir onkogeni
barindiran bir hiicre, yakindaki tiimor baskilayic1 yollar1 susturan epigenetik

degisiklikler de kazanabilir ve bu durum ilerlemeyi hizlandirir.

Koépek meme tiimorlerinde, regiilasyondaki {igiincii bir boyut ise, insanlarda oldugu
gibi, kiiclik, kodlamayan RNA’lar olan miRNA’lardir. Bu molekiiller, hedef mRNA’larin
3> UTR bolgelerine baglanarak gen ifadesini transkripsiyon sonrasi seviyede modiile
eder. Meme kanseri dahil olmak iizere bircok kanserde diizensiz miRNA ifadesi, timor
olusumunda o6nemli bir katki saglar. Bazi miRNA’lar, timor baskilayict genleri
baskilayarak “onkomiR” islevi goriirken, digerleri onkogenik transkriptlerin ifadesini
kisitlayarak tiimér baskilayici rol iistlenir. Ornegin, miR-21 hem apoptozu azaltan hem
de hiicre c¢ogalmasimi yiikselten kilit timor baskilayict genleri ve apoptoz
diizenleyicilerini hedef alir; bu nedenle memede yiiksek seviyede ifadesi, agresif timor
fenotipleriyle baglantilidir (Saito vd., 2013). Buna karsilik, miR-145 gibi normalde
invazyon ve metastaz davraniglarini baskilayan miRNA’larin azalmasi, EMT ve
metastatik yayilimi destekleyen ¢ok sayida genin etkinlesmesine yol agar (Noguchi vd.,
2012). Baz hiicre fenotipleri de karsinogeneziste spesifik iligkiler gosterebilir. Hem
CD44" hem de CD24", daha az agresif histolojik tiplerle, diisiik dereceyle ve triple
negatif olmayan bir alt tip ile iliskilendirilebilir. Her iki belirte¢ de kopek meme
karsinomunda kanser kok hiicresi dzelliklerini tanimlar. Ote yandan, CD44"/CD24~
fenotipinin daha yiiksek dereceli karsinomlar ile iliskilendirildigi bildirilmistir (Im vd.,

2015). Zaten kanserin mihenk taslarindan biri olarak kabul edilen EMT’de, epitel
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hiicreleri kutuplagsmalarini ve hiicre-hiicre baglantilarini yitirip mezenkimal 6zelliklere
biirtinerek hareketlilik ve invazyon kapasitesi kazanirlar (Du vd., 2017). Bu siireg, Snail,
Slug, Twist ve Zeb1/2 gibi ¢esitli transkripsiyon faktorlerinin kontroliinde gergeklesir;
ayrica miRNA’lar, histon modifikasyonlar1 ve DNA metilasyonu, E-cadherin gibi EMT
diizenleyicilerinin ekspresyonunu etkileyerek siirecin ilerleyisini belirler. Malign meme
hiicrelerinde, transkripsiyon faktorleri, miRNA’lar ve epigenetik diizenleyiciler arasinda
siklikla karmasik bir molekiiler iletisim yasanir; dongiiler halinde interaksiyona girerek
EMT’yi kalic1 kilar ve hiicrelerin ¢evre dokuya niifuz etmesini, dolagima karigmasini ve
nihayetinde uzak organlar1 kolonize etmesini miimkiin kilar. Bu ana mekanizmalara ek
olarak, son c¢alismalar bazi miRNA’larin eksozomlara paketlenerek tiimor hiicreleri
tarafindan salgilanabilecegini gostermektedir; bu eksozomlar, stromal hiicreler, endotel
hiicreler veya diger tiimor hiicreleri tarafindan alinarak lokal ve sistemik ortami timor
biliylimesi ve metastaz lehine degistirebilir (Gherman vd., 2023). Bu hiicreler arasi
iletisim, miRNA’larin kanser ilerlemesindeki ¢ok yonlii roliinii vurgularken, erken tespit
veya metastatik yayilimi engelleme amagli terapotik hedef olarak bu molekiillerin
kullanimimna da kapi aralar. Onemli olan bir nokta, s6z konusu genetik ve epigenetik
degisikliklerin yalitilmis sekilde meydana gelmemesidir; tam aksine, hiicre dongiisii
ilerlemesini, stres yanitlarini, metabolik yeniden programlamayr ve tlimor
mikrogevresiyle etkilesimleri yoneten karmasik bir sinyal ag1 iginde birlesirler. Ornegin,
kopek meme tiimorlerinde de rol aldigr bilinen Wnt/B-katenin yolu, onkogenlerde veya
timor baskilayicit genlerde meydana gelen mutasyonlar B-kateninin kararliligmi veya
hiicre i¢i konumunu degistirdiginde gii¢lenebilir (Gracanin vd., 2014). Kararli hale
gelen B-katenin c¢ekirdege tasinarak TCF/LEF transkripsiyon faktorleriyle etkilesime
girer ve ¢ogalma, hayatta kalma ve “kok hiicre benzeri” 6zellikleri destekleyen genlerin
ifadesini tetikler. Dikkat c¢ekici bigimde, diizensiz Wnt aktivitesi ¢ogunlukla degismis
miRNA profilleriyle de uyumlu calisir; bazt miRNA’lar yolun negatif diizenleyicilerini
baskilayarak Wnt sinyalini giiclendirirken, diger miRNA’lar ise timor biliyilimesini
tetikleyen Wnt hedeflerini baskilayarak bu etkiyi siirlayabilir (Hu vd., 2021). Benzer
bir etkilesim PI3K/AKT ve MAPK yollarinda gozlemlenebilir; bu yollar HER2 veya
EGFR gibi reseptor tirozin kinazlar araciligiyla etkinlesebilir. Bu reseptorlerdeki
mutasyonlar veya amplifikasyonlar hiicre biiylimesi ve boliinme sinyallerini katlarken,

buna eslik eden epigenetik degisiklikler veya miRNA diizensizlikleri, normalde
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PI3K/AKT yolunu sinirlandiran PTEN gibi tiimor baskilayici genlerin ifadesini
diisiirebilir. Sonugta, normal epitel hiicrelerde 6liim sinyallerine yol agacak kosullara
ragmen biiylime ve hayatta kalma kapasitesi yiiksek olan kanser hiicreleri ortaya ¢ikar.
Bu tiir degisiklikler, kemoterapi veya hedefe yonelik inhibitorler gibi tedavi baskilarini
asabilen, uyum yetenegi yliksek hiicre topluluklarinin gelismesini saglar. Tedaviye
diren¢ mekanizmalar1 genellikle epigenetik esneklik, alternatif ekleme olaylar1 veya
miRNA aglarinin yeniden diizenlenmesiyle baglantilidir; bunlarin tiimii, inhibe edilen
nodu atlayacak sekilde sinyal yollarin1 yeniden kurgulayabilir. Dahasi, hem kopek hem
de insan meme tiimorlerinde gozlemlenen kanser kok hiicreleri, popiilasyonun az bir
boliimiinii olustursa da 6z-yenilenme ve c¢oklu farklilasma potansiyeliyle standart
tedavilere oldukga direnglidir (Du vd., 2017). Genetik mutasyonlar (6r. Wnt/B-katenin
sinyallerini veya MYC’1 etkinlestiren) ile epigenetik durumlar (6r. “kok hiicre benzeri”
genleri destekleyen histon isaretleri) arasindaki etkilesim, bu kok hiicre benzeri fenotipi
percinleyerek niiksii ve metastazi tesvik eder. Klinik agidan bakildiginda, genetik ve
epigenetik diizensizliklerin bu karmagsik agmi ¢6zmek, daha iyi tedavi stratejileri
gelistirme yolunda 6nemli bir adimdir. Onkogenler, tiimor baskilayicilar, epigenetik
diizenleyiciler ve miRNA’lardan olusan bu ¢oklu katmanli yollar1 kavrayarak,
arastirmacilar ve klinisyenler kopek meme tiimdrlerindeki malignitenin temel
dayanaklarin1 daha kapsamli bigimde ortadan kaldirabilir ve bu bulgular1 insan meme
kanserlerine de uyarlayabilir. Aslinda, biyolojik ve molekiiler ag¢idan insan meme
tiimorlerine biiyiik benzerlik gosteren kopek meme tiimorleri, 6nemli bir karsilagtirmali
model islevi goriir. Veteriner ve insan onkolojisi arasindaki bu yakinsama, “Tek Saglik”
(One Health) kavramini destekleyerek kopek kanserlerinde elde edilen kesiflerin insan

klinik ¢aligmalarinda hizlica uygulanmasinin oniinii acgar.

Malign bir meme epitel hiicresinin ortaya ¢ikisi, onkogenler ve tiimor baskilayict
genlerdeki genetik degisimlerin kontrolsiiz hiicresel boliinme itici giiclinii saglamasiyla
baslar. Buna ek olarak, DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlarini i¢eren bir dizi
epigenetik ayar, gen ifadesi ve erisilebilirlik oriintiilerini diizenleyerek habis fenotipleri
pekistirir. Bu siireci daha da karmasik hale getiren, hiicre dongiisii denetimi, apoptoz ve
metastatik yayilmada rol alan sayisiz genin ifadesini ince ayar yapan RNA aglarinin

bozulmasidir. Tiim bu faktorler bir araya geldiginde, hiicreleri siirsiz ¢ogalma
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kapasitesiyle donatirken, standart tedavilere karst koruyan bir dongii ortaya ¢ikar;
hastalik ilerledik¢e genomik ve epigenomik esneklik de artar. Dolayisiyla, ister kopek
meme tiimorleri ister insan meme kanserleri olsun, etkili bir tedavi, bu ¢ok katmanli
onkojenik diizenlemeleri ayn1 anda hedefleyebilmelidir. Boyle yapildiginda direngli
klonlarin ortaya ¢ikisi onlenebilir, yanit oranlari iyilestirilebilir ve nihayetinde sagkalim
stireleri uzatilabilir. Bu kesifleri basarili terapilere doniistiirme yolunda bazi zorluklar
bulunsa da, epigenomu hedefleyen ilaclar, miRNA temelli yaklasimlar ve kanserin hem
genetik hem de epigenetik temellerini hedef alan kombinasyon stratejileri iizerine
yiriitiilen arastirmalar, gelecek i¢in saglam bir ¢ergeve sunar (Samli vd., 2019). Timor
biyolojisinin karmasikligi benimsendikg¢e, farkli molekiiler manzaralara sahip meme
kanserleri ve diger kanser tiirlerine yanit verebilecek, kisisellestirilmis onkoloji
¢oziimlerine gitgide yaklasilmaktadir (Du vd., 2017; Gherman vd., 2023; Gracanin vd.,
2014; Hallett vd., 2012; Hu vd., 2021; Im vd., 2015; Pond vd., 2010; Saito vd., 2013).

Koépek meme kanserlerinin invazif dogasinin temelinde yatan onemli bir mekanizma
olan EMT siiresince, tiimor hiicreleri fenotipik olarak koklii bir doniisiim gecirir;
ozellikle E-kaderin gibi epitel belirteclerini kaybederek N-kaderin gibi mezenkimal
belirtegleri kazanir (Gherman vd., 2023). EMT, insan kanserlerinde de oldugu {izere
timor hiicrelerinin primer lezyondan kopmasina, komsu dokular: istila etmesine ve
damarlar veya lenfatik sistem aracilifiyla yayilmasina imkan taniyarak metastazin kritik
bir tetikleyicisi haline gelir. Kopek meme tiimorii patofizyolojisinin bir diger dnemli
boyutu, tiimorlerin artan oksijen ve besin ihtiyacim1 karsilamak i¢in bagvurdugu
anjiyogenezdir. Yeni kan damari1 olusumu, genellikle hipoksik tiimoér bolgelerinde
yiikselen vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF) gibi pro-anjiyojenik aracilarin
kontrolii altindadir (Gherman vd., 2023; Pond vd., 2010). Diisiik oksijen kosullarinda
artan hipoksi-indiiklenebilir faktorler (HIF’ler), VEGF iiretimini uyarir ve endotelyal
hiicrelerin ¢ogalarak yeni damarlar olusturmasina Onayak olan bir sinyal kaskadini
harekete gegirir. Bu yeni vaskiiler ag, tlimor biiylimesini siirdiirmekle kalmaz,
dolasimdaki tlimor hiicrelerine primer bdlgeden ayrilip uzak organlara yayilmalar i¢in
de bir yol sunar. VEGF’nin 6tesinde, timdr hiicrelerinin salgiladigi eksozomlar ilave
pro-anjiyojenik faktorler ve kodlamayan RNA’lar tasiyabilir ve anjiyogenezi daha da

siddetlendirebilir. Bu nedenle, VEGF veya HIF yolaklarin1 hedefleyen anti-anjiyojenik
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tedaviler, tiimorlerin temel kaynaklardan mahrum birakilarak metastatik yayilimin
onlenmesi agisindan dikkat ¢cekmektedir. Bozulan sinyal iletim yolaklari, kopek meme
tiimorlerinin belirleyici bir 6zelligi olup, bu tiimorlerin karmasikligini daha da ortaya
koyar. Ozellikle Wnt/B-katenin yolaklarinmn énemi biiyiiktiir; bu yolak hiicre ¢ogalmast,
farklilasma ve hayatta kalma siireglerini diizenler (Gracanin vd., 2014; Hallett vd.,
2012; Xu vd., 2021). Kopek meme tiimorlerindeki Wnt sinyalinin anormal sekilde
etkinlesmesi, B-kateninin c¢ekirdek i¢inde birikmesiyle kendini gosterir ve hiicre
dongiisii ilerlemesi ile artan tiimor saldirganligiyla iligkili genlerin transkripsiyonunu
tetikler. Ancak bu yolak, tek bagina faaliyet gostermez; PI3K/AKT ve MAPK gibi diger
onemli kaskadlarla da kesisir (Hu vd., 2021). Bu etkilesim ag1, timor biiylimesini tesvik
eden sinyalleri ¢ogaltirken tek bir hedefe yonelik tedavilere karst direng gelisimini
kolaylastirabilir. Bu nedenle, Wnt inhibitorlerini PI3K/AKT veya MAPK yolu
modilatorleriyle birlestiren ¢ok hedefli yaklasimlar, tiimor hiicrelerinin birden fazla
hayatta kalma yolunu keserek tedavi etkinligini artirabilir. Tiimor mikrogevresi, stromal
hiicrelerden (6rnegin, kanser iligkili fibroblastlar), bagisiklik hiicrelerinden ve hiicre dis1
matriks (ECM) bilesenlerinden olusan karmasik bir ekosistemi temsil eder. Kanser
iligkili fibroblastlar, sitokinler, kemokinler ve biiyiime faktorleri salgilayarak tiimor
genislemesini giiclendirirken Wnt dahil olmak iizere oOnemli sinyal yollarim1 da
degistirebilir (Du vd., 2017; Du ve Elemento, 2015; Pond vd., 2010). Hyaluronan gibi
ECM bilesenleri, CD44 gibi yiizey reseptorlerine baglanarak tiimor hiicresi
hareketliligini tesvik eder ve metastaza zemin hazirlar (Saito vd., 2013). Timor
hiicreleri, ECM ile dinamik etkilesimler yoluyla aym1 zamanda kanser kok hiicresi
popiilasyonlarin1 destekleyen 6zel nisler olusturarak ila¢ direncini artirir ve niiks

olasiligimi ytiikseltir (Du vd., 2017).

Kanser kok hiicreleri, kopek meme tliimorlerindeki belirleyici alt  hiicre
popiilasyonlarindan  biridir. Oz-yenilenme, farklilasma potansiyeli ve yiiksek
timorijenite ile karakterize olan bu hiicreler, siklikla CD447/CD24~ gibi ylizey
belirtegleri tasir (Im vd., 2015; Du vd., 2017). Ozellikle DNA tamir mekanizmalarinin
glicliiliigii, diisiik ¢cogalma hiz1 (quiescence) ve aktif ilag atim tasiyicilar1 gibi etkenler
sebebiyle klasik kemoterapi ve radyoterapi yaklasimlarina kars1 dikkat ¢ekici bir direng

gosterirler. Kopek meme tiimorlerinde bu CSC’lerin genislemesi, daha yiiksek tiimor
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dereceleri ve kotii prognozla iliskilendirilmistir. Ustelik, Wnt/B-katenin yolunun
tiimoriin genel kitlesinde zaten 6nemli bir rol oynadigi bilinmekle birlikte, CSC’lerin
stirdiiriilmesinde de ozellikle kritik oldugu gosterilmistir (Du vd., 2017). Bu nedenle
Wnt, Notch veya Hedgehog gibi CSC iliskili yolaklarin hedeflenmesi, tiimoriin en
direncli ve malign hiicrelerini ortadan kaldirarak klinik sonuglari iyilestirebilecek giiclii
bir strateji sunabilir. Ek olarak, TME i¢indeki iltihaplanma ve immiinosupresyon, KMT
gelisiminin onemli diizenleyicilerindendir (Gherman vd., 2023). Kronik inflamasyon,
DNA hasarini, sitokin salinimini ve anjiyogenezi kolaylagtirarak tiimoér olusumunu
hizlandirir. T hiicreleri ve makrofajlar gibi bagisiklik hiicreleri antitimor savunma
mekanizmalarinda rol alabilseler de, kanser hiicreleri siklikla diizenleyici T hiicreleri
(Treg) veya miyeloid kaynakli baskilayict hiicreleri (myeloid-derived suppressor cells:
MDSC) devreye sokarak immiin yamiti zayiflatir. Ayrica salgilanan bazi faktorler,
sitotoksik T lenfositleri ve dogal oldiiriici hiicreleri baskilayarak bu immiino-kagis
ortamini gii¢lendirir. Yakin donemde yapilan ¢alismalar, bu baskilayici engelleri agarak
kopek meme tiimorlerinde etkili antitiimor bagisikligi yeniden kurmayi hedefleyen
immiinoterapotik yaklagimlarin (6rnegin, immiin kontrol noktasi inhibitérleri) umut

vadettigini gostermistir.

Ko6pek meme tlimorlerinin patobiyolojisi; genetik mutasyonlar, epigenetik degisiklikler,
bozulan sinyal yollari, tiimér mikrogevresi etkilesimleri ve bagisiklik sistemi
aksamalarmin bir birlesimi seklinde ortaya g¢ikar. Bu faktorlerin her birini ayr1 ayri
anlamak yeterli degildir; onlarin karsilikli etkilesimlerine odaklanan biitiinciil bir
yaklasim, yeni tani araglar1 ve hedefe yonelik tedavilerin gelistirilmesinde en biiytik
umut kaynagidir. EMT inhibisyonu, anti-anjiyogenez, Wnt/B-katenin blokaj1 ve kanser
kok hiicrelerinin ortadan kaldirilmasi gibi ¢ok yonlii miidahaleleri iceren kombine
tedaviler, 6zellikle yararli olabilir. Buna ek olarak, bagisiklik sisteminin kontrol noktasi
blokajlar1 veya adaptif hiicre transferi aracilifiyla giiclendirilmesi, bu hedefe yonelik
stratejileri tamamlayarak Kopek meme tiimorleri daha kalici yanitlar ve iyilesmis
sagkalim oranlarmma zemin hazirlayabilir. Kopek ve insan meme kanserleri arasindaki
benzerlikler g6z Oniinde bulunduruldugunda, karsilastirmali onkoloji modellerinde
kopek meme tiimorlerinin incelenmesiyle elde edilen bilgiler, insan hastalar i¢in de yeni

ve gelismis tedavi yaklasimlarinin sekillenmesine katkida bulunabilir. Timor
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mikrocevresi, stromal hiicreler, ECM bilesenleri ve bagisiklik hiicrelerinin katilimiyla
tiimdr biliylimesini, anjiyogenezi ve metastazi destekleyerek onemli bir rol oynar. Bu
hiicreler siklikla, timoriin @ hayatta kalmasin1i  ve yayilmasini  destekleyen
immiinosiipresif bir nis olusturur (Pimentel vd., 2024; Rodriguez-Bejarano vd., 2024).
Lenfatik sistemin katilimi, kopek meme tiimorii metastazinda énemli bir faktordiir ve
lenf diigiimleri birincil metastatik bolgeler olarak islev goriir. Lenfografik teknikler,
lenfatik yayilimin anlasilmasin1 ve prognostik 6nemini artirmaktadir (Pimentel vd.,
2024; Rodriguez-Bejarano vd., 2024). Ozellikle Ostrojen ve progesteron reseptor
ekspresyonu gibi hormonal etkiler, insan meme kanserindeki benzerlikleri yansitarak
terapotik hedefler sunarken, Wnt/B-katenin ve PI3K/AKT gibi diizensiz yollar timdr
agresifligini ve tedaviye direnci artirmaktadir (Rodriguez-Bejarano vd., 2024; Vafaei
vd., 2022). Kopek meme tiimorleri, mucin-1 (MUC1) gibi molekiiler belirtecleri insan
meme kanserleri ile paylasir. Bu durum ayni zamanda insan hastalar i¢in kopek
modellerin tan1 ve tedavi gelistirmede degerlerini vurgular (Pimentel vd., 2024).
Bununla birlikte, smiflandirma ve tedavi protokollerinin standartlastirilmasinda
zorluklar devam etmektedir. Gelecekteki yoOnelimler, yeni hedefleri belirlemek ve
bagisikliga dayali tedavileri ve epigenetik yeniden programlama stratejilerini daha iyi
sonuclar i¢in entegre etmek amaciyla genomik ve proteomik calismalara isaret

etmektedir (Pimentel vd., 2024; Rodriguez-Bejarano vd., 2024; Vafaei vd., 2022).

Kopek meme tiimorleri epidemiyolojik, klinik, histopatolojik ve molekiiler diizeylerde
insan meme kanseri ile dikkate deger benzerlikler paylasmaktadir. Bu benzerlikler,
kopek meme timodrlerini  karsilastirmali onkolojide degerli bir model olarak
konumlandirmis ve insan tibbina aktarilabilecek tiimor biyolojisi, ilerlemesi ve terapdtik
yanitlarin incelenmesini kolaylastirmistir (Di Cerbo vd., 2014; Pimentel vd., 2024;
Regan vd., 2018; Rodriguez-Bejarano vd., 2024; Vafaei vd., 2022). Insanlara benzer
sekilde kopeklerde meme tiimorlerinin kendiliginden gelismesi, karsinogenezisi dogal
olarak olusan bir ortamda kesfetmek icin essiz bir firsat sunmakta ve in vitro
modellerinde tam olarak degerlendirilemeyen biyolojik veriler sunmaktadir (Di Cerbo
vd., 2014; Regan vd., 2018). Bu karsilastirmali yaklasim, kanser mekanizmalarina
iliskin anlayisimizi1 gelistirmekte ve yeni terapotik stratejilerin gelistirilmesine yardimci

olmaktadir (LeBlanc vd., 2016).
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Kopek meme tiimorlerinin yiiksek insidansina ve klinik 6nemine ragmen, karmasik
biyolojilerini anlamada ve teshis, prognostik ve terapotik stratejileri gelistirmede énemli
zorluklar devam etmektedir. Bu tiimorlerin hem histolojik hem de molekiiler olarak
heterojen  olmasi, standartlastirilmis  tedavi  protokollerinin  ve  prognostik
degerlendirmelerin olusturulmasini zorlasgtirmaktadir (Burrai vd., 2015; Vazquez vd.,
2023). Ayrica, 6zellikle sinirl kaynaklara veya farkli kisirlagtirma uygulamalarina sahip
bolgelerde kapsamli epidemiyolojik verilerin eksikligi, kopek meme tiimorlerinin
kiiresel etkisini tam olarak kavrama ve evrensel olarak uygulanabilir yonetim stratejileri
gelistirme yetenegini engellemektedir (Birdi vd., 2019; Salas vd., 2015; Zheng vd.,
2022). Farkli popiilasyonlar1 ve tiimor 6zelliklerini kapsayan daha kapsamli ¢calismalara
duyulan ihtiyag, veteriner onkolojisi alanini ilerletmek igin kritik Oneme sahiptir

(Kaszak vd., 2022; Reis vd., 2020).
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Hiicre Hatt1

Deneysel ¢aligmalarda, kopek meme epitel — benzeri karsinom hiicre hatt1 kullanildi.
CMT-U27 kopek meme epitel — benzeri karsinom hiicre hatti: CMT-U27 hiicre hatt1
(ATCC, katalog numarasi: CRL-3456™), 14 yasinda bir disi kopegin meme

dokusundan izole edilen epitel morfoloji gosteren bir hiicre hattidir. Bu hiicre hatti,

meme karsinomlar1 tizerindeki ¢alismalar, meme tiimdrlerinin karsilastirmali in vitro

calismalar1 ve veteriner onkoloji i¢in ilaglarin klinik 6ncesi testleri i¢in kullanilmaktadir
(Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Calismada kullanilan kopek meme epitel — benzeri karsinom hiicre hatti,
CMT-U27 (x10).

55



3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Kitler

Tez c¢alismasi siiresince kullanilan kimyasal maddeler ve kitler Cizelge 3.1°de

verilmistir.

Cizelge 3.1. Deneysel ¢alismalarda kullanilan kimyasal maddeler ve ticari kitler

Kimyasal Madde ve Ticari Kit

Uretici Firma

Katalog Numarasi

2- Merkaptoetanol

Annexin V

Cell proliferation XTT kit
Dosetaksel (Doxel Ready)
Fetal S1gir Serumu (FBS) 1s1 ile
inaktive edilmis)

Hoechst 33342, 20 mM

Kloroform

Metanol

Penisilin (10 000 U/ml) -
streptomisin

(10 mg/ml)

Pierce TM dimetilsilfoksit
(DMSO), LC-MS grade
Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) 1640

Tripsin- EDTA, %0,05

Tris

Trypan Blue solution, %0,5

Valproik asit
Vinkristin

Amresco

Elobscience
Cayman
Gensenta
Gibco

Thermo Scientific

Sigma- Aldrich
Sigma- Aldrich
Serox

Thermo Scientific
Serox

Multicell
Amresco
Biological
Industries

Sigma — Aldrich
Selleck chemical

CAS# : 60-24-2
CODE: M131-100 ml
Cat No: E-CK-A211
Item: 10010200

REF: 10270-106

LOT: 2540730

REF: 62249

LOT: YK4114517

LOT: SZBB2910V
Code: 24229 Cas#: 67561
Cat No: SLP- 508-100

REF: 85190
LOT: TE266318
Cat No: SLR- 563-500

CAT- 325-542-EL
Code: 0826 Cas#77-861
REF: 03-102-1B
LOT:1305817
1069-66-5

S1241

LOT:S124108
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3.1.3. Sarf Malzemeler

Deneysel uygulamalar boyunca kullanilan sarf malzemeler Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Calismalarda kullanilan sarf malzemeler

Sarf Malzemeler Uretici Firma

Cam pastor pipet (230 mm) Isolab

Cam sigeler (100, 250, 500 ml) Isolab

Falkon tiipler (15 ml) Isolab ve LABSELECT
Filtreli steril pipet uglar1 (10, 200 ve 1000  ATS ve Corning

pl)

Flasklar (25 ve 75 cm?) NEST

Kriyoviyal tiipler (2 ml) CRY.S

Mikroplakalar (6 ve 96 kuyucuklu) NEST ve COSTAR 3599
Neubauer hemositometresi (0,1 mm Isoterm

0,0025 mm?)

PCR tiipleri (0,2 pl) Thermo Scientific
Santrifiyj tiipleri (0,5, 1,5 ve 2 ml) Eppendorf

Serolojik pipetler (5 ve 10 ml) NEST ve Isolab

Steril enjektorler (5, 10 ve 20 ml) Hayat

Steril filtre (0,2 pm) Corning

Steril kiivet (50 mlz Isolab
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3.1.4. Cihazlar ve Ekipmanlar

Calisma kapsaminda kullanilan cihazlar ve ekipmanlar Cizelge 3.3 te verilmistir.

Cizelge 3.3. Calisma kapsaminda kullanilan cihazlar ve ekipmanlar

Cihaz ve Ekipmanlar Model ve Uretici Firma

Buzdolab1 (4 °C) Argelik

Buz iiretme cihazi AF-80-AS, Scotsman

Cok kanall1 pipetler (200 pl) Axygen

Derin Dondurucu (-20°C) Argelik

Goriintiileme cihazi Wifi telescope camera, Y28442-2

LightCycler 480 11 Roche Diagnostics

Hassas terazi Shidmadzu-AUX320

Inverted mikroskop CKX41, Olympus

Karbondioksitli (CO») etiiv BB-15 Thermo Scientific

Kuru etiiv Binder

Laminer flow Esco Lab Culture Class I BSC

Mikroplaka okuyucu iMark, Biorad

Mikrosantrifiij Scanspeed- Miniblue

Otoklav 0OT4060V, Niive

Otomatik pipetler (10-100 pl, 100-1000 ul) Rainin

Saf su cihazi Millipore/MiliQ- RIOS DI3 Gradient

Sogutmal1 santrifiij 5500, Kubota

Spektrofotometre NanoDrop 2000C, Thermo Scientific

Su banyosu Niive BM402

T1ibbi sogutma cihazi (-80°C) MDF-U7386S, Sanyo

Vorteks Scientific Industries/ Vortex Genie 2
G560E
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3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Deneysel caligmalarda, kdpek meme epitel-benzeri karsinom hiicre hatti (CMT-U27)
hiicre kiiltiirii teknikleri kullanilarak ¢ogaltildi. CMT-U27 hiicreleri, %10 fetal sigir
serumu (fetal bovine serum, FBS; 1s1 ile inaktive edilmis), %1 L-glutamin soliisyonu
(200 mM) ve %1 penisilin (10000 U/ml) — streptomisin (10 mg/ml) soliisyonu igeren
fenol kirmizisi ilaveli Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 besiyerinde
kiiltiire edildi. Hiicre hatti, ayni1 biiyime sartlart i¢cin 37 °C’de %95< nem ve %5
karbondioksit (COz) igeren etiivde ¢ogaltildi. Hiicre proliferasyonu, morfolojisi ve
kontaminasyon durumu inverted mikroskop ile giinliik olarak kontrol edildi. Hiicre
canliliginin kaybedilmesine sebep olan besiyerindeki bilesenlerin biiyiik Olciide
tiiketilmesi, hiicrelerde toksik atik maddelerinin birikmesi ve besiyerinin pH seviyesinin
degismesi durumlaria karsilik biiylime ortami her 48-72 saatte bir taze besiyeri ile

degistirildi (Ardicli vd., 2021).

Hiicre kiiltiirii uygulamalari, in vitro kosullarda gerceklestirildiginden dolay1 etik kurul
onayma ihtiyag duyulmamistir ve tez c¢alismasi etik acidan hicbir sakinca

dogurmamustir.

3.2.1.1. Hiicre Hatlarimin Stoktan Cikarilmasi ve Cozdiiriilmesi

-80°C’lik sogutma cihazinda kriyoviyal tiipler igerisinde dondurma ortami (9:1 (h/h)
oraninda FBS:DMSO karisimindan olusan) igerisinde stoklanan CMT-U27 hiicreleri
sicak su banyosunda ¢ozdiirildii. 4°C’nin iizerindeki DMSO hiicrelere toksik etki
gosterir. Bunu 6nlemek igin hiicreler ¢ozdiirtiliirken seri hareket edildi. Cozlinme iglemi
sonrasinda hiicre siispansiyonlari, 8-10 ml RPMI 1640 besiyerinin (%10 FBS, %1 L-
glutamin ve %]1 penisilin-streptomisin soliisyonlar1 i¢eren) oldugu 15 ml’lik falkon
tiipler igerisine alindi. Hiicre siispansiyonlarin1 dondurma ortamindan kalan DMSO’dan
uzaklastirmak icin falkon tiipler 2000 rpm devirde 5 dakika boyunca santrifiij edildi.

Santrifiij islemi sonucunda, siipernatant kisimlar1 aspire edildi. Falkon tiiplerdeki hiicre
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peletinin iizerine 1 ml besiyeri eklenerek hiicreler siispanse hale getirildi. Daha sonra,
falkon tiipiine 7-9 ml taze besiyerine eklenerek tiim hiicreler 75 cm?’lik flasklara ekildi.
Flasklar, 37°C, %95< nem ve %5 CO; igeren etiive alind1 ve hiicrelerin biiylimeleri

takip edildi (Ardicli vd., 2021).

3.2.1.2. Hiicre Hatlarinin Pasajlanmasi ve Alt Kiiltiirlerin Olusturulmasi

Hiicreler flask yiizeyini %80-90 oraninda kapladiklarinda bagka bir ifade ile, hiicre
hatlar1  %80-90 oraninda konfluent olduklarinda canliliklarini  korumak igin
tripsinizasyon yontemi ile pasajlama yapildi. Pasajlama yonteminde ilk olarak flask
icindeki besiyeri aspire edildi. Flask icinde besiyeri kaynakli FBS kalintilarinin
bulunmasi, tripsin aktivitesini engeller. Bunu engellemek icin, flasklarin i¢ine 2 ml 1X
fosfat tamponlu tuz soliisyonu (fosfat tamponlu tuzlu ¢ozelti: phosphate buffered saline:
PBS, pH:7,4) eklendi ve hiicre yiizeyi ¢ok zarar vermeden hafifce yikandi. Yikama
sonras1 PBS flask i¢inden aspire edildi. Daha sonra, flask yiizeyinden hiicreleri ayirmak
icin 1 — 1,5 ml %0,05 tripsin-etilendiamin tetrasetik asit (EDTA) soliisyonu eklendi ve
inkiibasyon i¢in 5 dakika 37°C’de %5 CO2’li etiivde bekletildi. 5 dakika sonunda, flask
ylizeyi kontrol edildi. Flask yilizeyinden ayrilan hiicrelerin iizerine, tripsin—EDTA
aktivitesini durdurmak i¢in 10 ml besiyeri eklendi. Flask igerisinde hiicrelerin
homojenize olarak dagilmasi i¢in pipet yardimiyla flask yiizeyi birka¢ kez besiyeri ile
yikandi. Homojenize edilen hiicre slispansiyonu, 15 mI’lik falkon tiiplere alinarak 2000
rpm devirde 5 dakika santrifiij edildi. Santriflij sonrasi, siipernatant kisimlar1 aspire
edildi, pellet kisimlar1 hiicre yogunluguna gore taze besiyeri eklenerek homojenize
edildi. Olusturulacak alt kiiltiir sayisina gore hiicre siispansiyonlari, her biri 8-10 ml
besiyeri igeren yeni 75 cm?’lik flasklara béliindii. Alt kiiltiirler, uygun kosullar i¢in 37

°C’ye ayarli, %95< nem ve %5 CO: igeren etiive kaldirildi.
3.2.1.3. Hiicre Hatlarinin Dondurulmasi ve Saklanmasi
Hiicre kiiltiirii calismanin en biliyilik sorunlarindan olan kontaminasyonun Oniine

gecebilmek i¢in calismay1 giivence altina almak ve ihtiya¢c duyuldugunda geri

donebilmek adina hiicrelerin dondurularak yedeklenmesi ve saklanmasi gereklidir. Bu
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baglamda, hiicre hatlar1 bir kriyoprotektan madde olan DMSO igeren ortamda
donduruldu ve stoklandi. Hiicreler flask ylizeyini %80-90 oraninda kapladiklar1 zaman
standart prosediir takip edilerek tripsinize edildi. Flasktaki besiyeri aspire edilerek
uzaklastirildi. Hiicreler 1X PBS ile yikand1 ve 37°C’ye ayarh etiivde 5 dakika boyunca
%0,05 tripsin-EDTA soliisyonu ig¢inde inkiibe edildi. Yiizeyden ayrilan hiicreler 15
ml’lik falkon tiiplere alinarak 2000 rpm devirde 5 dakika boyunca santrifiij edildi.
Santrifiij sonras1 siipernatant uzaklastirildi. Kalan pellet iizerine, hiicre yogunluguna
gore FBS:DMSO (9:1, A/h) karisimindan olusan dondurma ortami eklendi. Pipetajla
homojenize edilen hiicre siispansiyonu, buz iizerinde bekletilen kriyoviyal tiiplere, tiip
basina 800 pl hacminde 1-2x10° hiicre olacak sekilde boliindii. Islem sonrasi, kriyoviyal
uzun donem saklamak i¢in -80°C’lik tibbi sogutma cihazina kaldirildi. DMSO, 1518a

duyarli oldugu i¢in hiicrelerin dondurulmasi karanlikta gerceklestirildi.

3.2.1.4. Tripan Mavisi Boyasi ile Canl Hiicrelerin Sayilmasi

Hiicre canliliklarinin belirlenmesi ve hiicre siispansiyonundaki canli ve/veya 6l hiicre
sayilarinin tespiti i¢in bu tez calismasi kapsaminda tripan mavisi boyas1 kullanildi.
Tripan mavisi ile boyamanin temel prensibi, hiicre membran biitiinliigiine
dayanmaktadir. Buna gore, hasar gormemis (intakt) hiicre membranlarina sahip canl
hiicrelerde, tripan mavisi boyasi hiicre membranina niifuz edemez ve sitoplazmaya
gecemez. Tripan mavisi boyasi, hasar gérmiis ve bundan dolayr hiicre membrani
gecirgenligi olan 6lii hiicrelerde ise porlu hiicre membranindan gegip sitoplazmaya girer
ve intraseliiler proteinlere baglanir. Bu sebeple, mikroskop altinda incelendiginde 6l
hiicreler biiyiik, sismis ve mavi renkli olarak, canli hiicreler ise kii¢iik, yuvarlak ve

refraktil olarak goriliir (Jain vd., 2018; Louis ve Siegel, 2011).

Calisma boyunca planlanan tiim testlerde, tripan mavisi boyas: kullanilarak
hemositometre ile hiicre sayimi yapildi. Bu amagla, ilk olarak CMT-U27 hiicreleri
trpsinizasyon prosediirii ile flask yiizeyinden kaldirildi. Santrifiij sonrasi siipernatant
kisimlar1 uzaklastirilarak pelletler RPMI 1640 besiyeri ile sulandirildi ve pipetaj
yapilarak homoejn hiicre siispansiyonu elde edildi. Elde edilen hiicre siispansiyonunda

20 pl alinarak bir ependorf tlipe aktarilip tizerine de 20 pl %0,5 (a/h) tripan mavisi
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solisyonu eklendi. Pipetaj yapilarak siispansiyonun boya ile karigmasi saglandi.
Sonrasinda, karsimdan 10 pl alinarak Neubauer tip hemositometrenin sayim
bolmelerinden birine yiiklendi. Ardindan inverted mikroskopta x10 objektif kullanilarak
2 kose karede canli hiicre sayimi1 gergeklestirildi. Tripan mavisi boyasini i¢ine alip mavi
renk goriinen hiicreler 6lii, boyay1 almadigi i¢in parlak renkte gdriinen hiicreler ise canli

olarak degerlendirildi. Toplam canli hiicre sayis1 asagidaki formiile gére hesaplandi.

Canli hiicre sayisi = (iki karede sayilan toplam hiicre sayisi/ 2) x diliisyon faktorii x10?

3.2.1.5. Sitotoksik Etkiyi Belirlemek Uzere Hiicrelerin Ekimi

Sitotoksisite deneylerinde kullanilacak hiicre sayisi, hiicre ekiminde 6nce optimizasyon
yapilarak tespit edildi. Oncelikle, canli hiicre sayis1 belirlenen siispansiyondan gereken
besiyeri hacmine ve hiicre sayisina gore seyreltme islemi uygulandi. Sonrasinda, 96
kuyucuklu mikroplakalara CMT-U27 hiicreleri 100 ul RPMI 1640 besiyeri igerisinde
5x10% hiicre/kuyucuk olarak ekildi. Testte bulunan her konsantrasyon igin 3 tekrarli
hiicre ekimi yapildi. Negatif kontrol (tedaviye dahil edilmemis hiicre kontrolii) i¢in 100
ul RPMI 1640 besiyeri icerisinde 5x10° hiicre/kuyucuk yogunlukta hiicre ekimi ile kor
(blank) kuyucuklar i¢in ise sadece 100 ul RPMI 1640 besiyeri (hiicre icermeyen) ilave
edildi. 96 kuyucuklu mikroplaka inverted mikroskopta kontrol edilerek, hiicrelerin
ylizeye yapismalart ve biiylimeleri i¢in 24 saat boyunca 37 °C’de, CO’li etiivde

inkiibasyon edildi.

3.2.2. Test Bilesiklerinin Hazirlanmasi ve Hiicrelere Uygulanmasi

3.2.2.1. Vinkristin Siilfatin Hazirlanmasi

Kanser tedavisinde kemoterapdtik ilag olarak kullanilan vinkristin, kopek meme kanseri
tedavisi i¢in deneysel calismalarda kullanildi. Selleckchem firmasindan temin edilen toz
halindeki vinkristin (molekiil agirhigi: 923,04 g/mol), 1,0834 ml DMSO icinde

cozdiiriilerek 10 mM konsantrasyonda ana stok soliisyonu hazirland1 ve alikotlanarak -

80°C’de saklandi.
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3.2.2.2. Dosetakselin Hazirlanmasi

Tedavi i¢in tercih edilen 6nemli kemoterdpatik ilaglarin basinda gelen dosetaksel kopek
meme kanseri tedavisi i¢in kullanildi. Bunun i¢in DoxelReady firmasindan temin edilen
80 mg/4 mL infiizyon konsantre ¢ozelti igeren flakon kullanildi. Alikotlanarak -80°C’de

saklandi.

3.2.2.3. Valproik Asidin Hazirlanmasi

Sigma - Aldrich firmasindan temin edilen VPA (molekiil agirli§1:166,19 g/mol), 1 gram
tartilip 3 ml dH>O igerisinde ¢ozdiiriilerek 1,9997 molar konsantrasyonda ana stok

hazirland1 ve aikotlanarak oda sicakliginda saklandi.

Ana stok soliisyonu RPMI 1640 besiyeri icerisinde diliie edilerek calisma soliisyonlart,
her uygulama Oncesi taze olacak sekilde hesaplamalara uygun ara stoklar halinde
olusturuldu. Bdylece vinkristin i¢in, 1,56-100 nM araliginda, dosetaksel 25 -200 uM
araliginda ve VPA 1,56-100 mM araliginda final dozlar1 hazirlanarak test edildi. Hiicre
ekiminden 24 saat sonra, final konsantrasyonlardaki test bilesikleri 100 pl/kuyucuk
olacak sekilde CMT-U27 hiicrelerine uygulandi. Test bilesiklerinin eklenmesinden
sonra, tlim kuyucuklardaki son hacimin 200 pl olmasi i¢in negatif kontrol ve kor i¢in
ayrilan kuyucuklara 100 pl besiyeri ilave edildi. Uygulama boyunca hiicreler, 24, 48 ve
72 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Test bilesiklerinin tiim dozlari, negatif kontrol

ve kor icin 96 kuyucuklu mikroplakalarda, 3 farkl kuyucuk (3 tekrar) uygulandi.

3.2.3. Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi

Vinkristin, dosataksel ve VPA’nin kdpek meme kanseri hiicreleri tizerindeki sitotoksik

etkilerin belirlenmesi i¢in in vitro hiicre canlilik deneyleri yiiriitiildi. Calisma

kapsaminda kolorimetrik testlerden XTT testi uygulandi.
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3.2.3.1. XTT Hiicre Canhhk Testi

XTT (2,3-bis(2-metoksi-4-nitro-5-siilfiifenil)-5-[(fenilamino)karbonil ]-2H-tetrazolyum
hidroksit) hiicre canlilik testi; tetrazolyum tabanli olmasinin yani sira hizli, giivenilir,
kullanigh bir testtir. XTT reaktifi, metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan turuncu
renkli, suda ¢oziiniir formazan kristallerine indirgenir. Olusan formazan yogunlugunun
spektrofotometrik olarak Olgiilmesiyle canlilik degerlendirilmesi yapilmaktadir
(Scudiero vd., 1988). Bunun yardimiyla; XTT testi, hiicre canliligi/sitotoksisite
hakkinda hassas ve dogru bilgi sunmaktadir (Berridge vd., 1996; Tokur ve Aksoy,
2017).

Test bilesiklerinin CMT-U27 hiicreleri iizerindeki olas1 sitotoksik etkileri, XTT hiicre
canlilik testi kullanilarak gerceklestirildi. Test, ‘Cell Proliferation XTT’ kit igeriginde
bulunan protokole gore uygulandi. Test bilesiklerinin ilgili tedavi siiresi (24, 48 ve 72
saatlik) sonrasi, XTT reaktifi ve PMS (N-metil dibenzopirazin metil siilfat) iceren
aktivasyon soliisyonu 37°C’lik su banyosunda ¢ozdiiriildii. Coziinme sonrasi, 96
kuyucuklu mikroplaka i¢in hesaplama yapildi. Buna gore; 2,5 pl/kuyucuk (XXT
developer), 2,5 ul/ kuyucuk (Electron mediator solution) olacak sekilde her kuyucuk
icin 5 pl XTT mix hazirlandi. Mikroplakalarin iginde bulunan besiyerleri aspire edildi
ardindan her kuyucuga 50 pl RPMI 1640 besiyeri (FBS, L-Glutamin ve penisilin-
streptomisin bilesenlerini igeren) eklendi. Hazirlanan reaksiyon karisimi 5 pl/kuyucuk
olacak sekilde ilave edildi. Hiicreler 4 saat boyunca 37°C’de %5 CO2’li etiivde
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonucu olusan renk degisimi miktar1 (optik
yogunluk), mikroplaka okuyucu kullanilarak 450 nm dalga boyunda o6l¢iildii. Kor
(background) absorbans degerleri 655 nm dalga boyunda olgiildii ve 450 nm’ de
kaydedilen degerden cikarilarak kantitatif absorbans degerleri elde edildi. XTT, 1518a

duyarli oldugu i¢in tiim islemler karanlik ortamda gerceklestirildi.

3.2.3.2. Hiicre Canlhihiginin Hesaplanmasi

XTT canlilik testi sonrasi elde edilen ham veriler, Microsoft Office Excel programi

kullanilarak islendi. Test bilesikleri uygulanmamis kontrol hiicreleri yani canliligin
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%100 olarak kabul edildigi hiicreler, referans alinarak test bilesikleri uygulanan

hiicrelerin canlilik oranlar1 agagidaki formiil yardimiyla hesaplandi.

%Canlilik = (ortalama Abspiiesi- ortalama ABSis:)/(ortalama Abskonwor-ortalamaABSis:)

(Abs: Absorbans degerlerini ifade etmektedir)

Hesaplanan canlilik sonuglari ile, Microsoft Office Excel programinda doza kars1 yiizde
canlilik grafikleri ¢izildi. Tahmin fonksiyonu kullanilarak, bu grafiklerden test

bilesiklerinin ICso degerleri hesaplandi.

3.2.4. Kombinasyon Analizi

Calisma kapsaminda arastirilan test bilesiklerinin CMT-U27 hiicreleri {iizerindeki
sitotoksik etkileri XTT hiicre canlilik testi ile belirlendi. Dosataksel, vinkristin ve VPA
kombinasyonunun hiicre canliliklar1 izerindeki muhtemel sinerjik etkisinin arastirilmasi
hedeflendi. Kombinasyon calismasinda kullanilmasi hedeflenen dozlar, XTT hiicre
canlilik testi sonuglarina gore belirlendi. Bu amagla, CMT-U27 hiicreleri 100 ul RPMI
1640 besiyeri icerisinde, 5x10° hiicre/kuyucuk yogunlukta ve 3 tekrarli olarak 96
kuyucuklu mikroplakaya ekildi. 37°C’de, nemli ve %5 CO2’li etiivde 24 saat
inkiibasyon sonunda dosataksel, vinkristin ve VPA’'nin doz kombinasyonlar:t 100 pl
besiyeri i¢inde hiicrelere Cizelge 3.4’te gosterildigi gibi uygulandi. Negatif kontrol i¢in
200 pl besiyeri i¢inde kiiltiire edilen hiicreler ve kor i¢in ise sadece 200 ul besiyeri
uygulandi. Pozitif kontrol i¢in dosetaksel, vinkristin ve VPA’nin 1Cs¢ dozlar1 kullanildi.
24, 48 ve 72 saat siiren kombinasyon tedavisinden sonra hiicrelerin canliliklart XTT
testi ile degerlendirildi. Veri islenmesi, hiicre canlilik yiizdelelerinin ve ICso degerlerinin

belirlenmesi daha 6nce agiklanan formiille hesaplandi.
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Cizelge 3.4. Kombinasyon analizi i¢in olusturan tedavi gruplari

Tedavi Gruplari Tedavi Dozlar

Dosetaksel VinKkristin Valproik Asit
1. Negatif Kontrol (Sadece hiicreler) - - -
2. Pozitif Kontrol 110 uM 18 nM 15 mM
(Hiicreler +

Dosataksel/Vinkristin/VPA

3. Kombinasyon Grubu 110 pM 18 nM -
110 upM - 15 mM
- 18 nM 15 mM
110 pM 18 nM 15 mM

3.2.5. Hiicre Morfolojisinin Degerlendirilmesi

VPA, vinkristin ve dosatakselin hiicre morfolojileri ve canliliklar iizerindeki etkileri,
inverted mikroskopta XTT canlilik testi ile es zamanli olarak analiz edildi. Test
bilesikleri ve kombinasyon gruplari ile 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireci
tamamlandiginda, XTT hiicre canlilik testi uygulanmadan 6nce CMT-U27 hiicreleri
inverted mikroskopta x10’luk biiyiitme kullanilarak fotograflandi. Hiicrelerin adezyon
durumlari, sekil ve boyut degisimleri, negatif kontrol hiicreleri birbirleriyle
karsilastirilarak test edilen bilesiklerin sitotoksik aktivitelerinin mikroskobik olarak da

dogrulanmasi saglanda.

3.2.6. Floresan Mikroskobunda Hiicre Oliim Modunun Belirlenmesi

Test bilesiklerine maruz kalmis hiicrelerin 6lim modlarinin degerlendirilmesi i¢in
morfoloji tabanli testlerden biri olan floresan mikroskopi yontemi kullanildi. Bu
yontemin prensibi, floresan boyalarin DNA’ya baglanmasiyla kromatini ve niikleusu
goriiniir kilmasidir. Bu sayede, hem canli/6lii hiicre ayrimi yapilmakta hem de

hiicrelerin 6liim sekilleri belirlenmektedir (Atale vd., 2014; Cummings vd., 2012).
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Floresan boyama uygulamasinda, kemoterapdtik ajanlar dosataksel, vinkristin ve
VPA’nin tek ve kombine tedavilerinin kdpek meme karsinom hiicreleri iizerindeki
apoptotik ve nekrotik hiicre 6liim etkinlikleri; Annexin-V, Propidyum iyodiir (PI),
Hoechst kullanilarak belirlendi. Annexin-V, apoptoz ile 6len hiicrenin dis yiizeyine
transloke olan fosfatidilserine baglanabilen bir proteindir. Bu sayede, floresan bir madde
(6rn. FITC) ile isaretlenerek apoptotik hiicreler goriiniir hale getirir. Nekrotik hiicrelerin
ylzeylerinde de Annexin-V baglanmasi1 goriilebildigi i¢cin yontem calisilirken ikinci
boya olarak PI kullanildi. PI, DNA fragmentasyonu ve hiicre dongiisii analizleri i¢in
siklikla kullanilan floresan bir niikleik asit boyasidir ve ¢ift sarmal DNA’nin baz ¢iftleri
arasina yerlesir. Intakt membrana sahip olan canli hiicreler PI gecirmez, bu nedenle; PI,
sadece membran hasarli hiicrelere girebilmektedir. Dolayisiyla; PI, tiim 6li hiicreleri
(primer nekrotik veya gec apoptotik/sekonder nekrotik) boyayarak hiicrelerin apoptotik
ya da nekrotik olmalar1 hakkinda bilgi vermektedir (Ulukaya vd, 2011). Bu amagla,
hiicreler es zamanli olarak Annexin-V (yesil floresan) ve PI (kirmizi floresan) ile
boyanarak hiicrelerde tetiklenen o6lim modu belirlendi. Hiicrelerdeki membran
biitiinltiglinli analiz etmeye olanak saglayan Annexin-V ve PI boyalarinin yani sira,
niikleus morfolojisini aragtirmak i¢cin Hoechst 33342 boyama ydntemi de kullanildi.
Hoechst 33342, DNA'ya baglanabilen hiicreden gecebilen bir boyadir ayrica canli veya
Oli (apoptotik/nekrotik) hiicrelerin ¢ekirdeklerini boyamak i¢in kullanilmaktadir.
Apoptotik hiicrelerde ¢ekirdegin normal hiicrelere gore daha kiigiik olmasi nekrotik
hiicrelerde ise ¢ekirdegin normal hiicrelerden biraz daha biiyiik olmasi ve daha az boya
almas1 ozellikleri karsilastirilarak Hoechst 33342 boyama yontemi ¢alisildi (Ulukaya
vd., 2011). Bu baglamda, {iclii boyama yontemiyle hiicre canliliginin ve 6liim modunun
tespiti niikleus morfolojisi dikkate alinarak, asagidaki durumlara gore Cizelge 3.5te

Ozetlendi.

Canl hiicreler: Niikleuslar1 normal boyuttadir. Hoechst 33342 boyasi ile boyanir, PI

boyastyla boyanmazlar.
Erken apoptotik hiicreler: Apoptozun erken sathasindaki hiicrelerde membran

biitlinliigii korundugundan hiicreler PI boyasiyla boyanmazlar. Ancak hiicreler Hoechst

33342 boyast i¢in pozitiftirler. Kromatin yogunlagsmasi, piknotik ve/veya fragmente
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niikleus gibi apoptotik degisikliklerin olmasi, erken apoptotik hiicrelerin teshisinde en

onemli bulgudur.

Gec¢ apoptotik/sekonder nekrotik hiicreler: Sekonder nekroz, apoptozun gec
sathasidir. Bu evrede, hiicrelerin membran biitlinliigii bozuldugu i¢in hiicreler PI boyasi
icin pozitiftir. Ayrica, hiicreler Hoechst 33342 boyasiyla da boyanirlar. Bunun yani sira,
gec apoptotik veya sekonder nekrotik hiicrelerde, apoptoza 0Ozgii belirtegler de

mevcuttur.

Nekrotik (Primer) hiicreler: Hem PI boyasi hem de Hoechst 33342 boyasi ile
boyanarak 6lii olduklar: belirlenen hiicrelerin niikleuslarinda apoptotik goriiniim yoktur.
Apoptotik hiicrelerden farkli olarak, nekrotik hiicrelerin niikleuslar1 canli hiicrelerin
niikleuslarindan goreceli olarak daha biiyiiktiir. Nekrotik hiicrelerin gerceklestirdigi
floresan 1g1ma ilk basta normaldir, ancak nekroz siireci ilerledik¢e hiicrelerin lizise

ugramalarindan dolay1 floresan 1s1ma yogunlugu azalir.

Cizelge 3.5. Uclii boyama ydntemiyle hiicre liim modunun tespiti

Propidyum
Annexin-V . Hoechst 33342
Iyodiir (PI)
Erken apoptotik
+ - +
hiicreler
Gec apoptotik ve
+ + +
nekrotik hiicreler
Normal hiicreler - - +

+, boyama; -, boyanmama durumunu ifade etmektedir.

Test bilesiklerinin CMT-U27 hiicreleri iizerindeki etkilerini ti¢lii boyama yontemiyle
saptamak amaciyla ilk olarak, tripan mavisi boyasi ile Neubauer hemositometresinde
canli hiicre saymmi yapildi. Daha sonra, 96 kuyucuklu mikroplakanin her bir
kuyucuguna 200 pl icersinde 5x103 hiicre olacak sekilde 3 tekrarli ekim yapildi. 24 saat
boyunca 37°C’de %5 CO>’li etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyonu takiben kuyucuklarda

bulunan tiim besiyeri aspire edildi. Inkiibasyon sonrasi, hiicreler dosataksel, vinkristin
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ve VPA’nin ve bu bilesiklerin kombinasyon gruplarinin IC50 dozlari ile muamele edildi.
Negatif kontrol kuyularinda yer alan tiim besiyeri aspire edildi ve taze 100 pl taze
besiyeri ilave edildi. 16 saat siiren inkiibasyon periyodunun sonunda kuyucuklarda
kalan besiyeri aspire edilerek uzaklastirildi. Bu tez ¢calismasinda, apoptotik ve nekrotik
hiicre 6lim etkinliklerini belirlemek i¢in Elabscience Anneksin V kiti (Annexin V-
FITC/PI Apoptosis Kit) kullanildi. Kit igerisinde bulunan tampon ¢ozelti icerisinde 10x
olacak sekilde anneksin V boyasi ve PI boyas1 (50 pg/ml) hazirlandi. Hoeschst 33342
boya cozeltisi son konsantrasyonu 3 pg/ml olacak sekilde Anneksin V kiti icerisinde
bulunan tampon ¢ozelti igerisinde hazirlandi. CMT-U27 hiicreleri boya soliisyonundan
20 pl eklenerek 15 dakika karanlikta inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi 361/497 nm
dalgaboyu araligina sahip floresan mikrospkop altinda fotograflandi.

3.2.7. Kantitatif Ger¢cek Zamanh PCR (Quantitative PCR: QPCR)

Test bilesiklerinin, hiicre 61liim yolaklarinda (apaptoz, nekroz ve otofaji) gérevli genlerin
ekspresyon profili tizerindeki etkileri, kantitatif gercek zamanli PCR ile belirlendi.
Kantitatif gergek zamanli PCR, niikleik asit dizilerinin kantifikasyonu ile gen
ekspresyonunun gercek zamanli olarak saptanmasinda kullanilan bir yontemdir
(Hawkins ve Guest, 2017; Rodriguez vd., 2015). Bu yontemde, reaksiyon boyunca PCR
irtinii yapisina dahil olan floresan boyalar kullanilarak DNA miktar1 izlenmektedir.
Floresan sinyalindeki artig, PCR {iriinii miktar1 ile dogru orantilidir (Fraga vd., 2008).

Hidrolizis problari, kantitatif ger¢cek zamanli PCR prosediirlerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir (Navarro vd., 2015; Rodriguez vd., 2015). Bu problar, iki etiket ile
isaretlidir. Bunlardan; 5" ucundaki floresan ‘haberci’ (raportdr, reporter) molekiil, 3”
ucundaki ise ‘baskilayict’ (“quencher”) molekiildiir. Prob intakt iken haberci molekiile
yakin olan baskilayict molekiil, haberci molekiiliin floresan sinyal olusturmasini
engellemektedir. PCR reaksiyonu sirasinda, primer uzamasi probun hedef diziye
baglandigr noktaya geldigi zaman, Taq polimeraz enzimin 5° — 3’ ekzoniikleaz
aktivitesi hidrolizis probunu yikar. Boylece haberci ve baskilayict molekiiller
birbirinden ayrilir ve sarbest hale gecen haberci molekiil floresan sinyal olusturur. Her
PCR dongiisti boyunca, hede dizi miktar arttikca daha fazla prob yikilir ve floresan

sinyal miktar1 artar. Dolayisiyla, floresan sinyal siddeti O6rnekte bulunan amplikon
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miktart ile dogru orantilidir. Sonug¢ olarak; kantitatif ger¢ek zamanli PCR
yontemlerinden prob tabanli olanlari, boya tabanli olanlarindan daha spesifik oldugu
icin analizlerde daha c¢ok tercih edilmektedir. Bu amagla, hiicre 6liim yolaklarinda kilit
rol istlenen bazi genlerin ekspresyon seviyelerindeki degisimler, prob tabanli PCR

yontemiyle analiz edildi (Hawkins ve Guest, 2017; Holland vd., 1991; Livak vd., 1995).

3.2.7.1. RNA izolasyonu

Hiicrelerden RNA izolasyonu, ‘PureLink RNA Mini Kit’ kullanilarak gerceklestirildi.
[k olarak, CMT-U27 hiicreleri sayilarak 75 cm?’lik flasklara 7 ml RPMI 1640 besiyeri
icinde 5x10° hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicrelerin izolasyon icin gerekli
proliferasyonu saglayabilmeleri i¢in 16 saat boyunca 37°C’de %5 CO2’li etiivde
inkiibasyona birakildi. Siire sonunda, kontrol edilen hiicrelerin RNA izolasyonu i¢in
uygun oldugu belirlendikten sonra, XTT hiicre canlilik testi yontemiyle test
bilesiklerinin tespit edilen ortalama ICso degerleri baz alinarak belirlenen dozlarda
hiicrelerin bulundugu 3 ml RPMI 1640 besiyeri icerisinde karistirilarak 75 cm?’lik
flasklara eklendi. RNA izolasyonu uygulamasinda da negatif (sadece besiyerindeki
hiicreler) ve pozitif (sadece dosataksel, vinkristin ve VPA uygulanan hiicreler) gruplar
kontrol i¢in calisildi. 16 saat inkiibasyon sonucunda, CMT-U27 hiicreleri, tripsinizasyon
islemi ile flasklardan 15 ml’lik falkon tiiplere toplandi ve 2000 rpm’de 5 dakika
santrifuj edildi. Santrifiij sonrasi, falkon tiip igerisinde bulunan besiyeri uzaklastirildi.
Kit protokoliine uygun olarak, falkon tiip basina hiicre sayisina gore ifade edilen 0.6 ml
Lizis Buffer ve 6 pl 2-mercaptoethanol ilave edildi. Hiicre pelleti dagilana kadar vorteks
yapildi. Olusan siispanse karisim, homojenizasyonun saglanmasi i¢in temiz eppendorf
tiipe aktarilarak 12000 x g’de 2 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 600 pl %70 etil
alkol ependorflara ilave edildi ve vortekslendi. Eppondorf icerisinden 700 pl santrifiij
kolon tiiplerine aktarildi. 12000 x g’de 15 saniye santrifiij edilerek koleksiyon
tiiptindeki kisim bosaltildi. 700 ul Wash Buffer I santrifiij kolon tiiplere eklendi ve
tekrar 12000 x g’de 15 saniye santrifiij edildi. Kolekisyon tiipii bosaltildiktan sonra,
santrifiij kolon tiipe 500 ul Wash buffer II ilave edildi. 12000 x g’de 15 saniye santrifiij
edildikten sonra koleksiyon tiip bosaltildi. Santrifiij kolon tiipliniin igerisindeki alkolii

uzaklastirmak icin en yiiksek g’de 1-2 dakika santrifiij edildi. Koleksiyon tiip santrifiij
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sonras1 degistirildi. Santrifiij kolon tiipiine 50 pul Rnaz-ari su ilave edildi. 1 dakika oda
sicakliginda bekledikten sonra 2 dakika boyunca 12000 x g’de santrifiij edildi. Santrifij
isleminin ardindan koleksiyon tiip icerisinde toplanan siizlintii total RNA’y1
icermektedir. Izole edilen RNA’larin miktar1 (ng/pl) ve saflign (260/280 nm dalga
boyundaki absorbans degeri) spektrofotmetrede 6lgiildii. Total RNA 6rnekleri -80°C’de

saklandi.

3.2.7.2. Komplementer DNA (Complementary DNA: cDNA) Sentezi

Elde edilen RNA oOrneklerinden ‘Thermo Scientific™ RevertAid RT Reverse
Transcription Kit’ kullanilarak ters transkripsiyon (“reverse trancription”) yontemiyle
komplementer DNA (complementary DNA: cDNA) sentezlendi. RNA 6rnegi cDNA
dontisiimii i¢cin 1000 ng konsantrasyonda kullanildi. Her 6rnek i¢cin RNA-+Random
Hexamer primer (0,5 pl) + Oligo dT (0,5 pl) + niikleaz-ari sudan 12 pl eklenerek
karisim hazirlandi. Hazirlanan karisim, 65°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon

sonrast buz lizerinde sogutma islemi gergeklestirildi.

Cizelge 3.6. Komplementer DNA sentezinde kullanilan malzemeler ve miktarlar

Bilesenler (Tek reaksiyon igin) Hacim
RNA o6rnegi 12 pl
5X Reaction Buffer 4 ul
RiboLock Rnase Inhibitor (20 U/pL) 1pl
10 mM dNTP Mix 2 ul
RevertAid RT (200 U/uL) 1l
Toplam Hacim 20 pl

Son hacim 20 pl olacak sekilde reaksiyon bilesenleri RNA 6rnekleri lizerine eklenerek
0,2 ul’lik PCR tiiplerinde karistirildi ve Thermal Cycler cihazina yerlestirildikten sonra
25°C’de 5 dakika priming, 42°C’de 60 dakika ters transkripsiyon ve 70°C’de 5 dakika

ters transkripsiyon inaktivasyonu asamalarindan olusan programa tabi tutularak
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reaksiyon gerceklestirildi. Elde edilen cDNA o6rnekleri, kantitatif gercek zamanli PCR

analizine kadar -20°C’de saklandi.

3.2.7.3. Primer Dizaym ve Optimizasyonu

Kantitatif ger¢cek zamanli PCR testlerinin spesifikligi, tasarlanan primer ve problarin
uygunlugu ile yakindan iliskilidir. Bu nedenle, primer ve problarin optimum tasarimi,
test basarisinda onemlidir (Rodriguez vd., 2015; Rosadas vd., 2013). Hedef gen
bolgeleri ve referans gen bolgeleri icin kullanilacak olan primerler, ‘NCBI’ ve
‘Ensembl’ veri bankalar1 kullanilarak Canis cinsine spesifik olarak dizayn edildi. Hedef

genlere ait primer dizileri Cizelge 3.7’ de sunulmustur.

Cizelge 3.7. Kantitatif gercek zamanli PCR analizinde kullanilan genler ve primer
dizileri

Genler Primer Dizileri
NOXA F: GAAGAGCTCGAAGTGGAGTG
R: GTTCCTGAGCGGAAGAGTT
PUMA F: CTCAACGCGCTGTACGA
R: GGAGTCCCATGATGAGATTGT
CASP3 F: CTGACAGTGGAATTGAGGATGA
R: CCTTTGAATTTCGCCAGGAATAG
ATM F: CAGTGGAGATGACCAGGAATG
R: CAAGACACGCTCTGCTACTT
P53 F: GAATGAAGCCTTGGAGCTGA
R: TTTATGGCGAGAGGTAGATTGC
P21 F: AGACGGTGGCTTGGAGA
R: TTGCTGCCATGAGGGATG
BID F: CACCCAGGACTGGTGAATAAC
R: CGAGATGCTTCCTTCTGTCTTC
BCL-2 F: GTGGATGACTGAGTACCTGAAC
R: GACAGCCAGGAGAAGTCAAA
MCL F: GAAAGCTGCATCGAACCATTAG
R: AGAACTCCACAAACCCATCC
BAX F: ACACTGGACTTCCTTCGAGA
R: TAAGCACTCCAGCCACAAAG
GAPDH* F: GAACATCATCCCTGCTTCCA

R: CAGGTCAGATCCACAACTGATAC
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ACTB* F: GCCAACCGTGAGAAGATGA
R: CAGAGGCGTACAGGGACA

*Housekeeping gen

Elde edilen primerlerin spesifikligi, BLAST programu ile kontrol edildi. Optimizasyon
icin tasarlanan primerler, 100 pM’a sulandirildi. Sulandirilan primerlerden her
parametre i¢in 10 uM ara stoklar olusturuldu ve kantitatif ger¢ek zamanli PCR igin

hazir hale getirildi.

3.2.7.4. Kantitatif Gercek Zamanh PCR Analizi

Sentezlenen cDNA’lar, belirtilen gen bdlgeleri i¢in dizayn edilen primerler ile
LightCycler® 480 SYBR Green I Master kullanilarak Roche LightCycler 480 II cihazi
ile ¢alisildi. Calismada kullanilacak olan her bir primer, spesifik oldugu canis cDNA’s1
ile agsagida belirtilen sekilde hazirlanip cihaza yiiklendi. Bilesenlere ait detaylar Cizelge

3.8’de sunulmustur.

Cizelge 3.8. Kantitatif gercek zamanli PCR analizinde kullanilan reaksiyon karigimi

Bilesenler (Tek reaksiyon igin) Hacim
Su, PCR-grade 58 ul
Forward Primer(F) (ara stok 10 uM) 0,6 ul
Reverse Primer(R) (ara stok 10 uM) 0,6 ul
Enzim Karisimi (LightCycler® 480 SYBR Green I Master) 10 pl
cDNA 3pul

Toplam Reaksiyon Hacim 20 pl

cDNA hari¢ tiim reaksiyon bilesenleri (17 pl) 96 kuyucuklu PCR mikroplakasinin tiim
kuyucuklarma dagitildi. Son reaksiyon hacmi 20 ul olacak sekilde her kuyucuga 3 pl
cDNA 6rnegi son hacim 20 pul olacak sekilde ilave edildi. Hazirlanan pleytlerin iizeri

kapatilarak kisa siireli santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 mikroplaka Roche LightCycler
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480 II cihazina yerlestirildi ve Cizelge 3.9’da sunulan cihaz protokoliine gore gercek

zamanli olarak cDNA amplifikasyonu gergeklestirildi.

Cizelge 3.9. Kantitatif ger¢ek zamanli PCR analizi i¢in cihaz protokolii

Program Adl  pre-inkiibasyon Amplifikasyon Erime Egrisi Sogutma
Analiz Modu Kuantifikasyon Erime Egrisi

Yok Modu Modu Yok
Dongii Sayis1 1 45 1 1
Hedef
Sicaklik [°C] 95 95 57 72 95 62 97 40
Siire 5dk 10s 15s 10s 5s 1dk 0s  00:00:30
Sicakhik
Artis Hizi 4,8 48 25 48 48 25 0,11 2,5
[°C/s]
Okuma Yo Yo
Modu Yok Yok K Tek Yok K Yok Yok

3.2.7.5. Veri Analizi

Kantitatif gercek zamanli PCR analizi sonunda elde edilen veriler Mutlak Kantitasyon
(“Absolute Quantification”) ve Gelismis Goreceli Kantitasyon (“Advanced Relative
Quantification”) yontemleri ile analiz edildi (Whelan vd., 2003). Elde edilen sonuglarda
“Relative Quantification” yapabilmek i¢in target gen dongii esik (cycle threshold: Ct)
degerleri, referans gen Ct ile normalize edilerek ekspresyon degerleri bulundu. Bu
baglamda, her bir 6rnegin Ct degeri, hedef genin ortalama Ct degerinden referans genin
(housekeeping gen, ACTB ve GAPDH) ortalama Ct degerinin ¢ikarilmasiyla hesaplandi.
Her grup i¢in ACt degeri, bu degerden grup ortalamasiin ¢ikarilmasiyla belirlendi.
Hedef genin 6rnege gore eksprsyon seviyesi ise 222¢! olarak belirlendi (Tellmann,

2006).
3.2.8. Istatistiksel Analiz
Tiim istatistiksel analizler, GraphPad Prism, versiyon 9.0 (GraphPad Software Inc., La

Jolla, CA, ABD) program: kullanilarak yapildi. Verilerin normal dagilim gosterip

gostermedikleri, Anderson-Darling testi ile incelendi. Ikiden fazla grubun
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karsilagtirildigr durumlarda, normal dagilim gosteren verilerin kiyaslanmasi igin tek
yonlii varyans analizi testi uygulandi. Normal dagilima uymayan verilerde ise Kruskal

Wallis testi kullanilds. Istatistiksel anlamlilik diizeyi P<0,05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicre Kiiltiirii Calismalarina iliskin Bulgular

Bu calismada, VPA, vinkristin siilfat ve dosetakselin farkli konsantrasyonlarda CMT-
U27 hiicrelerine karsi sitotoksik etkileri, XTT hiicre canlilik testi kullanilarak
degerlendirilmistir. VPA, vinkristin siilfat ve dosetakselin CMT-U27 hiicrelerine etkisi

24, 48 ve 72 saat boyunca ayni ortam kosullarinda arastirilmistir.

4.1.1. Vinkristin Siilfatin Sitotoksik Etkisi ile Tlgili Bulgular

4.1.1.1. XTT Hiicre Canhlik Testi Bulgular:

Vinkristin stilfatin, CMT-U27 hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisini belirlemek igin
vinkristin siilfat 1,56-100 nM konsantrasyon araliginda hazirlanmistir. Vinkristin siilfat
DMSO’da ¢ozdiiriilerek hazirlandigr i¢in sitotoksisite sonucunu kontrol etmek amaciyla
oncelikle DMSO ile karsilastirilmast yapilmistir. Vinkristinin ¢oziilmesi i¢in gerekli
DMSO dozunun sitotoksik olmadigi gozlenmistir. Sekil 4.1°de gosterildigi gibi, negatif
kontrol ile karsilastinldiginda, vinkristin uygulanmig CMT-U27 hiicrelerinin
canliliklarindaki azalislarin istatistiksel olarak yiiksek diizeyde anlamli oldugu
saptanmistir (P<0,0001). 24 saatlik tedavi incelendiginde, CMT-U27 hiicrelerinin
neredeyse tim dozlarda benzer seviyede sitotoksik etkisi oldugu gozlemlenmistir. 48.
saatte 24 saatlik tedaviye kiyasla hiicresel canliliklarinin yiizdeleri tedavi siiresine bagl
olarak benzer oranda azalmistir. Tedavide 72 saatlik siire sonucunda CMT-U27
hiicrelerinin sitotoksik aktiviteleri baglaminda daha iyi sonuglar elde edilmis ve 1,56

nM’lik dozdan itibaren artan dozlarda 6nemli sitotoksik etkiler gézlenmistir.
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Vinkristin Silfat 24 sa
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c
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Sekil 4.1. Vinkristin siilfat tedavisi sonrasinda CMT-U27 hiicrelerinin canliliginin XTT
testiyle elde edilen doza ve zamana gore degisimi. NK, Vinkristin siilfat uygulanmayan,
sadece besiyeri ve hiicre hattin1 iceren negatif kontrolii temsil etmektedir. (a) 24 saatlik
inkiibasyon (b) 48 saatlik inkiibasyon (¢) 72 saatlik inkiibasyon.

*H%xP<0,0001 istatistiksel olarak anlamliligi ifade etmektedir. Veriler ortalama+SD
(n=3) olarak sunulmustur.
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Cizelge 4.1°de, vinkristin stilfatin CMT-U27 hiicrelerine maruz birakilmasi sonucu elde
edilen ICso dozlar1 yer almaktadir. Tedavinin 24. ve 48. saatinde ICso degeri tespit
edilememistir. 72 saatlik tedavide c¢alisilan doz araliginda 6nemli sitotoksik etkiler

saptanmis olup ICso degeri 18 nM’dir.

Cizelge 4.1. XTT testi sonucu elde edilen vinkristin siilfat ICso dozlar1

ICso Dozlar1 (nM)
CMT-U27 24sa 48sa 72sa
>100 >100 18

4.1.2. Dosetakselin Sitotoksik Etkisi ile Tlgili Bulgular

4.1.2.1. XTT Hiicre Canhlik Testi Bulgular:

Dosetakselin, CMT-U27 hiicre hattindaki sitotoksisitesini saptamak amaciyla 25 — 200
UM konsantrasyon araliginda dosetaksel hazirlanmistir. CMT-U27 hiicreleri iizerinde
dosetakselin zamana ve doza bagli olarak sistotoksik etkisi Sekil 4.2°de gdsterilmistir.
XTT testi sonuglart incelendiginde, 24 saatlik tedaviye gore 48 ve 72 saatlik tedavide
negatif kontrol grubuna kars1 hiicre canliliginin ciddi anlamda diistiigti gézlenmistir. 25
-100 uM doz araliginda, tiim tedavi gruplarinda sitotoksik etkinin benzer seviyede
devam ettigi, 125 uM dozdan itibaren giderek artan dozlarda yiizde canlilik oraninin
azaldig1 belirlenmigtir. 72. saatte 150 pM dozdan itibaren artan dozlarda canlilik tespit
edilmemistir. Calismadaki 24, 48 ve 72 saatlik tedavi gruplarinda 150-200 uM dozlar

arasinda en gii¢lii sitotoksik aktiviteler tespit edilmistir.
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Sekil 4.2. CMT-U27 hiicrelerinde dosetakselin zamana ve doza bagl olarak degisimi.

NK, dosetaksel uygulanmayan negatif kontroldiir. (a) 24 saatlik inkiibasyon (b) 48
saatlik inkiibasyon (c) 72 saatlik inkiibasyon.

*P<0,05; ****P<(0,0001 istatistiksel olarak anlamliligi ifade etmektedir. Veriler
ortalama+SD (n=3) olarak sunulmustur.
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Cizelge 4.2, dosetaksel tedavisi uygulanan CMT-U27 hiicrelerinde XTT canlilik testi
sonucunda elde edilen 1Cso dozlarini gdstermektedir. Uygulanan 24, 48 ve 72 saatlik
tedavi gruplarinin tiglinde de dosetakselin CMT-U27 hiicreleri lizerindeki ICso degerleri

belirlenmistir.

Cizelge 4.2. Dosetakselin XTT testi sonucu elde edilen ICso dozlar

ICso Dozlar1 (uM)
CMT-U27 24sa 48sa 72sa
160,99 116,87 110,99

4.1.3. Valproik Asitin Sitotoksik Etkisi ile Tlgili Bulgular

4.1.3.1. XTT Hiicre Canhlik Testi Bulgular:

CMT-U2T7 hiicreleri lizerinde VPA’nin sitotoksik aktivitesini saptamak amaciyla 1,56 —
100 mM konsantrasyon araliginda VPA hazirlandi. VPA’nin zamana ve doza bagh
olarak CMT-U27 hiicreleri iizerinde sistotoksik etkisi Sekil 4.3’te gosterilmistir. XTT
testi sonuclarinda goriildiigii gibi, 24, 48 ve 72 saatlik tedavi gruplarinda sitotoksik
etkinin doz artigina paralel oldugu gozlenmistir. 24 saatlik tedavi grubunda 50 mM’lik
doza kadar canlilik yiizdesinin benzer oranda azaldigi ancak 50 mM’lik dozdan sonra
keskin bir sekilde diistiigli ve 100 mM’lik dozda yiizde canlilik oraninin sifirlandig:
gbzlenmistir. 48. saatte, VPA’nin bazi dozlarinda negatif kontrole gore yiiksek canlilik
ylizdesi elde edilmistir. Bu, VPA’'nmin doza ve =zamana bagli olarak hiicre
proliferasyonuna degisen oranlarda etki gosterdigi seklinde ifade edilebilir. 72 saatlik
tedavinin ardindan 25 mM’lik dozdan itibaren artan dozlarda canlilik %10’un altina
kadar diismiistiir. Ozellikle, 100 mM’lik VPA dozunun tiim tedavi gruplarinda hiicreleri

oldiirdiigii gozlenmistir.
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Sekil 4.3. Valproik asidin CMT-U27 hiicreleri lizerinde doza ve zaman bagl degisimi.
NK, valproik asit uygulanmayan negatif kontrol grubunu temsil etmektedir. (a) 24
saatlik inkiibasyon (b) 48 saatlik inkiibasyon (¢) 72 saatlik inkiibasyon.

*P<0,05; **P<0,01; ****P<0,0001 istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade etmektedir.
Veriler ortalama+SD (n=3) olarak sunulmustur.
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VPA’nin CMT-U27 hiicreleri iizerinde sitotoksik aktivititesini belirlemek igin
uygulanan XTT testi sonucu elde edilen ICso dozlar1 Cizelge 4.3°te verilmistir. Tedavi

grubunda yer alan 24, 48 ve 72 saatlik siire¢lerin hepsinde 1Cso dozlar1 hesaplanmaistir.

Cizelge 4.3. Valproik asidin XTT testi sonucu elde edilen ICso dozlar

ICs0 Dozlar1 (mM)
CMT-U27 24sa 48sa 72sa
66,69 16,84 11,77

4.1.4. Kombinasyon Analizleri ile lgili Bulgular

Dosetaksel ile VPA’'nin, VPA ile vinkristin siilfatin ve dosetaksel, VPA ve vinkristin
siilfat kombinasyonlarinin CMT-U27 hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri XTT
canlilik testi kullanilarak degerlendirilmistir. Kombinasyon tedavisinde, dosetaksel,
VPA ve vinkristin siilfat i¢cin XTT testi ile belirlenen ICso dozlar1 1:1 oranda diliie
edilerek kombinasyon dozlar1 hazirlanmistir. 24, 48 ve 72 saat olarak belirlenen tedavi
siireci sonras1 kombine etkiler, VPA, dosetaksel ve vinkristin siilfatin bireysel etkisinin

incelendigi sitotoksik etkiler ile kiyaslanmistir.

4.1.4.1. VPA ile Dosetaksel Kombinasyonunun XTT Testi Bulgular:

Dosetaksel ve VPA kombinasyonu uygulamasi, iki kemoterapotik ajanin bireysel
etkilerinin belirlenmesi amaciyla yapilan XTT testi ile hesaplanan ICso dozlar1 olan 110
uM ve 15 mM ile hazirlanmistir. Sekil 4.4’te verildigi gibi kombine etki 24, 48 ve 72
saatlik tedavi siireglerinde takip edilmistir. Negatif kontrol grubuna gore tiim tedavi
gruplarinda canlilik yiizdeleri diisiik bulunmustur. 24. saatte, VPA’ya maruz kalan
CMT-U27 hiicrelerinin yiizde canliligi, dosetaksele ve kombine etkiye tabi tutulmamis
olan negatif kontrol hiicrelere gore olduk¢a diisiiktiir (P<0.01). Bireysel etkileri ile
karsilastirildiginda ilk 24 saatlik tedavide sadece dosetalsel ve kombine grubunun yiizde
canliliginin negatif kontrole gore diisiik oldugu ancak istatistiksel fark olamdigi tespit
edilmistir (P>0.05). Ancak 24 saatin aksine 48 ve 72 saatlik tedavide kombine etki

bireysel etkilere gore diisiiktiir. Ayn1 zamanda her iki zaman diliminde de ikili
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kombinasyonun yiizde canlilik bakimindan etkisinin negatif kontrole kiyasla istatistiksel
olarak anlamli oldugu tespit edilmistir. 48. saate gelindiginde tedavi gruplarinin
canliliklarinin kayda deger Olciide azaldig, tiim gruplarin canliliginin %50°nin altinda
oldugu tespit edilmistir. 72 saatin sonunda meydana gelen kombine etkinin CMT-U27

hiicreleri iizerinde yliksek diizeyde sitotoksik olarak etkili oldugu gozlenmistir.

. *% *
I 1 1
1007 — Negatif kontrol
80+ I Valproik asit 15 mM
% 60— B3 Dosetaxel 110uM
c B3 Valproik asit 15 mM+Dosetaxel 110uM
O 40-
=
20 |'| ﬂ
0 I I I rI
24 sa 48 sa 72 sa

Sekil 4.4. CMT-U27 hiicrelerine uygulanan dosetaksel ve valproik asit
kombinasyonunun 24, 48 ve 72 saat boyunca uygulanmasi sonrast XTT testi ile elde
edilen hiicre canlilig1 verileri. NK, dosetaksel ve valproik asit uygulanmayan kontrol
grubudur. Kruskal-Wallis testi sonuglar1 gosterilmektedir.

*P<0,05; **P<0,01 istatistiksel olarak anlamliligi ifade etmektedir. Veriler
ortalama+SD (n=3) olarak sunulmustur.

4.1.4.2. VPA ile Vinkristin Siilfat Kombinasyonunun XTT Testi Bulgular

VPA ile vinkristin siilfat kombinasyonu, iki bilesenin XTT testi ile belirlenen ICso
dozlart olan, sirasiyla, 15 mM ve 18 nM olacak sekilde hazirlanarak uygulanmigtir.
Sekil 4.5, 24, 48 ve 72 saatlik tedavi siireglerinde kombine etkileri gostermektedir. 24 ve
72. saatlerde vinkristin siilfata karst CMT-U27 hiicrelerinin, negatif kontrol grubuna
gore daha yiiksek yilizde canliliga sahip oldugu gozlemlenmistir. Buna karsin, VPA’nin
negatif kontrol grubuna kiyasla siire¢ ilerledikge yiizde canliligin olduk¢a azaldig:
tedavi grubu oldugu belirlenmistir. VPA’nin etkisi hem 48. saat (P<0.01) hem de 72.
saat (P<0.05) icin negatif kontrole kiyasla istatistiksel olarak anlamlidir. VPA ve
vinkristin siilfat kombinasyonu incelendiginde, ilk 24 saatteki yiizde canlilik VPA’nin
bireysel etkisine gore oldukca yiiksektir. Buna gore, ilk 24 saatte bu kombinasyon
grubunda vinkristin siilfatin VPA'nin etkisini zayiflattig1 soylenebilir. Ancak 48 ve 72.

saatler incelendiginde VPA’nin etkisinin arttigi gozlenmistir. Bunun sebebinin iki
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kemoterap6tik ajanin  interaksiyonundan kaynaklandigi (potansiyel bir erken
antagonistik etki) sOylenebilir Hem VPA’nin bireysel etkisinde hem de igli

kombinasyonda ¢ok net bir doz yanit1 gériilmektedir.

*k *
Negatif kontrol
80 Valproik asit 15 mM
— 60 Vinkristin stlfat 18 nM
E E= Valproik asit 15 mM+Vinkristin sulfat 18 nM
O 404
=
0 I I I
24 sa 48 sa 72 sa

Sekil 4.5. Valproik asit ve vinkristin siilfat kombinasyonu uygulanan CMT-U27
hiicrelerinin 24, 48 ve 72 saat sonras1 XTT testi ile elde edilen hiicre canlilig1 verileri.
NK, sadece besiyeri igeren CMT-U27 hiicreleridir. Kruskal-Wallis testi sonuglari
gosterilmektedir.

*P<0,05; **P<0,01 istatistiksel olarak anlamliligi ifade etmektedir. Veriler
ortalama+SD (n=3) olarak sunulmustur.

4.1.4.3. VPA, Vinkristin Siilfat ve Dosetaksel Kombinasyonunun XTT Testi
Bulgular:

Ilaglarin kombine etkisini arastirmak amaciyla, {i¢lii kombinasyon her bir bilesenin XTT
testi sonucu elde edilen ICso dozu olan VPA 15 mM, vinkristin siilfat 18 nM ve
dosetaksel 110 uM olacak sekilde hazirlanmistir. Bu kombinasyonun sitotoksik
aktivitesi 24, 48 ve 72 saatlik tedavi siireclerinde takip edilmistir. Tedavinin ilk 24
saatinde, vinkristin siilfatin ylizde canliliginin diger bilesenlere gore yliksek oldugu
belirlenmistir. 1lk 24 saat igin yiizde canlilik degerleinde herhangi bir istatistiksel
anlamhilik goézlenmemistir (P>0.05). Baslangigta, ticlii kombinasyon grubundaki
canlilik yilizdesinin, VPA’nin canlilik yiizdesi ile benzer seviyede oldugu gozlenmistir.
Siireg ilerlediginde, 48. saat i¢in iiclii kombinasyonun daha etkili oldugu; 72. saatte ise
ticlii kombinasyon ile VPA'nin yine benzer bir etki gosterdigi goriilmektedir. 48. saat
icin, VPA’nin dosetaksel ile ikili kombinasyonunun (P<0.05) ve {i¢lii kombinasyonun

etkisinin (P<0.01) istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlenmistir (Sekil 4.6).
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Tiim zaman dilimlerinde, vinkristin siilfat negatif kontrole benzer canlilik yiizdeleri
gostermistir. VPA + dosetaksel kombinasyon grubundaki yiizde canlilik, 72. saatte
negatif kontrole gore oldukea diisiiktiir (P<0,01). Bunun sebebi, VPA ile dosetakselin
kombine etkisinin oldukga sitotoksik olmasidir. 72. saatte, ii¢lii kombinasyon grubunun
ylizde canliliginin dosetaksel ile VPA'nin yiizde canliliginin arasinda ve VPA +
vinkristin kombinasyonuna yakin oldugu gozlenmistir. Sadece vinkristin siilfat
uygulamasi disindaki tiim deneysel gruplarin etkisinin zamana bagli olarak ¢ok net bir
sekilde arttig1 goriilmektedir (Sekil 4.6). Sonug olarak, iiclii kombinasyon grubundaki

bilesenlerin farkli siireglerde, degisen oranlarda sinerjistik etki gosterdigi sdylenebilir.

1 *
100+ | 1 I |
80— Negatif kontrol
- 1 Vinkristin slfat 18 nM
= 60+ E3 Dosetaxel 110uM
8 40+ Valproik asit 15 mM+Vinkristin silfat 18 nM
e =3 Valproik asit 15 mM+Dosetaxel 110uM
20+ — Valproik asit 15 mM+Vinkristin sifat
I ﬂ 18nM+Dosetaxel 110uM
0 ] I I
24 sa 48 sa 72sa

Sekil 4.6. Valproik asit, vinkristin siilfat ve dosetaksel {i¢cli kombinasyonu sonucu
CMT-U27 hiicrelerinin 24, 48 ve 72 saat sonrast XTT testi ile elde edilen hiicre canlilig1
verileri. NK, sadece besiyeri igeren CMT-U27 hiicreleridir. Kruskal-Wallis testi
sonuglar1 gosterilmektedir.

*P<0,05; **P<0,01 istatistiksel olarak anlamliligi ifade etmektedir. Veriler
ortalama+SD (n=3) olarak sunulmustur.

4.2. Hiicre Morfolojisi Degisikliklerine Ait Bulgular

Vinkristin siilfatin, dosetakselin, VPA’nin ve kombinasyon gruplarinin CMT-U27
hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saatlik tedavi siiresince neden oldugu morfolojik degisimler
inverted mikroskop kullanilarak (10x) goriintiilenmis ve XTT testi uygulanmadan 6nce
fotograflar1 kaydedilmistir. Sonuclar, negatif kontrol ile karsilagtirllmistir. Vinkrisin
siilfat, dosetaksel ve VPA'nin 24, 48 ve 72. saatte elde edilen sitotoksik aktiviteleri,

fotograflarla da desteklenmistir.
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4.2.1. Vinkristin Siilfattn CMT-U27 Hiicre Morfolojisi Uzerine Etkisi

Vinkristin stilfatin, CMT-U27 hiicreleri lizerine morfolojik etkileri Sekil 4.7°de
verilmistir. Zamana ve doza bagli olarak CMT-U27 hiicrelerinin canliliklarmi biiyiik
oranda kaybettigi, hiicresel yapilarmin yuvarlak ve kii¢iikk hale gelmesinden

anlagilmaktadir.

Dozlar (nM)

Negatif
Kontrol

100

50

25

12,5

6,25

3,12
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Sekil 4.7. Vinkristin siilfatin, kopek meme karsinomu (CMT-U27 hiicre hatt1) hiicreleri
tizerine morfolojik etkileri.
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4.2.2. Dosetakselin CMT-U27 Hiicre Morfolojisi Uzerine Etkisi

Sekil 4.8, dosetakselin CMT-U27 hiicreleri {izerindeki morfolojik etkisini
gostermektedir. Doz miktar1 ve siire¢ arttik¢a hiicrelerde meydana gelen degisiklikler
kaydedilmistir. Dosetakselin doz yiikseldik¢e etkisinin arttigi hiicrelerin membran
biitlinliigliniin bozuldugu goriintiilenen alanlardaki hiicre artiklarindan anlasilmaktadir.
Ozellikle, en yiiksek iki dozu olan 150 puM ve 200 pM’lik konsantrasyonlarda
hiicrelerin adezyon yetenegini kaybettiZi CMT-U27 hiicrelerinin besiyeri i¢inde
ylizdiigli gozlenmistir.

Dozlar (uM)

Negatif Kontrol

Sekil 4.8. Dosetakselin, kopek meme karsinomu (CMT-U27 hiicre hatt1) hiicreleri
tizerine morfolojik etkileri
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Sekil 4.8. Dosetakselin, kopek meme karsinomu (CMT-U27 hiicre hatt1) hiicreleri
tizerine morfolojik etkileri. (devam)

4.2.3. Valproik Asitin CMT-U27 Hiicre Morfolojisi Uzerine Etkisi

CMT-U27 hiicreleri tizerine VPA’nin morfolojik etkisi Sekil 4.9’da yer almaktadir.
Sekil 4.9°dan anlasilacag: iizere, VPA tedavisinin kopek meme karsinomu (CMT-U27
hiicre hatt1) hiicreleri iizerinde doz ve zaman bagimli morfolojik degisikliklere yol actig1
goriilmektedir. Negatif kontrolde, hiicreler diizenli morfolojilerini korurken,
yogunluklar yiiksek ve saglikli bir goriinlimdedir. Artan dozlarda, hiicrelerde kiiciilme,
yuvarlaklagma ve yapiskanligin azalmasi gibi apoptoza 6zgii degisiklikler belirgin hale
gelmigstir. Daha uzun siireli inkiibasyonlarda, morfolojik bozulmalar daha yaygin olup
hiicre Olimiiniin arttig1 izlenmistir. Bu veriler, VPA’nin hiicre morfolojisi {izerindeki
etkilerinin hem konsantrasyon hem de siireye bagli olarak degistigini gostermektedir.
Yiiksek dozlar ve uzun inkiibasyon siireleri, hiicrelerin apoptoza yonlendirildigini ve
proliferasyonlarinin engellendigini disiindiirmektedir. Bu durum, VPA’nin kanser

tedavisinde potansiyel bir terapdtik ajan olarak kullanilabilirligini destekler niteliktedir.
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Dozlar (mM)

Negatif Kontrol

Sekil 4.9. Valproik asitin, kopek meme karsinomu (CMT-U27 hiicre hatt1) hiicreleri
iizerine morfolojik etkileri.
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4.2.4. Kombinasyonlarin CMT-U27 Hiicre Morfolojisi Uzerine Etkisi

Bu caligmada, vinkristin siilfatin, dosetakselin ve VPA’nin bireysel etkileri yaninda
kombine etkilerinin de CMT-U27 hiicreleri Tlizerinde morfolojik etkileri de
arastirilmistir. Bu baglamda, vinkristin siilfat ile VPA, dosetaksel ile VPA ve vinkristin
stilfat, dosetaksel, VPA kombinasyonlar1 hazirlanmistir. Kemoterapotik ajanlarin ICso
dozlarinin bireysel olarak CMT-U27 hiicrelerine etkisi incelendiginde, morfolojik
olarak da 61l ve canli hiicreler gézlenmistir. Kombine etkilerde ise, dosetaksel ve VPA
kombinasyonunun, XTT testi sonucunu destekler nitelikte oldugu belirlenmistir.
Dosetaksel ve VPA kombinasyonunda, hiicrelerin 6liim yilizdesinin fazla oldugu, siire¢
artttkca  hiicre artiklarinin  arttigit  gozlenmistir.  Vinkristin  siilfat ve VPA
kombinasyonunda, @VPA’min  vinkristin  siilfatin  etkisini  baskiladigr  hiicre
morfolojilerindeki farkliliktan anlasilmaktadir. Uglii kombinasyon incelendiginde, iic
tedavi grubunda da canliliklarin biiylik oranda kaybedildigi hiicre morfolojileri ile
belirlenmigtir. 72. saatte canl hiicrelerde dikkate deger degisiklik oldugu belirgindir
(Sekil 4.10).
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Dozlar

Negatif
Kontrol

DOK 110 pM

VPA 15 mM

VNK 18 nM

DOK 110 pM
+ VPA 15 mM

VNK 18 nM +
VPA 15 mM

DOK 110 pM
+ VPA 18 nM
+VPA 15 mM

Sekil 4.10. Valproik asitin (VPA), vinkristin siilfat (VNK) ve dosetaksel (DOK) iiclii
kombinasyonunun  kopek meme karsinomu (CMT-U27 hiicre hatt1) hiicreleri
morfolojisi iizerine etkileri.
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4.3. Floresan Mikroskobunda Hiicre Oliim Modunun Belirlenmesi ile Tlgili

Bulgular

XTT hiicre canlilik testi sonuglarina gore, hiicre 6liim modunun degerlendirilmesi i¢in
floresan mikroskobu ile iicli boyama yontemi (Hoechst 33342, Annexin V ve PI)
uygulanmistir. Vinkristin siilfat, dosetaksel ve VPA’nin bireysel ve kombine etkileri igin
tespit edilen 1Cso dozlar1 ile 16 saat muamele edilen CMT-U27 hiicrelerinin, niikleus

yapilar1 ve membran biitiinliikleri negatif kontrol grubuyla karsilastirilmistir.

Sekil 4.11°de sunuldugu sekilde, CMT-U27 hiicrelerinin negatif kontrol grubunun
yuvarlak niikleus morfolojisine sahip oldugu gézlenmistir. Vinkristin siilfat, dosetaksel,
VPA ve kombinasyonlarinin tedavi ettigit CMT-U27 hiicrelerinde ise, ge¢ apoptotik ve
nekrotik hiicreler ve apoptoza 6zgli morfolojik degisiklikler saptanmistir. Membran
biitiinliiklerini kaybeden hiicreler PI boyasinin hiicre igine girmesi ile boyanir ve
niikleuslar1 kirmizi renkte goriiniir. Bu sebeple, XTT testi ile belirlenen ICso dozlarinin
ozellikle kombine etkilerinin CMT-U27 hiicrelerinde apoptotik/sekonder nekrotik hiicre
O6lim modunun etkin oldugu gozlenmektedir. Bireysel ve kombine etkiler
karsilastirildiginda; vinkristin siilfat ve VPA kombinasyon grubuna kiyasla vinkristin
silfat ve VPA’nin bireysel etkilerinde daha fazla hiicrenin PI boyasiyla boyandig:
gozlenmistir. Bunun aksine, dosetaksel ve VPA kombinasyon grubunun bireysel
etkilerine gore daha fazla hiicrenin PI boyasiyla boyandigi saptanmistir. Uclii
kombinasyon grubuna ait verilerin (Vinkristin siilfat, dosetaksel ve VPA) hem
sitotoksisite sonuglarim1 hem morfolojik degisimleri destekler nitelikte oldugu
belirlenmistir. Ozetle; tiim test bilesiklerinin tedavi sonrasi CMT-U27 hiicrelerinde
gozlenen hiicre 6liim sekli i¢in genel olarak gec apoptotik/nekrotik hiicreler oldugu

anlagilmaktadir.
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Hoechst
Negatif
Kontrol

DOK 110
pM

DOK 110
pM +
VPA 15
mM

Anneksin-V
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Propidyum fyodiir




DOK 110
M +
VPA 15
mM +
VNK 18

nM

Sekil 4.11. Vinkristin siilfat (VNK), dosetaksel (DOK) ve valproik asit (VPA) ile
kombinasyon gruplarinin kopek meme karsinomu (CMT-U27) hiicreleri iizerinde
floresan mikroskobunda ii¢lii boyama, Hoechst 33342 (mavi), Annexin-V-FITC (yesil)
ve PI (kirmizi), goriintiileri. Negatif kontrol, sadece besiyeri igeren CMT-U27
hiicrelerini ifade etmektedir. Biiylitme 200X. (devam)

4.4. Gen Ekspresyonu Analizi ile Ilgili Bulgular

Bu tez galismasinda, VPA, vinkristin siilfat ve dosetaksel ile 18 saat tedavi sonrasi
kopek meme karsinomu (CMT-U27) hiicrelerinde aktive olan 6liim modunun (nekroz,
apoptoz, otofaji) mRNA diizeyinde belirlenmesi i¢in kantitatif gercek zamanli PCR
analizi uygulanmistir. Hiicre 6lim yolaklarinda ¢ok onemli roller oynayan genler
secilerek, bu genlerin ekspresyonlar1 “housekeeping” genler olan GAPDH ve ACTB ile
rOlatif olarak degerlendirilmistir. Bu baglamda, BCL-2, NOXA, Myeloid Hiicre Losemisi
1 (Myeloid Cell Leukemia 1: MCL-1), BAX, BH3 etkilesimli domain 6liim agonisti
(BH3-interacting domain death agonist: BID), PUMA, Ataksi-telenjiektazi Mutasyonu
(Ataxia-Telangiectasia Mutation: ATM), Kaspaz 3 (Caspase 3: CASP3), P53, and P21
genlerinin ekspresyon profilleri degerlendirilmistir. Kantitatif gercek zamanli PCR
uygulamast i¢in izole edilen RNA’larin safliklar1 (260/280) ve miktarlar1 (ng/pul) Cizelge
4.4’te gosterilmektedir.
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Cizelge 4.4. RNA izolasyonu sonucu Nanodrop dl¢iimleri

Test Bilesikleri Konsantrasyon Saflik
(ng/nl) (260/280)*
Negatif Kontrol 2937 2,10
Vinkristin 18 nM 113,7 2,23
Dosetaksel 110 uM 97,0 2,09
Valproik Asit 15 mM 1422 2,08
Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15 mM 109,8 2,11
Dosetaksel 110 uM + Valproik Asit 15 mM 50,6 2,11
Dosetaksel 110 uM + Valproik Asit 15 mM 66,7 2,10

+ Vinkristin 18 nM

*RNA ornekleri igin, Nanodrop 260/280 absorbans orani genellikle 2.0 civarinda
olmalidir. Bu degerin 2.0 civarinda (2.0-2.1) olmas1 durumunda, RNA 6rnegi oldukca
saf kabul edilir. 1.8-2.0 arasi, kabul edilebilir bir saflik araligidir ancak hafif protein
kontaminasyonu olabilir. Bu degerin 1.8’in altinda olmasi, protein veya diger
molekiillerin RNA 6rneginde mevcut oldugunu gosterebilir.

Apoptozis mekanizmalarini baskilayan énemli bir anti-apoptotik gen olan BCL-2’nin
ekspresyonundaki azalma, kanser hiicrelerinin kemoterapiye daha duyarli hale
gelmesine katkida bulunabilir. Sekil 4.12, kdpek meme kanseri hiicre hattinda farkh
tedavi kosullarmin BCL-2 gen ekspresyonunda meydana getirdigi degisimleri
gostermektedir. Yalnizca vinkristin ve VPA uygulanan hiicrelerde, BCL-2 ifadesinde
belirgin bir asag: regiilasyon gozlenmistir. Bu iki ilacin etkisinin birbirinden istatistiksel
olarak farkli olmadigi belirlenmistir. VPA’nin vinkristin ve dosetaksel ile her iki
kombinasyonunda da BCL-2 geni ekspresyonunun yukar: regiilasyon gosterdigi
goriilmiistiir. Ancak, li¢lii kombinasyon (dosetaksel 110 uM+ VPA 15 mM + vinkristin
18 nM) ile tedavi sonrasinda BCL-2 gen ekspresyonun dikkat ¢ekici bir sekilde asagi
regiile oldugu belirlenmistir. Bu durum, ti¢lii kombinasyonun beklendigi sekilde kanser
hiicrelerinde apoptotik yanit1 artirmaya yonelik etkili olabilecegini gostermistir. BCL-2
proteini, anti-apoptotik roliiyle hiicreyi 6liim sinyallerine kars1 direngli hale getirir. Bu
nedenle, BCL-2 seviyesinin kontrol grubuna gore diismesi, kombinasyonun hiicreyi
bircok yonden baskilayarak giiglii bir pro-apoptotik ortam yaratmakta oldugunu ve

hiicreyi hayatta kalma sinyallerinden mahrum birakarak apoptozisi tetikleme yoniinde
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etkili olduguna isaret eder. Burada dikkat g¢ekici bir diger bulgu ise, tek basina
dosetaksel (110 uM) uygulamasinin BCL-2 ekspresyonunu en belirgin sekilde azaltmis
olmasidir (Sekil 4.12). Genel olarak elde edilen bu veriler, vinkristin, dosetaksel ve
VPA’'nin tekli veya {i¢lii kombine kullannminin BCL-2 ekspresyonu iizerinde dikkat
cekici diisiislere yol agtigim1 gstermistir. Ikili kombinasyonlarda (VPA + vinkristin ve
VPA + dosetaksel) goriilen yukar1 regiilasyonun aksine tiglii kombinasyondaki belirgin
asag1 regililasyon, kemoterapi dinamiklerinin ne kadar karmasik olabileceginin giizel bir

ornegidir.

Uclii kombinasyondaki belirgin asag1 regiilasyon, tedavinin hiicre igin ¢ok daha yogun
ve eszamanli bir “Sliim sinyali” olusturmasindan kaynaklaniyor olabilir. Ikili
kombinasyonlarda (VPA + vinkristin ve VPA + dosetaksel), VPA'nin epigenetik etkileri
bazi hiicresel koruma veya adaptasyon mekanizmalarini kismen yukari regiile edip
hiicre 6liim sinyallerine kars1 bir direng gelistirmeye ¢alisiyor olabilir. Ug ajanin birlikte
kullanilmastyla (i¢ farkli mekanizmanin ayni anda devreye girmesi), bu hiicresel
savunma mekanizmalarmin listesinden gelinerek BCL-2"de belirgin bir agag: regiilasyon
saglanmast miimkiin hale gelmis olabilir. Ancak bunun dogrulanabilmesi i¢in farkli

yolaklarin da ele alindig1 daha kapsamli genetik analizlere ihtiya¢ vardir (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Kopek meme karsinomu hiicrelerinde Vinkristin 18 nM; Valproik Asit 15
mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15 mM; Dosetaksel 110 uM; Dosetaksel 110 uM
+ Valproik Asit 15 mM ve li¢lii kombinasyon (Valproik Asit 15 mM + Vinkristin 18 nM
+ Dosetaksel 110 uM) ile tedavi sonrasinda BCL-2 gen ekspresyon profillerindeki
degisim.

*P<0,05; ****P<(0,0001 istatistiksel olarak anlamliligi ifade etmektedir. Veriler
ortalama + SD (n=3) olarak sunulmustur.

Kopek meme karsinomu (CMT-U27) hiicrelerinde, VPA, vinkristin ve dosetaksel ile bu
kemoterapoétiklerin - kombinasyonlarinin  uygulamasinin  NOXA gen ekspresyonu
profillerinde 6nemli degisikler yarattigi ancak bu degisikliklerin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 belirlenmistir (P>0.05). Bu baglamda, yalnizca vinkristin siilfat (18
nM) uygulanan hiicrelerde, NOXA ifadesinde orta diizeyde bir artis gozlenmistir.
Vinkristinin mikrotiibiil dinamiklerini bozarak hiicre i¢i stres yanitini tetiklemesi, pro-
apoptotik genlerden biri olan NOXA nin transkripsiyonunu belirgin bi¢cimde artirabilir.
Buna karsin tek basina VPA uygulanan ikinci kosulda, NOXA ekspresyonu yiiksek
degerlere ulasmistir. Bu sonug, VPA’nin HDAC inhibisyonu sayesinde epigenetik
diizeyde NOXA transkripsiyonunu giicli bigimde indiikleyebildigini ortaya
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koymaktadir. Ugiincii kosulda vinkristin ve VPA’nin birlikte uygulanmasi, tek basina
her iki ajanin yarattigl artiglara kiyasla NOXA ifadesinde gorece daha etkin bir
ylukselmeye neden olmustur. Bu bulgu, vinkristin ve VPA’nin sinerjik etkisini
gostermistir. Dordiinci  kosulda tek basina ve VPA ile birlikte dosetaksel
uygulandiginda, NOXA ekspresyonu sinirli bir yiikselme gostermistir (Sekil 4.13).

Son olarak, {li¢lii kombinasyon (VPA + vinkristin + dosetaksel) ile NOXA ifadesi, yiiksek
diizeyde bir degere ulasmistir. U¢ ajanin ayn1 anda uygulanmasiyla olusan coklu
mekanizmalarin (mikrotiibiil bozuklugu, mikrotiibiil stabilizasyonu ve epigenetik
diizenleme) NOXA ekspresyonuna etki etmesi, tek veya ikili kombinasyonlarda

gbzlenen diizeylerden farkli, karmasik bir etkilesim modelini ortaya ¢ikarmistir.
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g 6+ I B3 Vinkristin 18nM
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= 2 . .

5 =3 Valproik Asit 15mM+Dosetaksel 110uM
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Sekil 4.13. Kopek meme karsinomu hiicrelerinde Vinkristin 18 nM; Valproik Asit 15
mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15 mM; Dosetaksel 110 uM; Dosetaksel 110 uM
+ Valproik Asit 15 mM ve tiglii kombinasyon (Valproik Asit 15 mM + Vinkristin 18 nM
+ Dosetaksel 110 uM) ile tedavi sonrasinda NOXA gen ekspresyon profillerindeki
degisim. Sonuclar negatif kontrol olarak kullanilan hiicrelerdeki ekspresyon
seviyelerine gore normalize edilmistir. Veriler ortalama + SD (n=3) olarak sunulmustur.

MCL-1 geni icin, vinkristin siilfat ve VPA uygulamalarinin ¢ok belirgin bir asagi
regiilasyon (>4 kat) meydana getirdigi goriilmektedir (Sekil 4.14). Vinkristin + VPA
kombinasyonu, her iki ajanin tekli kullanimina kiyasla MCL-1 ifadesinde, gorece daha
disik bir azalma gostermektedir. Benzer sekilde, VPA’nin dosetaksel ile

kombinasyonunun da cok belirgin bir asagi regiilasyona yol agmadigi belirlenmistir.

99



Uclii kombinasyon her ne kadar anlamli bir asag1 regiilasyona neden olsa da (>2,5 kat)

VPA ve vinkristinin tekli uygulamalarindaki etkinin saglanamadig1 goriilmiistiir.

MCL-1
%k % %k
¥k k |
. —
% %k %k
% %k %k |
Kok kK = Vinkristin 18nM
1 Ea Valproik Asit 15mM
—_ B3 Vinkristin 18nM+Valproik Asit 15mM
3k % % *
— 1 B3 Dosetaksel 110uM
*kk kK * =3 Valproik Asit 15mM+Dosetaksel 110uM
0- . |_|' = Valproik Asit 15mM-+Vinkristin 18nM+Dosetaksel 110uM
2 H -

Negatif kontrole oranla katlik degisim

Sekil 4.14. Kopek meme karsinomu hiicrelerinde Vinkristin 18 nM; Valproik Asit 15
mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15 mM; Dosetaksel 110 uM; Dosetaksel 110 uM
+ Valproik Asit 15 mM ve tiglii kombinasyon (Valproik Asit 15 mM + Vinkristin 18 nM
+ Dosetaksel 110 uM) ile tedavi sonrasinda MCL-1 gen ekspresyon profillerindeki
degisim. Sonuclar negatif kontrol (higbir tedavi uygulanmayan) olarak kullanilan
hiicrelerdeki ekspresyon seviyelerine normalize edilmistir.

*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<(0,0001 istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade
etmektedir. Veriler ortalama + SD (n=3) olarak sunulmustur.

Sekil 4.15, kopek meme karsinomu hiicrelerinde vinkristin, VPA ve dosetaksel
uygulamalarinin  BAX geni  ekspresyonuna etkisini  gOstermektedir. BAX
ekspresyonundaki bu degisimler, farkli tedavi kombinasyonlarinin hiicresel yanitlarda
ne kadar karmasik etkilesimlere yol acabilecegini gostermektedir. Sadece vinkristin
silfat ve dosetaksel uygulamalarimin BAX geninde anlamli diizeyde bir yukar

regiilasyon (>2 kat) meydana getirdigi goriilmektedir (Sekil 4.15). Ancak tek basina
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VPA uygulamasi bu etkiyi yaratmamistir. BAX geninin hiicrede pro-apoptotik bir rol
oynadig1 ve Ozellikle kanser hiicrelerinin tedaviye yanitinda yukari regiile olmasinin,
apoptozun tetiklenmesi agisindan onemli bir gosterge oldugu disiiniildiigiinde, en
belirgin ve istenen etkinin VPA + dosetaksel kombinasyonunda oldugu belirlenmistir.
Bu kombinasyonun, BAX geni ekpsresyonunu 4 kattan fazla yukari regiile ettigi
goriilmektedir. Sasirtict sekilde, bu kombinasyona vinkristinin dahil edilmesinin bu
gende asag1 regililasyona yol actigi belirlenmistir. Bu bulgular, BAX ekspresyonunun
“tek ilag” gruplarinda farkli derecelerde artis veya azalig gosterebildigini, ancak
kombine tedavilerde her zaman “beklenen” sinerjik veya katlanmis bir etkiyi

yansitmayabilecegini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.15. Kopek meme karsinomu hiicrelerinde Vinkristin 18 nM; Valproik Asit 15
mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15 mM; Dosetaksel 110 uM; Dosetaksel 110 uM
+ Valproik Asit 15 mM ve ii¢lii kombinasyon (Valproik Asit 15 mM + Vinkristin 18 nM
+ Dosetaksel 110 pM) ile tedavi sonrasinda BAX gen ekspresyon profillerindeki
degisim. Sonuclar negatif kontrol (higbir tedavi uygulanmayan) olarak kullanilan
hiicrelerdeki ekspresyon seviyelerine normalize edilmistir.

*4P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001 istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade etmektedir.
Veriler ortalama + SD (n=3) olarak sunulmustur.

101



Calismada uygulanan kemoterapotiklerin BID gen ekspresyon profillerine etkisinin
istatistiksel olarak degerlendirilmesi Sekil 4.16’da sunulmustur. Caligmadaki tiim
kosullar BID genini yukari regiile etmistir. Tek basina vinkristin siilfat belirgin diizeyde
bir etki gostermezken, yalnizca VPA ve dosetaksel kismen daha yiiksek bir ekspresyon
(>2,5 kat) diizeyine neden olmustur. Vinkristin + VPA’nin birlikte uygulandigir kosul
yine orta seviyede bir yiikselme saglamistir. En carpici sonug ise, VPA ve dosetakselin
kombinasyonu olup, bu kosulda en yiiksek deger (>5,8 kat) elde edilmistir. Buna karsin
iclii kombinasyon (VPA + vinkristin siilfat + dosetaksel), beklentinin aksine sinerjik
zirve diizeyini yakalayamamakta; bu durum, ¢oklu ajanlarin hiicrede tetikledigi olasi
diren¢ veya telafi mekanizmalarinin devreye girerek genel etkiyi sinirlandirdiginm
diistindiirmektedir. Meme kanseri de dahil olmak iizere birgok kanser tiiriinde, pro-
apoptotik bir gen olan BID eskpresyonunun yukari regiile olmasinin tedavi agisindan
olumlu bir isaret olarak kabul edildigi géz 6niine alinirsa, burada en etkili uygulamanin

VPA + dosetaksel kombinasyonu oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.16. Kopek meme karsinomu hiicrelerinde Vinkristin 18 nM; Valproik Asit 15
mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15 mM; Dosetaksel 110 uM; Dosetaksel 110 uM
+ Valproik Asit 15 mM ve ii¢lii kombinasyon (Valproik Asit 15 mM + Vinkristin 18 nM
+ Dosetaksel 110 uM) ile tedavi sonrasinda BID gen ekspresyon profillerindeki
degisim. Sonuglar negatif kontrol olarak kullanilan hiicrelerdeki ekspresyon
seviyelerine normalize edilmistir.

Negatif kontrole oranla kathk degigim
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*P<0,05; ***P<0,001; ****P<(0,0001 istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade etmektedir.
Veriler ortalama = SD (n=3) olarak sunulmustur.

PUMA geni ekspresyon verileri incelendiginde, ¢ok belirgin bir sonu¢ oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.17). VPA + dosetaksel kobinasyonunun bu geni dikkat ¢ekici bir
sekilde yukar regiile ettigi belirlenmistir (~4 kat). Diger tiim kosullarda ise PUMA gen
ekspresyonu 2 kat degisikligin altinda kalmistir. VPA + dosetaksel kombinasyonunun
diger tiim kosullardan farkli oldugu istatistiksel analizlerde de dogrulanmistir (P<0,01,

P<0,001).
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Sekil 4.17. Kopek meme karsinomu hiicrelerinde Vinkristin 18 nM; Valproik Asit 15
mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15 mM; Dosetaksel 110 uM; Dosetaksel 110 uM
+ Valproik Asit 15 mM ve ii¢lii kombinasyon (Valproik Asit 15 mM + Vinkristin 18 nM
+ Dosetaksel 110 uM) ile tedavi sonrasinda PUMA gen ekspresyon profillerindeki
degisim. Sonuglar negatif kontrol (hi¢bir tedavi uygulanmayan) olarak kullanilan
hiicrelerdeki ekspresyon seviyelerine normalize edilmistir.

*P<0,01; ***P<0,001 istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade etmektedir. Veriler ortalama
+ SD (n=3) olarak sunulmustur.

Bu tez ¢alismasinda yer alan tiim kosullar, kontrole gére ATM geni ekspresyonunu farkl
oranlarda yukari regiile etmistir (Sekil 4.18). Daha 6nemlisi, VPA’'nin hem vinkristin
stilfat hem de dosetaksel ile ikili kombinasyonlar1 belirgin bir sekilde (>4,7 kat) ATM

genini aktive etmistir. Ancak {i¢lii kombinasyonda benzer etki tespit edilememistir.
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Sekil 4.18. Kopek meme karsinomu hiicrelerinde Vinkristin 18 nM; Valproik Asit 15
mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15 mM; Dosetaksel 110 uM; Dosetaksel 110 uM
+ Valproik Asit 15 mM ve tiglii kombinasyon (Valproik Asit 15 mM + Vinkristin 18 nM
+ Dosetaksel 110 pM) ile tedavi sonrasinda ATM gen ekspresyon profillerindeki
degisim. Sonuglar negatif kontrol (hi¢bir tedavi uygulanmayan) olarak kullanilan
hiicrelerdeki ekspresyon seviyelerine normalize edilmistir.

*#%P<0,001 istatistiksel olarak anlamliligi ifade etmektedir. Veriler ortalama + SD
(n=3) olarak sunulmustur.

Sekil 4.19°da de agikca goriildiigii iizere, VPA + dosetaksel kombinasyonu net bir
CASP3 gen aktivasyonu (~5,50 kat) gerceklestirmistir. Her ne kadar VPA’nin hem tek
basina, hem de vinkristin siilfat ile kullanimi olduk¢a anlamli bir CASP3 yukari
regiilasyonuna neden olsa da VPA’nin dosetaksel ile kullanimindaki yanit oldukca

dikkat ¢ekicidir.
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Sekil 4.19. Kopek meme karsinomu hiicrelerinde Vinkristin 18 nM; Valproik Asit 15
mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15 mM; Dosetaksel 110 uM; Dosetaksel 110 uM
+ Valproik Asit 15 mM ve tiglii kombinasyon (Valproik Asit 15 mM + Vinkristin 18 nM
+ Dosetaksel 110 pM) ile tedavi sonrasinda CASP3 gen ekspresyon profillerindeki
degisim. Sonuclar negatif kontrol (higbir tedavi uygulanmayan) olarak kullanilan
hiicrelerdeki ekspresyon seviyelerine normalize edilmistir.

*P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001 istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade etmektedir.
Veriler ortalama + SD (n=3) olarak sunulmustur.

Bu calismada, ¢ok onemli bir tiimor baskilayic1 gen olan P53’e ait ekspresyon profili
CASP3 genindekine benzer bir kalip sergilemistir (Sekil 4.20). Tiim deneysel kosullarin
P53 geninde yukari regiilasyona yol agtig1 goriilmektedir. Ancak VPA + dosetaksel
kombinasyonu, P53 gen ekspresyonunu negatif kontrole oranla yaklasik 6,5 kat
artirmistir.  Uclii kominasyonun da bu geni yaklasik 2 kat yukari regiile ettigi
belirlenmigtir. Ancak, VPA’nin dosetaksel ile kombinasyonunun diger tedavi
kosullarindan istatistiksel olarak dikkat ¢ekici diizeyde anlamli farklililar gosterdigi

belirlenmistir (P<0,001; P<0,0001).
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Sekil 4.20. Kopek meme karsinomu hiicrelerinde Vinkristin 18 nM; Valproik Asit 15
mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15 mM; Dosetaksel 110 uM; Dosetaksel 110 uM
+ Valproik Asit 15 mM ve iiglii kombinasyon (Valproik Asit 15 mM + Vinkristin 18 nM
+ Dosetaksel 110 uM) ile tedavi sonrasinda P53 gen ekspresyon profillerindeki degisim.
Sonuglar negatif kontrol (hi¢bir tedavi uygulanmayan) olarak kullanilan hiicrelerdeki
ekspresyon seviyelerine normalize edilmistir.

*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001 istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade
etmektedir. Veriler ortalama + SD (n=3) olarak sunulmustur.

Bu calismada P2/ geninde P53’e benzer ancak daha belirgin bir gen ekspreyon profili
gozlenmistir (Sekil 4.21). VPA ve dosetakselin kombinasyon seklinde uygulanmasiyla
negatif kontrole rolatif olarak yaklasik 8 kat yukar: regiilasyon goriilmesi dikkat ¢ekici

bir sonugtur. Diger kosullar ile karsilastirildiginda, bu kombinasyonun yiiksek diizeyde

bir istatistiksel anlamlilik gostererek farklilik yarattigi belirlenmistir (P<0,0001).
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Sekil 4.21. Kopek meme karsinomu hiicrelerinde Vinkristin 18 nM; Valproik Asit 15
mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15 mM; Dosetaksel 110 uM; Dosetaksel 110 uM
+ Valproik Asit 15 mM ve ti¢lii kombinasyon (Valproik Asit 15 mM + Vinkristin 18 nM
+ Dosetaksel 110 uM) ile tedavi sonrasinda P2/ gen ekspresyon profillerindeki degigim.
Sonuglar negatif kontrol (hi¢bir tedavi uygulanmayan) olarak kullanilan hiicrelerdeki
ekspresyon seviyelerine normalize edilmistir.

*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001 istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade
etmektedir. Veriler ortalama + SD (n=3) olarak sunulmustur.

Meme kanseri hiicrelerinde, apoptozis orani ve kemoterapiye alman yanitlarla
iliskilendirilen BAX/BCL-2 oraninin degerlendirilmesi 6nemlidir. Bu baglamda, yiiksek
BAX/BCL-2 oran1 daha yiiksek apoptozis ve daha iyi tedavi yanitlar1 demektir.
BAX/BCL-2 ekseninde en yiiksek rolatif degerin (>3 kat) VPA ve dosetaksel
kombinasyonunda elde edildigi tespit edilmistir (P<0,0001). Benzer sekilde, VPA ve
vinkristin siilfat kombinasyonu da yiiksek bir oran sergileyerek dikkat ¢ekmistir (Sekil
4.22).
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Sekil 4.22. Kopek meme karsinomu hiicrelerinde Vinkristin 18 nM; Valproik Asit 15
mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15 mM; Dosetaksel 110 uM; Dosetaksel 110 uM
+ Valproik Asit 15 mM ve iiclii kombinasyon (Valproik Asit 15 mM + Vinkristin 18 nM
+ Dosetaksel 110 pM) ile tedavi sonrasinda BAX/BCL-2 ekseninin rolatif olarak
degerlendirilmesi.

*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<(0,0001 istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade
etmektedir. Veriler ortalama + SD (n=3) olarak sunulmustur.

VPA ve dosetaksel kombinasyonunun, kopek meme karsinomu hiicrelerinde gii¢lii bir
sinerjik etki gosterdigi ve ozellikle P53, P21, CASP3, ATM, PUMA, BID ve BAX gibi
timor baskilayici genlerde belirgin bir yukari regiilasyona neden oldugu tespit
edilmistir. Bu durum, hiicrelerin apoptoza yonlendirilmesinde énemli bir rol oynayan bu
genlerin, VPA ve dosetakselin birlikte kullanimiyla aktivasyonunun arttigini
gostermektedir. Bununla birlikte, bu kombinasyonun etkinligi, hiicrelerin apoptoza kars1
diren¢ mekanizmalarim1 destekleyen BCL-2 ve MCL-1 gibi anti-apoptotik genlerde
gozlenen anlamli negatif regiilasyonla da giiclendirilmistir. Bu negatif regiilasyon,
tiimor hiicrelerinin hayatta kalma sinyallerinin baskilandigin1 ve bu sayede apoptozun

daha etkin bir sekilde tetiklendigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.23 incelendiginde, VPA + dosetaksel kombinasyonun gen ekspresyonlarina ait
1s1 haritas1 grafigindeki 0Ozgiin desen agikca goriilmektedir. Bu kombinasyonun
apoptozisin indiiklenebilmesi i¢in pro-apoptotik genlerdeki aktivasyon; buna karsin
anti-apoptotik sistemlerdeki fonksiyon kaybi yoluyla etki gosterebilecegine isaret
etmektedir. VPA, HDAC:i olarak histon asetilasyonunu artirarak kromatin yapisint daha
erisilebilir hale getirmekte ve bu durum tiimor baskilayici genlerin ekspresyonunu
tesvik etmektedir. Ote yandan, dosetaksel, mikrotiibiil stabilizasyonu yoluyla hiicre
dongiisiinde mitotik duraklama olusturarak apoptozu indiiklemektedir. Bu iki farkli
mekanizmanin birlesimi, hem genetik hem de epigenetik seviyelerde sinerjik bir etki
yaratarak hiicrelerin Oliimiine yol agmaktadir. Bu sonuglar, VPA ve dosetaksel
kombinasyonunun, kdpek meme karsinomlarinin tedavisinde umut verici bir yaklasim

olabilecegini gostermektedir.
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Sekil 4.23. Kopek meme karsinomu hiicrelerinde, Vinkristin 18 nM; Valproik Asit 15
mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15 mM; Dosetaksel 110 uM; Dosetaksel 110 uM
+ Valproik Asit 15 mM ve ii¢lii kombinasyon (Valproik Asit 15 mM + Vinkristin 18 nM
+ Dosetaksel 110 uM) ile tedavi sonrasinda gen ekspresyon profillerindeki degisime ait
1s1 haritast grafigi (heatmap). Sonuglar negatif kontrol (higbir tedavi uygulanmayan)
olarak kullanilan hiicrelerdeki ekspresyon seviyelerine normalize edilmistir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Meme kanseri, giiniimiizde insanlarda oldugu gibi diger bir¢ok tiirde de en yaygin
goriilen oldiriicli hastaliklardan birisidir. Tiim diinyada yaygin olarak yetistirilen bir
evcil hayvan tiirii olan kdpekte de insanlarda oldugu gibi hayati tehlikeye sokan en
yaygin ve dnemli hastaliklarin baginda kanser gelmektedir. Belirli bir yasin tlizerindeki
disi kopeklerde olduk¢a sik gozlenen meme kanserine iliskin klinik calismalar
literatiirde olmasina ragmen; molekiiler diizeydeki ¢alismalar oldukca kisithidir. Buna ek
olarak, kopek meme kanserinde, VPA’nin yaygin olarak kullanilan kemoterapétik ilaglar

tizerine molekiiler diizeyde etkileri hakkinda mevcut bilgi tamamen yetersizdir.

HDAC  lerin, kopek kanser hiicre hatlarindan elde edilen hiicrelerde histon
asetilasyonunu artirdigi, hiicre proliferasyonunu azalttig1 ve apoptozu indiikledigine dair
in vitro kanitlar bulunmaktadir. Bu etkilerin, insan kanser hiicre hatlarinda gézlemlenen
etkilerle benzer oldugu goriilmiistiir (Kisseberth vd., 2008). Kopeklerde VPA’nin
etkinligiyle ilgili mevcut literatiirde bildirilen son derece sinirli in vivo calismalarda,
osteosarkom {izerine odaklanilmistir. Bu c¢alismalarda VPA’nin oldukga iyi tolere
edildigi ve serum VPA konsantrasyonlarinin artan dozlarla birlikte lineer olarak artig
gosterdigi gozlenmistir (Wittenburg vd., 2010). Kopeklerde VPA’nin kemoterapotiklerle
olan potansiyel sinerjist etkisinden de bahsedilmistir. Ornegin, VPA'nin, kdpek
osteosarkomunu, insandaki caligmalar1 destekler nitelikte, doksorubisine karsi daha
duyarl hale getirdigi belirlenmistir (Wittenburg vd., 2011). Bu sonuglar, mevcut kopek
osteosarkom tedavi protokollerine HDACi’lerin eklenmesinin potansiyel faydasim ve
insan ile kopek osteosarkomunun VPA’ya verdigi yanittaki benzerlikleri ortaya
koymaktadir (Wittenburg vd., 2011; Wittenburg vd., 2010). Bu sinirli sayidaki ¢aligma,
aslinda VPA’nin meme kanseri i¢in de olduk¢a mantikli bir secenek olduguna dair
ipuclart sunmakla birlikte, bildigimiz kadariyla, kopek meme kanserlerinde VPA’nin
direkt etkisi ya da kemoterapétikler ile kombinasyonlarinin incelendigi herhangi bir in

vitro ya da in vivo ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu calismada, kopek meme karsinomu hiicrelerinde (CMT-U27 hiicre hatt1), VPA ve

yaygin olarak kullanilan kemoterapétik ilaglar olan vinkristin siilfat ve dosetakselin
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VPA ile kombinasyonlarmin terapdtik etkinligi, molekiiler yontemler yardimiyla
incelenmistir. Bu yoniiyle, bu ¢alisma, klinik uygulamalarda kullanilabilecek yenilik¢i
molekiiler destekli tedavilere in vitro diizeyde veri saglayacak ve ayni zamanda
kopeklerde kanser tedavisinde HDACi molekiillerin potansiyel etkilerinin
degerlendirilmesi ile klinik tedavi siireci ve prognoza da olumlu katkilar yapacaktir.
Kanser biyolojisi, genomik, epigenetik, sistem biyolojisi, evrim ve immiinoloji gibi
farkl1 alanlar1 i¢inde barindiran oldukga karmasik bir konudur. Bu kapsamli bir ¢erceve,
kanser anlayisimizi gelistirmekle kalmayip bu hastaligin ¢ok yonlii dogasini
degerlendirmemizde 6nemli faydalar saglamistir (Maley vd., 2017; Prokop, 2021).
Kanser arastirmalarinin manzarasi, teknolojik ilerlemeler ve timor olusumunun altinda
yatan biyolojik siire¢lerin daha derin bir anlayisiyla hizla evrilmektedir. Molekiiler
genetik ve epigenetik regiilasyon perspektiflerini benimseyerek ve kanserin evrimsel
dinamiklerini dikkate alarak yapilan ¢aligmalar korunma, tan1 ve tedavi i¢in daha etkili
stratejilerin gelistirilebilmesine olanak saglar (Du ve Elemento, 2015; Siegel vd., 2018;

Varmus, 2017).

Kopek meme kanserlerinde, HDAC: etkinligi ve kemoterapétiklerle kombinasyonlarina
ait oldukg¢a az bilimsel verinin olmasindan hareketle, bu ¢alismada, VPA, vinkristin
silfat ve dosetakselin kopek meme karsinomu (CMT-U27) hiicreleri iizerindeki
etkilerini anlamaya yo6nelik kapsamli bir degerlendirme yapilmistir. Bu ajanlarin tekli ve
kombinasyon halinde uygulanmasinin hiicre canlili1 tlizerindeki sitotoksik etkilerini
belirlemek, hiicre morfolojisindeki degisiklikleri incelemek, ii¢lii boyama yontemi ile
floresan mikroskobik analizler kullanarak apoptoz ve nekroz siireglerini degerlendirmek
ve gercek zamanli PCR ile apoptotik mekanizmalarda rol oynayan anti-apoptotik ve
pro-apoptotik genlerin ekspresyon profillerini analiz etmek amaglanmistir. Bu kapsamli
yaklagim, kopek meme kanseri hiicrelerinde apoptotik yanitlarin  molekiiler
mekanizmalarini daha iyi anlamay1 ve bu ajanlarin kanser tedavisindeki potansiyelini

ortaya koymay1 hedeflemektedir.
Hiicre morfolojilerinin degerlendirilmesi, kanser tedavisinde uygulanan ilaglarin

etkinligini anlamak i¢in Onemli bir aragtir. Kanser hiicreleri, tedaviye maruz

kaldiklarinda karakteristik morfolojik degisiklikler sergiler. Apoptozun bir gdstergesi
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olarak hiicrelerde c¢ekirdek yogunlasmasi, pargalanma ve hacim kiigiilmesi gibi
degisiklikler gozlenebilir. Ayrica, sitoplazmik yapinin bozulmasi ve hiicre zarinin
yuvarlaklasmasi gibi durumlar, hiicrelerin apoptoza yonlendirildigini isaret eder (Chen
ve Wang, 2002; Opferman, 2008). Bu degisiklikler, tedavi edilen hiicrelerin 6liim
mekanizmasint ortaya koyarak ilacin etkinligi hakkinda bilgi verir. Apoptozis,
programlanmis hiicre 6liimi olarak bilindiginden, ilaglarin bu siireci tetikleme yetenegi,
kanser tedavisindeki basarilar1 i¢in 6nemli bir gostergedir. Apoptoza ek olarak, nekroz
gibi diger hiicre 6liimii tiirlerine 6zgii morfolojik degisikliklerin tespiti, ilacin sitotoksik
etkilerinin daha kapsamli bir sekilde degerlendirilmesini saglar. Hiicre morfolojisi,
yalnizca ilacin etkinligini degil, ayn1 zamanda tedaviye hiicrelerin nasil tepki verdigini
ve yanitin hangi yollarla gergeklestigini anlamak icin de dnemlidir. Bu bilgiler, kanser
tedavisine yonelik stratejilerin optimize edilmesine yardimci olur (Chen ve Wang, 2002;

Goldar vd., 2015; Hassen vd., 2012; Ulukaya vd., 2011).

Bu baglamda, bu tez calismasindaki tedaviler ve kombinasyonlar hiicre morfolojisi
acisindan kapsamli bir sekilde degerlendirilmis ve karsilagtirilmistir. Bulgular, kopek
meme karsinomu hiicrelerinde degerli sonucglara ulasilmasimna yardimci olacaktr.
Vinkristin siilfatin kopek meme karsinomu hiicre hattt (CMT-U27) {izerindeki
morfolojik etkilerinin doz (1,56-100 nM) ve zaman (24, 48, 72 saat) bazinda
degerlendirildiginde, negatif kontrol grubunda hiicreler diizenli morfolojilerini
korurken, artan dozlarda ve siirelerde hiicrelerde belirgin apoptoz belirtileri
gbzlenmistir. Diistik dozlarda (1,56—6,25 nM) minimal degisiklikler goriiliirken, 25 nM
ve lizeri dozlarda hiicrelerde yogunlasma, kiigiilme ve yapiskanlik kaybi gibi apoptotik
degisiklikler meydana gelmistir. 72 saat sonunda yiiksek dozlarda (50-100 nM),
hiicrelerde yaygin ¢ekirdek yogunlagmasi ve sitoplazmik bozulma izlenmistir. Bu
sonuglar, vinkristin siilfatin, insanlarda yapilan ¢alismalarda oldugu gibi (Zeng vd.,
2017; Zeng vd., 2015), CMT-U27 hiicrelerinde de apoptozisi indiikledigini ve doz ile

zamana bagl etkili bir sitotoksik ajan oldugunu gostermektedir.
Diistik dozlarda (25-50 uM) dosetaksel uygulanmasinin ardindan, hiicrelerde ilk 24 saat

icinde belirgin bir degisiklik gdzlenmemistir. Bununla birlikte, 48 saat ve sonrasinda

bazi hiicrelerde hafif yogunlagsma ve yuvarlaklagsma gibi apoptoz belirtileri goriilmeye
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baslanmistir. Bu durum, diisiik dozlarda dosetakselin etkisinin zamanla ortaya ¢iktigini
ve hiicre oliimiinii yavas bir sekilde tetikledigini gostermektedir. 75-125 puM arasi
dozlarda, apoptoza 0Ozgii degisiklikler daha belirgin hale gelmistir. Hiicrelerin bir
kisminda ¢ekirdek yogunlasmasi, sitoplazmik kiiciilme ve yapiskanligin kaybolmasi
gibi morfolojik bozulmalar goézlenmistir. Bu etkiler, ozellikle 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon siirelerinde daha belirgin hale gelmis ve hiicre yogunlugunda kayda deger
bir azalma olmustur. 150200 uM dozlarda ise, dosetakselin etkileri hizli ve yogun bir
sekilde kendini gostermistir. Ilk 24 saatten itibaren hiicrelerde yaygin ¢ekirdek
pargalanmasi ve sitoplazmik bozulma gorilmistiir. 48 ve 72 saatlik siirelerde ise
hiicrelerin ¢cogunun apoptoz ve nekroz belirtileri sergiledigi dikkat ¢ekmistir. Bu doz
araliginda, hiicre 6liim siireci cok daha hizli ilerlemistir. Ozetle, dosetakselin etkisi hem
doza hem de siireye bagli olarak degismistir. Diisiik dozlarda hiicre Oliimiiniin
baslangict daha yavas ve kademeli iken, yiiksek dozlarda bu siire¢ hizlanmis ve yaygin
hale gelmistir. Bu sonuglar, dosetakselin apoptotik mekanizmalar yoluyla kanser
hiicrelerini etkili bir sekilde yok edebildigini ve tedavi stratejilerinde potansiyel bir ajan

oldugunu gostermektedir.

VPA i¢in, diisiik dozlarda (1,56-6,25 mM) ilk 24 saat igerisinde hiicre morfolojisinde
belirgin bir degisiklik gozlenmemistir. Ancak, inkiibasyon siliresi 48 ve 72 saate
uzadik¢a bazi hiicrelerde hafif kiiglilme ve yuvarlaklasma gibi apoptoza 0Ozgii
degisiklikler goriilmeye baslanmistir. Bu, VPA’nin diisiik konsantrasyonlarda zamanla
etkili olmaya bagladigin1 gostermektedir. Orta dozlarda (12,5-25 mM) 24 saatlik tedavi
siiresi sonunda hiicrelerde hafif morfolojik degisiklikler fark edilmistir. 48 ve 72 saatlik
stirelerde bu degisiklikler belirginlesmis, hiicre yogunlugunda azalma, yuvarlaklagsma ve
yapiskanligin kaybolmasi gibi apoptoz belirtileri artmistir. Bu, VPA’nin orta dozlarda
hiicre 6liimiinii daha etkili bir sekilde baslattigin1 gostermektedir. Yiiksek dozlarda (50—
100 mM), 24 saat icerisinde hiicrelerde yaygin sitoplazmik kiiciilme ve cekirdek
yogunlagmas: gibi apoptotik degisiklikler izlenmistir. 48 ve 72 saatlik inkiibasyon
stirelerinde ise hiicrelerin biiylik bir kism1 apoptoz belirtileri gdstermis, bazi hiicreler
nekroza yonelmistir. Bu durum, yiiksek dozlarda VPA’nin daha hizli ve yogun bir etki
yarattigini ortaya koymaktadir. Genel olarak, VPA’nin doz ve zaman bagimli bir sekilde

hiicre morfolojisi iizerinde gii¢lii apoptotik etkiler olusturdugu gorilmistiir.
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Hiicrelerdeki ¢ekirdek kiiciilmesi, yuvarlaklagsma ve yapigkanligin kaybolmasi, VPA’nin
kanser hiicrelerini apoptoza yonlendirdigini desteklemektedir. Bu bulgular, VPA’nin tek
basina veya diger kemoterapotik ajanlarla kombinasyon halinde terapotik potansiyelini

arastirmak icin onemli bir temel sunmaktadir.

VPA’nin, dosetaksel ve vinkristin siilfat ile ikili ve {iglii kombinasyonlarinin hiicrelerde
doz ve siireye bagli olarak apoptotik degisiklikler gozlenmistir. ikili ve iiglii
kombinasyon gruplarinda hiicrelerde yogun apoptoz belirtileri, ¢ekirdek yogunlasmasi
ve yapiskanligi kaybi gibi morfolojik bozulmalar artmistir. Ozellikle VPA + dosetaksel
kombinasyonu ve tii¢lii kombinasyon grubunda hiicre oliimiiniin maksimum diizeye
ulastig1 ve kombinasyonlarin sinerjik bir etki yarattig1 anlagilmaktadir. Bu bulgular, bu

ajanlarin birlikte kullaniminin tedavi etkinligini artirabilecegini gostermektedir.

Bu c¢alismada, hiicre morfolojisindeki elde edilen veriler, sitotoksisite sonuglartyla
ortiisiir niteliktedir. Oncelikle, vinkristin siilfat tedavisinin CMT-U27 k&pek meme
karsinomu hiicrelerinin canlilig1 tizerindeki etkisini, XTT testi sonuglarina dayanarak
doz ve zamana bagl bir sekilde gosterilmistir. Negatif kontrol grubunda hiicre canlilig
yuksek seviyelerde korunurken, artan dozlarda ve inkiibasyon siiresi uzadikca hiicre
canliliginda belirgin bir azalma gozlenmistir. Bu azalma, vinkristin siilfatin hiicre
proliferasyonunu baskiladig1 ve apoptoz veya nekroz gibi hiicre 6liim mekanizmalarin
tetikledigini isaret etmektedir. Sonuglar, vinkristin siilfatin koépek meme kanser
hiicrelerine kars1 da giiclii bir sitotoksik etkiye sahip oldugunu ve bu etkinin hem doz
hem de zamana bagimli olarak arttigim1 gostermektedir. Benzer sekilde, dosetaksel
uygulamas1 ile artan dozlarda ve uzun inkiibasyon siirelerinde hiicre canliliginda
belirgin bir diisiis kaydedilmistir. Bu durum, dosetakselin kanser hiicreleri iizerinde
giiclii bir sitotoksik etki gosterdigini ve apoptoz mekanizmalarini tetikledigini
diisiindiirmektedir. Bulgular, dosetakselin yalnizca hiicre 6liimiinii artirmakla kalmayip,
ayn1 zamanda tedaviye bagli olarak kanser hiicrelerinin proliferasyon kapasitesini ciddi
sekilde smnirladigin1  gostermektedir.  Dosetaksel, mikrotiibiil stabilizasyonunu
saglayarak hiicre boliinmesini durduran ve apoptozu tetikleyen bir kemoterapotik
ajandir. Ozellikle birgok solid tiimoriin tedavisinde etkilidir. Dosetaksel, hiicre

dongiisiinii G2/M fazinda durdurarak kanser hiicrelerinin proliferasyonunu engeller ve
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apoptoz mekanizmalarini aktif hale getirir (Crown vd., 2004). Bu tez ¢alismasindan elde
edilen bulgular da bu bilgileri dogrulayan ve bu ajanin aym1 zamanda kdpek meme

karsinomu i¢in de oldukga etkili olabilecegini gosteren bir potansiyele isaret etmistir.

VPA i¢in elde edilen veriler odukea orjinal ve dikkat ¢ekicidir. Negatif kontrol grubunda
hiicre canliligr yiiksek seviyede korunurken, VPA i¢in artan dozlarinda ve uzayan
inkiibasyon siirelerinde canlilikta belirgin bir diisiis kaydedilmistir. Bu durum, bu ajanin
hiicre 6liimiinii tesvik eden etkili bir HDACi oldugunu ve kanser hiicrelerinde apoptoz
gibi 6liim yollarmi etkin bir sekilde aktif hale getirebildigini gostermektedir. Kullanilan
dozlarin hizli ve belirgin sitotoksik etki yarattigi, tedavinin etkinligini ortaya
koymaktadir. Literatiirde, kopek meme karsinomlari i¢in yeterli bilginin bulunmadigi
g6z Oniine alindiginda elde edilen bu verilerin olduk¢a degerli oldugu diisiiniilmektedir.
VPA’nin, kdpek meme kanseri hiicrelerinde 6liim yollarini aktif hale getirerek dnemli
bir sitotoksisite yaratmasi, hem veteriner onkolojisi hem de translasyonel kanser
arastirmalart i¢cin 6nemli bir bulgu sunmaktadir. Elde edilen sonuglar, dosetaksel ve VPA
kombinasyonunun, tek basina uygulamalara gore hiicre canliligin1 daha etkili bir sekilde
azalttigin1 gostermistir. 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda hafif etkiler gézlenirken,
48 ve 72 saatlik siirelerde hiicre 6lim oraninda belirgin bir artis kaydedilmistir. Bu
durum, dosetakselin mikrotiibiil stabilizasyonu yoluyla hiicre dongiisiinii bloke etmesi
ve VPA’nin epigenetik diizenleyici Ozellikleriyle apoptotik genlerin ekspresyonunu
artirmasi ile agiklanabilir. Vinkristin siilfat ve VPA kombinasyonu da hiicre canliligini
azaltmada etkili bulunmustur. Ozellikle diisiik dozlarda ve erken siirelerde bile hiicre
canliliginda diisiis gézlenmis, bu da vinkristin siilfatin mikrotiibiil dinamigini bozarak
apoptozu tesvik eden etkisi (Setthawongsin vd., 2019; Zeng vd., 2017; Zeng vd., 2015)
ile iliskilendirilmistir. VPA ile birlikte kullanimi, apoptotik genlerin aktivasyonunu
(sonraki boliimlerde ayrintili olarak tartisilacaktir) daha da artirarak bu etkinin

gliclenmesini saglamis olabilir.

VPA, vinkristin siilfat ve dosetaksel iicli kombinasyonu, VPA’'nin dosetaksel ile
kombinasyonu ile birlikte en gii¢lii sitotoksik etkiyi gOstermistir. 24 saatten itibaren
belirgin bir hiicre canlilig1 azalmasi kaydedilmis ve bu etkinin, kombinasyondaki her bir

ajanin farkli mekanizmalarla apoptozu indiiklemesi sonucu oldugu diisiiniilmektedir.
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Dosetakselin  mitotik duraklamayr indiiklemesi, vinkristin = siilfatin  mikrotiibiil
organizasyonunu bozmasi ve VPA’nin epigenetik diizenleyici etkisi birlikte

degerlendirildiginde, bu kombinasyonun sinerjik bir etki yarattigi goriilmektedir.

Bu sonuglar, hem tekli hem de kombinasyon tedavilerinin, kdpek meme karsinomu
hiicrelerinde etkili apoptoz indiiksiyonu sagladigini ortaya koymaktadir. Ozellikle
VPA’nin dosetaksel ile kombinasyonu ve {i¢lii kombinasyon, kopeklerde meme kanseri
tedavisi i¢cin umut verici bir strateji olarak degerlendirilebilir. Gelecekte, bu
kombinasyonlarin etkinligini artirmak ve spesifik biyobelirtecler {izerindeki etkilerini
incelemek icin daha fazla arastirma yapilmasi gerekmektedir. Ancak bu {iglii tedavide
vinkristin siilfat yerine daha yiiksek bir sinerjik etki yaratabilecek bir ajan igin
degerlendirmeler devam etmelidir. Ayrica, bu tedavilerin klinik uygulanabilirligini
desteklemek icin in vivo modellerde kapsamli calismalar yiiriitiilmesi 6nemlidir. Bu
bulgular, kopeklerde kisisellestirilmis ve hedefe yonelik kanser tedavilerinin

gelistirilmesi i¢in yardimci olacaktir.

Bu c¢alismada, floresan mikroskobunda yapilan ve 6liim modunun incelenmesi amaciyla
yapilan degerlendirmelerde, VPA, vinkristin stilfat ve dosetaksel kombinasyonlarinin
onemli etkileri oldugu goriilmiistiir. Yalmizca besiyeri iceren saglikli CMT-U27
hiicrelerinde herhangi bir tedavi uygulanmadig: i¢in morfoloji korunmaktadir. Hiicre
cekirdekleri diizenli, sitoplazmik yapi saglam ve apoptoz ya da nekroz gibi 6lim
belirtileri gdzlenmemektedir. Vinkristin siilfat (18 nM) tedavisi uygulanan hiicrelerde,
belirgin sitoplazmik daralma ve ¢ekirdek yogunlagsmasi gozlemlenmistir. Bu morfolojik
degisiklikler, hiicrelerin apoptoza yoneldiginin ilk gostergelerindendir. Annexin-V
boyamasinda, erken apoptoz gostergesi olan pozitif hiicrelerin sayisinda artis
gozlenirken, PI boyamas1 ge¢ apoptoz ve nekrozda minimal bir artis oldugunu isaret
etmektedir. Bu sonuclar, vinkristin siilfatin hiicre 6liimiine yol agmada etkin bir ajan
oldugunu gostermektedir. Insan meme kanseri hiicre hatlarinda, vinkristin tedavisinin
erken apoptozu artirdigi gosterilmistir (Zeng vd., 2017; Zeng vd., 2015). CMT-U27
hiicrelerinde de benzer bir erken apoptoz yanit1 gozlenmistir, bu da vinkristinin genis bir

tiir yelpazesinde benzer mekanizmalarla etkili oldugunu gdstermektedir.
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Dosetaksel (110 uM) tedavisi uygulanan hiicrelerde, apoptotik degisikliklerin daha
yaygin oldugu gozlemlenmistir. Annexin-V ve PI sinyallerinde belirgin bir artig, hem
erken hem de ge¢ apoptoz oranlarinin yiikseldigini gostermektedir. Bu durum,
dosetakselin mikrotiibiil stabilizasyonu yoluyla hiicre dongiisiinii bloke ettigi ve
boylelikle apoptozu etkin bir sekilde indiikledigini ortaya koymaktadir. VPA (15 mM)
tedavisi, hiicrelerde apoptoza 6zgli belirgin degisikliklere yol agmistir. Annexin-V
pozitif hiicrelerin artisi, VPA’nin erken apoptozisi indiikledigini gostermektedir. PI
boyasi ile ge¢ apoptozda bir miktar artis oldugu, VPA’nin yalnizca erken degil, gec
apoptoz mekanizmalarin1 da destekledigi anlasilmaktadir. Ayrica, VPA’nin histon
asetilasyonu artirarak tiimor Dbaskilayict genlerin ekspresyonunu tesvik ettigi
bilinmektedir (Aztopal vd., 2018). VPA, vinkristin siilfat ve dosetaksel
kombinasyonlarinin kullanildig1 gruplarda, tedavilerin sinerjik etkileri gozlemlenmistir.
Bu kombinasyonlar, &zellikle Annexin-V ve PI boyamalarinda apoptoz oraninda
belirgin bir artis gdstermistir. Uglii kombinasyonda, hem erken hem de ge¢ apoptoz
oranlarinin maksimum seviyeye ulastigr goriilmiistiir. Kombinasyonlarin, hiicrelerin
apoptoz lehine programlanmasinda daha etkili oldugu ve bu durumun hiicre 6limiinii
hizlandirdig1 anlasilmaktadir. Bu bulgular, tedavi kombinasyonlarinin kopek meme

karsinomu gibi kanserlerin yonetiminde umut vadettigini gostermektedir.

Hoechst, Annexin-V ve PI ii¢lii boyama yontemi, hiicre 6liim modlarimi, 6zellikle
apoptoz (erken ve gec) ve nekrozu, niikleer morfoloji ve membran biitiinliigiine dayali
olarak ayirt etmek i¢in giiclii bir aragtir. Hoechst boyasi, DNA’ya baglanarak apoptoz
icin tipik olan niikleer yogunlasma ve parcalanmayi ortaya ¢ikarir (Zhao vd., 2019).
Annexin-V, apoptozun erken asamalarinda hiicre zarinin dis yiizeyine tasinan
fosfatidilserine baglanarak erken apoptotik hiicreleri tespit eder (Tsai vd., 2010). Zar
gecirgen olmayan bir boya olan PI, zar1 hasar gérmiis hiicrelerin DNA’sin1 boyayarak
nekrotik veya gec¢ apoptotik hiicreleri tanimlar (Mustufa vd., 2016). Bu kombinasyon,
hiicrelerin sagliklt (Hoechst+, Annexin-V-, PI-), erken apoptotik (Hoechst+, Annexin-
V+, PI-), ge¢ apoptotik/sekonder nekrotik (Hoechst+, Annexin-V+, PI+) ve nekrotik
(Hoechst+/-, Annexin-V-, PI+) olarak siniflandirilmasini saglar (Orsolya vd., 2016). Bu
yontem, kanser arastirmalar1 ve toksikoloji alanlarinda ilaglarin ve tedavilerin sitotoksik

etkilerini degerlendirmek, hiicre 6liim yollarin1 ve terapotik etkinligi anlamak icin

118



yaygin olarak kullanilmaktadir (Yan ve Efferth, 2018). Bu c¢alismada da, tiglii boyama
yontemi kullanilan ila¢ ve kombinasyonlarin etkinligini bagarili bir sekilde ortaya

koymustur.

Tiimo6r hiicrelerinin  apoptozu, kemoterapdtik ilaglar tarafindan indiiklenebilir
(Setthawongsin vd., 2019). Intrinsik yolak, BCL-2 ailesi tarafindan diizenlenmektedir.
BAX, apoptotik uyarilara yanit olarak mitokondriyal membran gecirgenligini tetikleyen
pro-apoptotik bir proteindir. Buna karsilik, BCL-2, hiicre oliimiinii engelleyen anti-
apoptotik bir proteindir (Krampe ve Al-Rubeai, 2010). Bu nedenle, bu iki protein
arasindaki denge biiylik 6nem tasimaktadir (Basu ve Haldar, 1998; Kirkin vd., 2004).
Diger ¢alismalarda, BAX ve BCL-2 ekseninin BAX lehine degisimi ve BCL-2 gibi anti-
apoptotik genlerin ekspresyonlarinin asagi regiilasyonu malignite veya hayatta kalma
kriterlerinin Ongoriisii ile iligskilendirilmistir (Goldar vd., 2015; Kordezangeneh vd.,
2015; Yao vd., 2011). Bu nedenle apoptozis yolaklarinda yer alan genlerin tartigiimasi

biiylik 6nem tagimaktadir.

BCL-2 protein ailesi, dokularin homeostazint korumak ve hasarli ya da potansiyel
olarak zararli hiicreleri ortadan kaldirmak i¢in gerekli olan apoptozun diizenlenmesinde
hayati bir rol oynar. Bu aile, islevleri ve yapisal bolgelerine gore {i¢ alt gruba ayrilir:
mitokondriyal biitiinliigli koruyarak hiicre sagkalimmi destekleyen anti-apoptotik
proteinler (BCL-2, BCL-xL, MCL-1); mitokondri dig zar gecirgenligini (mitochondrial
outer membrane permeabilization: MOMP) kolaylastirarak apoptozisi baslatan pro-
apoptotik efektorler (6r. Bax, Bak); ve anti-apoptotik proteinleri inhibe ederek veya pro-
apoptotik efektorleri aktive ederek diizenleyici rol oynayan proteinler (NOXA, PUMA,
BID) (Koehler vd., 2013; Wolfsperger vd., 2016). Bu hassas sistemin bozulmasi,
kanserin ayirt edici 6zelliklerinden biridir ve tiimor hiicrelerinin genetik, metabolik ve

cevresel strese ragmen apoptozdan kagmasina olanak tanir.

BCL-2 ailesindeki anti-apoptotik {iyelerin asir1 ekspresyonu, bir¢cok malignitede yaygin
olarak goriiliir ve kanser hiicrelerinin kemoterapi, radyoterapi veya bagisiklik sisteminin
gozetiminden kaynaklanan apoptotik sinyallere direng gdstermesini saglar (Kennedy

vd., 2015; Liu vd., 2018; Xiao vd., 2015). Bunun aksine, pro-apoptotik efektorlerdeki
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mutasyonlar veya azalmis ekspresyon, hiicrelerin apoptoz gerceklestirme yetenegini
zayiflatir ve kontrolsiiz ¢ogalma ile tiimor progresyonuna katkida bulunur. Bu
dengesizlik, genellikle terapotik dirence yol agar, ¢ilinkii kanserler, hayatta kalmak i¢in
bu karsit giigler arasindaki etkilesimden yararlanir (Wang vd., 2024; Young vd., 2016).
BCL-2, BCL-xL ve MCL-1 gibi birden fazla aile iiyesini ayni anda hedef alan
kombinasyon terapileri, redundans ve diren¢ mekanizmalarinin iistesinden gelmek igin
arastirilmaktadir (Louault vd., 2019; Munkhbaatar vd., 2020). BCL-2 ailesinin, hiicre
sagkalimin1 destekleme ve apoptozu diizenleme konusundaki ¢ift yonli rolii, kanser
biyolojisindeki kritik dnemini ve onkolojideki terapotik potansiyelini vurgulamaktadir.
Bu tez calismasinda, VPA, vinkristin stilfat ve dosetakselin BCL-2 gen ekspresyonu
tizerindeki etkileri dikkat cekici sonuglar ortaya koymustur. Tek basina vinkristin ve
VPA uygulamalari, BCL-2 ekspresyonunda belirgin bir azalma saglarken, bu iki ilacin
kombinasyonu BCL-2 seviyelerinde yukar1 regiilasyon gostermistir. Benzer sekilde,
VPA ve dosetaksel kombinasyonunda da BCL-2 gen ekspresyonu artmistir. Ancak, ti¢lii
kombinasyon (VPA + vinkristin + dosetaksel) BCL-2 geninde belirgin bir asagi
regiilasyona yol agmistir, bu da kombinasyonun kanser hiicrelerinde pro-apoptotik bir
yanitt etkili bir sekilde tetikledigini gostermektedir. Tek basina dosetaksel
uygulamasinin BCL-2 ekspresyonunu en giiclii sekilde azaltmasi da dikkat cekici bir
bulgudur. Genel olarak, ti¢lii kombinasyonun, ikili kombinasyonlarda gozlenen yukari
regiilasyondan farkli olarak, hiicre hayatta kalma sinyallerini baskilayarak giiclii bir
apoptotik ortam olusturdugu sdylenebilir. Bu sonuglar, kemoterapi stratejilerinde
kombinasyonlarin  karmasik dinamiklerini anlamanin  6nemini bir kez daha

vurgulamaktadir.

Bu tez c¢alismasinda, BCL-2 ailesine ait bir iiye olan NOXA4 geninde dikkat ¢ekici
ekspresyon degisiklikleri gozlenmistir. Tek basma vinkristin siilfat, mikrotiibiil
dinamiklerini bozarak hiicre i¢i stres yanitin tetikleyip NOXA ekspresyonunu artirirken,
VPA, HDACIi etkisiyle NOXA transkripsiyonunu giiclii bir sekilde indiiklemistir.
Vinkristin ve VPA’nin birlikte uygulanmasi, sinerjik bir etkiyle NOXA seviyelerinde
daha belirgin bir artis saglamistir. Uglii kombinasyon (VPA + vinkristin + dosetaksel),
NOXA ekspresyonunu en yiiksek diizeye cikararak, mikrotiibiil bozuklugu, mikrotiibiil

stabilizasyonu ve epigenetik diizenlemenin birlikte calistigi karmasik bir etkilesim
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modeli sergilemistir. NOXA geni, bir diger adiyla forbol-12-miristat-13-asetat ile
indiiklenen protein 1 (Phorbol-12-Myristate-13-Acetate-Induced Protein 1: PMAIPI),
onemli bir pro-apoptotik iiyedir ve apoptoz siire¢lerinin mitokondriyal apoptotik yolak
tizerinden diizenlenmesinde kritik bir rol oynar. NOXA’nin ekspresyonu, genellikle
DNA hasari, oksidatif stres ve hipoksi gibi cesitli hiicresel streslere yanit olarak aktive
edilen timor baskilayici protein P53 tarafindan diizenlenir. Bu kosullarda NOXA
proteini, anti-apoptotik proteinlere, 6zellikle MCL-1’e baglanarak onlarin koruyucu
etkilerini notralize eder ve mitokondri dis membran gecirgenligini artirir. Bu
gecirgenlik, apoptogenik faktorlerin, 6zellikle sitokrom C’nin serbest birakilmasina yol
acar. Serbest birakilan sitokrom C, kaspaz kaskadmi aktive ederek hiicre Olimiinii
baslatir (Lin vd., 2012; Weller vd., 2022). NOXA, anti-apoptotik proteinlerin, 6zellikle
MCL-1 ve BCL-2’nin etkilerini dengeleyen kritik bir apoptoz mediyatoriidiir. Ancak
birgok kanser tiiriinde, P53 geni mutasyonlari, anti-apoptotik proteinlerin asir1
ekspresyonu veya NOXA promotor bolgesindeki epigenetik susturma mekanizmalari
nedeniyle NOXA ekspresyonu azalir. Bu bozukluklar, kanser hiicrelerinin hayatta kalma
mekanizmalarimi giliglendirerek konvansiyonel tedavilere karsi diren¢ olusumuna
katkida bulunur (Al Shboul vd., 2023; Torres-Adorno vd., 2017). Ornegin, NOXA’nin
ekspresyonunun artirilmasi, o6zellikle HDACi’leri ve proteazom inhibitorleri gibi
ajanlarla yapilan tedavilere kanser hiicrelerinin duyarliligimi artirabilir. Bu ajanlar,
direncli kanser tiirlerinde bile standart tedavilere alternatif olarak etkili oldugunu

gostermistir (Contreras vd., 2022; Torres-Adorno vd., 2017).

Insanlarda meme kanseri dahil olmak iizere meme tiimorleri, molekiiler 6zellikleri ve
tedaviye yanitlar1 agisindan oOnemli bir heterojenlik sergiler. NOXA proteini, bu
tiimorlerde apoptotik yollar1 diizenleyerek onemli bir rol oynar. Uglii negatif meme
kanseri (Triple-negative breast cancer: TNBC; Ostrojen reseptdrii (ER) negatif,
Progesteron reseptorii (PR) negatif, Human epidermal growth factor receptor 2 (HER2)
negatif) gibi agresif alt tiplerde NOXA ekspresyonu siklikla azalir ve bu durum kot
prognoz ve tedavi direnci ile iligkilidir. HDACi’ler gibi NOXA ekspresyonunu artirmayi
hedefleyen terapotik stratejiler, TNBC’nin kemoterapiye duyarliligini artirmada umut
vaat etmektedir (Lee vd., 2014; Torres-Adorno vd., 2017). Ayrica, anti-apoptotik

proteinlerin, Ozellikle MCL-1’in yliksek seviyelerde oldugu hormon pozitif meme
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kanserleri de NOXA-MCL-1 eksenini hedefleyen tedavilerden yararlanabilir. NOXA ve
bu anti-apoptotik proteinler arasindaki denge, hiicresel kaderi belirlemede hayati 6neme
sahiptir ve bu dengeyi apoptoz lehine degistirmeye yonelik stratejiler, tedavi i¢cin umut

verici yollar sunmaktadir (Campbell vd., 2018; Nakajima vd., 2016).

NOXA geninin kopek meme tlimorlerindeki rolii, insan kanserlerine benzer bir islevi
oldugu varsayilmakla birlikte, heniiz spesifik olarak yeterince ¢alisilmamistir. Kopek
meme tiimorleri, insan meme kanserleriyle 6nemli biyolojik benzerlikler tasir; bu
benzerlikler arasinda apoptozis yolaklarinin diizenlenmesindeki bozukluklar ve MCL-1
gibi anti-apoptotik proteinlerin asir1 ekspresyonu bulunur. Ilk bulgular, NOXA
ekspresyonunun artirilmasinin, kopek meme tiimorlerinde apoptozisi
destekleyebilecegini ve terapotik sonuglari iyilestirebilecegini gostermektedir (Al
Shboul vd., 2023; Lee vd., 2014; Torres-Adorno vd., 2017). Sonu¢ olarak, bu
calismadaki, VPA’'nin hem ikili hem de {i¢lii kombinasyonlarinda goézlenen anlamli

NOXA yukari regiilasyonu, 6nemli bir bulgu olarak degerlendirilmistir.

MCL-1, BCL-2 ailesine ait kritik bir anti-apoptotik proteindir ve hiicre sagkalimi ile
apoptozisin regiilasyonunda temel bir rol oynar. Mitokondri dis zarinda bulunan MCL-
1, BAX ve BAK gibi pro-apoptotik proteinlerle etkilesime girerek onlarin
aktivasyonunu etkili bir sekilde engeller. Bu etkilesim, mitokondri biitiinliiglinii
korumak, sitokrom C gibi apoptogenik faktorlerin salinimimi inhibe etmek ve sonug
olarak apoptozis i¢in merkezi bir mekanizma olan kaspaz kaskadinin aktivasyonunu
engellemek i¢in kritik 6neme sahiptir (Campbell vd., 2018). MCL-1 ekspresyonu,
transkripsiyon, translasyon ve protein yikimi olmak iizere bir¢ok seviyede siki bir
sekilde diizenlenir. Bu diizenleme, hiicrelerin biiytime faktorleri, sitokinler ve DNA
hasar1 gibi stres sinyallerine hizli bir sekilde yanit vermesine olanak tanir (Floros vd.,

2021).

Kanser baglaminda, MCL-1’in diizenlenmesindeki bozukluklar yaygin bir durumdur ve
tiimor gelisimi, ilerlemesi ve tedaviye direng lizerinde Snemli bir etkiye sahiptir.
Losemi, lenfoma ve multipl miyelom gibi hematolojik maligniteler ile meme, akciger ve

pankreas kanseri gibi solid tiimoérler de dahil olmak iizere bir¢ok kanser tiirti, MCL-1

122



ekspresyonunun artisini  gostermektedir. Bu asir1 ekspresyon, kanser hiicrelerinin
apoptozdan kagmasina olanak tanir ve bu da kanserin bir ayirt edici 6zelligi olan
kontrolsiiz ¢ogalmay1r ve sagkalimi kolaylastirir. Ustelik, yiiksek MCL-1 seviyeleri
genellikle agresif tiimor davranisi, kotii prognoz ve kemoterapi ile hedefe ydnelik
tedavilere direng ile iligkilidir. Bu direng, onkolojide 6nemli bir zorluk teskil eder ¢iinkii
bircok kanser tedavisi, malign hiicrelerin ortadan kaldirilmasi i¢in apoptozu

indiiklemeye dayanir (Louault vd., 2019; Williams vd., 2018).

Meme tiimorlerinde, MCL-1 asir1 ekspresyonu Ozellikle dikkate degerdir ve tedavi
seceneklerini sinirlayarak kotii prognoza katkida bulunur. Yiiksek MCL-1 seviyeleri,
kanser hiicrelerinin apoptozdan ka¢gmasina olanak taniyarak standart kemoterapilere
kars1 direngli hale gelmelerine neden olur (Liu vd., 2019; Zhou vd., 2020). Benzer
sekilde, hormon pozitif meme kanserlerinde MCL-I, tamoksifen veya aromataz
inhibitorleri gibi anti-Ostrojen tedavilere karsi dirence katkida bulunur ve timor
hiicrelerinin apoptotik yollar1 atlayarak tedaviye ragmen yasamaya devam etmesini
saglar (Habata vd., 2016; Nakano vd., 2020). Ayrica, MCL-1’in metastatik potansiyeli
artirdiglr ve timor hiicrelerinin uzak dokularin zorlu ortamlarinda hayatta kalmasini
sagladig1 gosterilmistir (Tron vd., 2018). MCL-1 inhibitorlerinin BCL-2 gibi diger anti-
apoptotik  proteinleri hedef alan bilesiklerle kombinasyonunun, apoptozun
indiiksiyonunu artirarak sinerjik etkiler iiretme ptansiyeli vardir (Anderson vd., 2016;
Leverson vd., 2015; Li vd., 2018). Ayrica, HDACi kullanimimin MCL-1 seviyelerini
azaltarak meme kanseri modellerinde yanitlar1 iyilestirdigi gézlenmistir (Merino vd.,
2017). Bu c¢alismada uygulanan tiim deneysel tedaviler, MCL-1 geninin asag1 regiile
olmasina neden olmustur. Bu tedavilerin etkinligi a¢isindan 6nemli bir bulgudur. Ancak
burada tartisilmasi gereken bir diger kritik nokta ise kombinasyonlarin etkinligidir.
MCL-1 geni, vinkristin ve VPA’'nin tekli uygulamalarinda belirgin bir sekilde (>4 kat)
asag1 regiile olmustur, bu da her iki ajanin MCL-1’in anti-apoptotik etkisini baskilayarak
apoptozun indiiklenmesinde gii¢lii bir rol oynayabilecegini gdstermektedir. Ancak, VPA
+ vinkristin siilfat kombinasyonu, her iki ilacin tek basina kullanimina kiyasla MCL-1
ifadesinde daha az bir azalma saglamis, bu da kombinasyonun sinerjik bir avantaj
yaratmadigina isaret etmistir. Benzer sekilde, VPA ve dosetaksel kombinasyonu da

anlamli bir asag1 regiilasyon saglamamus ve etkisi simirli kalmistir. Uglii kombinasyon
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ise MCL-1 ekspresyonunu >2.5 kat azaltarak belirgin bir etki gostermis olsa da, tekli
VPA veya vinkristin uygulamalarindaki giiglii etkilerle karsilastirildiginda daha zayif
kalmistir. Bu sonuglar, VPA ve vinkristinin tekli kullaniminin MCL-1 iizerindeki anti-
apoptotik etkileri baskilamada daha etkili oldugunu ve kombinasyonlarin bu etkinligi
tam olarak yansitamadigini gostermektedir. insan ve kdpek meme tiimérlerinde, NOXA-
MCL-1 ekseninin diizenlenmesindeki bozukluklar, tiimoér progresyonunda ve tedavi
direncinde kritik bir rol oynar. insan meme kanseri iizerine yapilan arastirmalar oldukca
ileri diizeyde olsa da, kopek meme tiimorleri {izerindeki c¢alismalar sinirlidir. Buna
ragmen, bu tiimorlerin karsilagtirmali onkoloji modeli olarak potansiyeli biytiktiir.
Ornegin, her iki timér tipi de agresif formlarda MCL-1’in asir1 ekspresyonunu ve
muhtemelen NOXA protein seviyelerinin azalmasini sergileyerek, bu yolun
hedeflenmesinin genis terapotik bir dneme sahip olabilecegini diisiindiirmektedir (Al
Shboul vd., 2023; Kawiak vd., 2019; Torres-Adorno vd., 2017). Bu calismadaki
bulgular MCL-1-NOXA ekseni acisindan Ozellikle uygulanan kombinasyonlarin
molekiiler etkilerinin daha kapsamli calismalarla arastirilmasi  gerekliligini

gostermektedir.

BCL-2 ile iliskili X proteini (BCL-2-associated X protein: BAX) adli proteini kodlayan
BAX geni, BCL-2 protein ailesinin bir pro-apoptotik iiyesi olup apoptozun
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynar. BAX, oncelikle MOMP’u tesvik ederek islev
gosterir. Bu olay, apoptotik yolakta kilit onem tasir. Meme kanserinde, BAX 1
ekspresyonu ve islevi, cesitli genetik ve epigenetik faktorler nedeniyle onemli 6l¢iide
degisebilir ve bu durum tiimor davranisini ve hasta sonucglarim etkiler (Bhatt vd., 2021;
Yao vd., 2011). Bu c¢alismada, BAX gen ekspresyonundaki degisimler, tedavi
kombinasyonlarinin hiicresel yanitlarda karmasik etkilesimlere yol acabilecegini
gostermektedir. Vinkristin siilfat ve dosetakselin tek basina uygulamalar1 B4AX geninde
anlaml bir yukari regiilasyon (>2 kat) saglamis, ancak VPA bu etkiyi yaratmamstir. En
giiclii etki, VPA ve dosetaksel kombinasyonunda goriilmiis ve BAX ekspresyonu 4
kattan fazla artmistir. Buna karsin, vinkristinin bu kombinasyona eklenmesi, BAX
geninde asag1 regililasyona neden olmustur. Bu bulgular, BAX geninin pro-apoptotik rolii
gdz Oniine alindiginda, tekli ve kombine tedavilerin her zaman sinerjik bir etki

yaratmadigini ve hiicresel dinamiklerin karmagikligin1 vurgulamaktadir.
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BAX ekspresyonunun genellikle BCL-2 gibi anti-apoptotik proteinlerin diizeyiyle ters
orantili oldugu ve hiicre kaderini belirleyen kritik bir denge olusturdugu tespit
edilmistir. Meme kanseri hiicrelerinde ise yiiksek BAX/BCL-2 oraninin artan apoptozis
ve kemoterapiye daha iyi yanitlarla iligkili oldugu gosterilmistir (Jalili vd., 2016; Sharifi
vd., 2015). Bu c¢aligmada BAX/BCL2 dengesi degerlendirildiginde, en yiiksek rolatif
degerin (>3 kat) VPA’'nin dosetaksel ile kombinasyonunda oldugu belirlenmistir
(P<0,0001). Benzer sekilde VPA + vinkristin siilfat kombinasyonu da ytiksek bir oran
sergilemistir (Sekil 4.22). Bu sonuglar, VPA’'nin, 6zellikle de yaygin olarak kullanilan
kemoterapotikler ile kombinasyonlarinin, kopek meme kanseri tedavisinde ¢ok 6nemli

ve degerli bir potansiyel tasidigini agik¢a gostermektedir.

BAX ekspresyonu ayni zamanda tiimor mikrogevrelerinde sikca goriilen hipoksi
kosullart da dahil olmak tizere ¢esitli faktorlerden etkilenebilir. Hipoksi altinda BAX 1n
yukari regiile olmast muhtemel olup, bu durum apoptozu tesvik ederek anti-apoptotik
proteinlerin etkisini potansiyel olarak dengeleyebilir (Ghanbariasad vd., 2016; Rana vd.,
2019). Bu bulgular, BAX 1n yalnizca pro-apoptotik bir faktor olarak degil, ayn1 zamanda
kopek meme kanseri tedavi stratejilerinde hedeflenebilecek Onemli bir molekiil

oldugunu vurgulamaktadir.

Caligmalar, BAX ekspresyonunu veya aktivitesini artirmanin Ozellikle kemoterapi
baglaminda meme kanseri hiicrelerini apoptoza karsi daha duyarli hale getirebilecegini
gostermistir. Ornegin, BAX diizeylerini yiikselten tedaviler, doksorubisin gibi ilaglara
kars1 gelisen direnci agsma konusunda umut verici bulunmus; bu da BAX 1n tedaviye
yanitt Ongormede bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini  diisindiirmiistiir
(Kordezangeneh vd., 2015; Sharifi vd., 2015). Bu baglamda, BAX gen ifadesi ve
BAX/BCL2 ekseni g¢ergevesinde, bu c¢alismada VPA’nin dosetaksel ile birlikte
kullaniminin képek meme karsinomu kapsaminda umut vadeden bir yaklasim oldugu

sOylenebilir.
Bir diger onemli pro-apoptotik BCL-2 aile {iyesi gen ise BID’dir. BID, ekstrinsik ve

intrinsik apoptotik yollar1 birbirine baglayan kritik bir araci olarak islev goriir. Aktive

oldugunda, BID kaspaz-8 tarafindan kesilerek tBID’yi olusturur ve tBID mitokondriye
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gecerek BCL-2 ve BCL-xL gibi anti-apoptotik proteinlerle etkilesime girip MOMP’ u
tetikler (De Silva vd., 2014). Meme kanserinde, BID’in ekspresyonu ve aktivitesi;
hormonal sinyalizasyon ve diger apoptotik diizenleyicilerin varligi gibi g¢esitli
etkenlerden etkilenebilir. Yapilan caligmalar, BID ekspresyonunun normal meme
dokularmma kiyasla meme kanseri dokularinda siklikla degistigini ve bu degisimin
timorlerde gozlenen apoptoz bozukluguna katki sunabilecegini gostermistir (Shao vd.,
2021). Ornegin, dzellikle hormon reseptdr-pozitif bazi meme kanseri alt tiplerinde BID
diizeylerinin baskilanmasi, kanser hiicrelerinin uzun siire hayatta kalmasina ve apoptozu
indiikleyen tedavilere kars1 diren¢ kazanmasina yol agabilir (Salhia vd., 2014; Wu vd.,
2018).

BID’in meme kanserindeki rolii, kemoterapiye verilen yanitla da iligskilendirilmektedir.
Arastirmalar, daha yiiksek BID diizeylerine sahip meme kanseri hiicrelerinin
kemoterapoétik ajanlara karsi daha duyarli oldugunu, ¢iinkii B/D’in bu tedavilere verilen
apoptotik yanmit1 giiglendirdigini gostermistir (Fu vd., 2021). Buna karsilik, BID
ekspresyonunun diisiik oldugu tiimdrlerde ise kemoterapiye diren¢ artarak kanser
hiicrelerinin tedaviye ragmen hayatta kalmasi kolaylasabilir (De Silva vd., 2014; Fu vd.,
2021; Salhia vd., 2014). Bu durum, B/D’in meme kanseri hastalarinda tedavi yanitini
ongorebilecek bir biyobelirteg olarak potansiyelini vurgulamaktadir. Bu bilgiler
1s1g¢inda, bu calismada, 6zellikle de VPA + dosetaksel kombinasyonu agisindan son
derece degerli bilgiler elde edilmistir. Calismada BID gen ekspresyonu tiim kosullarda
yukari regiile olmustur. Tek basina VPA ve dosetaksel daha sinirli bir artig saglarken
(>2,5 kat), vinkristin siilfat + VPA kombinasyonu orta diizeyde bir yiikselme
gostermistir. Diger gen belirteglerinde oldugu gibi, en yiiksek artis, VPA ve dosetaksel
kombinasyonunda (>5,8 kat) gbzlenmis ve bu kombinasyon, en etkili uygulama olarak
one ¢ikmistir. Yiiksek BID diizeylerine sahip meme kanseri hiicrelerinin kemoterapotik
ajanlara kars1 daha duyarli oldugu goz oniine alindiginda VPA’nin dosetaksel ile
kombinasyonunun yeni tedavi bakis acilar1 i¢in potansiyel bir hedef olabilecegi

sonucuna varilmistir.

PUMA, apoptozis siirecinde dnemli rol oynayan bir diger pro-apoptotik BCL-2 ailesi

tiyesidir. Ozellikle meme kanseri baglaminda dikkat ¢ekicidir. Tiimor baskilayici protein
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P53 tarafindan hiicresel stres veya DNA hasarina yanit olarak aktive edilen PUMA,
BCL-2 ve BCL-XL gibi anti-apoptotik proteinleri inhibe ederek BAX ve BAK gibi pro-
apoptotik proteinlerin aktivasyonunu destekler (Fricker vd., 2010; Schubert vd., 2018).
Meme kanserinde PUMA geni ekspresyonu ve aktivitesi siklikla baskilanmistir; bu
durum kanser hiicrelerinin hayatta kalma kabiliyeti ve kemoterapi direncinin artmasina
neden olur (Al-Bahlani vd., 2011; Um vd., 2011). Ayrica, meme tiimdrlerindeki kanser
kok hiicrelerinin diizenlenmesinde PUMA’ nin 6nemli bir rol oynadigi belirlenmistir
(Sun vd., 2014). Arastirmalar, PUMA fonksiyonunun yeniden saglanmasimin bu
tedavilere duyarlilig1 artirabilecegini (Ma vd., 2013; Roberts vd., 2011) ve dolayisiyla
meme kanseri tedavilerinde apoptozise aracilik ettigi i¢in etkili bir belirteg olabilecegini
gostermistir (Roberts vd., 2011; Zhang vd., 2010). Ek olarak, PUMA’nin da ekspresyon
seviyeleri meme tiimorlerinin agresifligi ile iliskilidir. Yiiksek PUMA ekspresyonu,
tiimdr hiicrelerinin strese yanit olarak apoptoza ugrama egiliminde artig gosterdigi daha
iyi bir prognoz ve tedavi sonuglari ile iligkilidir (Bektas vd., 2015; Sun vd., 2014). Buna
karsilik, disik PUMA seviyeleri, daha agresif timor davranisi ve daha zayif tedavi
yanit1 ile iligkilidir (Ambroise vd., 2015; Thorburn vd., 2014). Bu tez calismasindaki
bulgular, VPA + dosetaksel kombinasyonu agisindan yine olduk¢a dikkat ¢ekici bir
veriye isaret etmektedir. PUMA gen ekspresyonu sonuclarinda, bu kombinasyon en
giiclii etkiyi gostererek ~4 kat yukari regiilasyon saglamistir. Diger tiim kosullarda,
PUMA ekspresyonu 2 katin altinda kalmistir. Diigik PUMA ekspresyonunun, daha
agresif timor oOzellikleri ve daha diisik tedavi etkinligine neden olabilecegi
diisiintildiiglinde bu VPA kombinasyonunun ileri tekniklerle arastirilmaya deger bir

tedavi segcenegi olabilecegi sonucuna varilmistir.

ATM, fosfatidilinozitol 3-kinaz ile iliskili protein kinazlar (phosphatidylinositol 3-
kinases: PIKKs) siiper ailesine ait onemli bir onkosupresor gendir (Moslemi vd., 2021;
Stucci vd., 2021). Normal fizyolojik kosullarda memeli hiicreleri, hasara karsi hiicre
dongiisiiniin  ilerlemesini durdurarak, DNA hasarin1 onararak veya eger DNA
onarilamayacak kadar hasar goérmiisse apoptozu indiikleyerek yanit verir. A7M nin, bu
stirecte kilit roller oynadig agikca gdsterilmistir (Angele ve Hall, 2000). Bu gen, meme
kanserlerinde genomik stabiliteyi koruyarak ve DNA hasarina karst hiicresel yaniti

diizenleyerek kritik bir tlimor baskilayici olarak islev goriir. ATM, DNA cift zincir

127



kiriklar1 gibi durumlarda hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, DNA onarimi ve apoptoz
gibi DNA hasar yanit yollarin1 aktive etmek i¢in gerekli olan bir serin/treonin kinazi
kodlar (Balmus vd., 2019; Moslemi vd., 2021). ATM mutasyonlar1 veya islev kaybu,

tiimor olusumuna yol acabilir (Liu vd., 2014).

ATM’nin inaktivasyonu, hiicrenin DNA hasarina etkili bir sekilde yanit verme
yetenegini zayiflatarak daha agresif meme tiimorleri ve kotii prognoz ile iligkilendirilir
(Ma vd., 2016). Arastirmalar, A7M mutasyonlarinin meme kanseri de dahil olmak iizere
cesitli kanserlerde yaygin oldugunu ve DNA’ya zarar veren ajanlara karsi artan
duyarliliga yol acabilecegini gostermektedir (Angele ve Hall, 2000; Xu vd., 2013).
Ornegin, patojenik ATM mutasyonlar1 tastyan kadmlarin meme kanseri gelistirme riski
yiiksektir ve bu mutasyonlar 6zellikle kalitsal meme kanseri baglaminda 6nemlidir
(Lawrence vd., 2014; Stucci vd., 2021). Baz1 meme kanserlerinde A7M’nin inhibe
edilmesi, kanser hiicrelerini segici olarak dldiiren ve normal hiicreleri koruyan sentetik
letaliteyi indiikleyebilir (Sun vd., 2012). Bu tez ¢alismasinda VPA’nin vinkristin siilfat
ve dosetaksel ile ikili kombinasyonlar1 ¢ok belirgin bir sekilde ATM ekspresyonunu
aktive etmistir. Insan meme karsinomu hakkinda yukarida da 6zetlendigi iizere, ATM
gibi oncospresor genlerin ekspresyon durumu ve klinik siiregler hakkinda dikkate deger
bir kiimiilatif bilgi mevcuttur. Ancak kopek meme karsinomlarinda bu konu hakkinda
bilgi oldukga yetersizdir. Yukarida da agiklandig1 gibi meme kanserlerinde A7M geninin
yukari regiilasyonu veya asagi regiilasyonu, tedavi etkinligini belirlemede kritik bir role
sahiptir ve bu durum tiimoriin molekiiler 6zelliklerine bagli olarak degisiklik gosterir.
ATM’nin yukar1 regiilasyonu, DNA hasar yanitin1 gii¢lendirerek DNA onarimi ve
apoptoz mekanizmalarin1 aktive edebilir, bu da DNA’ya zarar veren kemoterapotik
ajanlarin etkisini artirabilir. Ancak, A7M’nin yiiksek aktivitesi baz1 durumlarda hasarin
onarilmasin1 kolaylastirarak kanser hiicrelerinin hayatta kalmasina ve tedaviye direng
gelismesine neden olabilir. Buna karsilik, ATM’nin asag1 regiilasyonu veya inhibisyonu,
ozellikle BRCA1/2 mutasyonu tastyan tiimdrlerde, DNA onarim yollarmi devre dist
birakarak kanser hiicrelerinin 6liimiine yol agabilir. Bu nedenle, ATM nin yukar1 veya
asag1 regiilasyonuna yonelik tedavi yaklagimlarinin etkinligi, kanser hiicresinin genetik
yapisina ve tedaviye verdigi yanita baghdir. Tedavi stratejileri, timor alt tipi ve

molekiiler profiline gore dikkatle planlanmalidir. Bu c¢alismada, her ne kadar VPA
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kombinasyonlarinin belirgin bir etki gosterdigi belirlenmis olsa da ATM belirteci
bakimindan kesin bir yargiya varmak dogru degildir. Dolayisiyla, daha farkli
kemoterapotik kombinasyonlar1 ile daha mekanistik yaklasimlara sahip kapsamli

molekiiler caligmalara ihtiyag vardir.

Bu calismadaki dikkat cekici sonuglardan birisi de apoptozis mekanizmalarinda
dolayisiyla kanser olgularinda 6nemli bir belirte¢ olan CASP3 genindeki, VPA +
Dosetaksel kominasyonu uygulamasiyla meydana gelen oldukg¢a belirleyici yukari
regiilasyondur. CASP3 geni, apoptozis siirecinde temel bir rol oynayan ve hiicresel
dengeyi koruyarak kanser gelisimini Onleyen kaspaz-3 enziminin {retiminden
sorumludur. Bu enzim, hiicre 6liim sinyalleri ile aktive olur ve hiicresel yapilarin
parcalanmasini saglayarak hiicre sagkalimini regiile eder. Meme kanserinde CASP3 ¢ift
yonlii bir rol dstlenir. Bir yandan, aktivasyonu kemoterapi ve radyoterapi gibi
tedavilerin etkinligini artirarak kanser hiicrelerinin 6liimiinii destekler. Ornegin, CASP3
aktivitesinin artiritlmasi, meme kanseri hiicrelerinin tedavilere duyarliligini Snemli
ol¢iide yiikseltebilir (Nan vd., 2019). Diger yandan, CASP3 ekspresyonunun azalmasi
veya diizensiz calismasi, tedavi direnci ve kanser ilerlemesiyle iliskilendirilmistir.
Azalmis kaspaz-3 seviyeleri, daha agresif timor tirleri ve kotii klinik sonuglarla
baglantilidir (Aushev vd., 2018). Ayrica, CASP3’lin bagisiklik sistemi ve tiimor
mikrogevresi arasindaki etkilesimlerde rol oynayarak bagisiklik yanitindan kagis veya

metastaz gibi siireclere katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir (Zhou vd., 2022).

Tedavi acisindan bakildiginda, CASP3 aktivitesini artirmaya yonelik stratejiler, 6zellikle
diisiik kaspaz-3 enzimi seviyelerinin neden oldugu direngli tiimorlerde tedavi etkinligini
artirabilir (Kim vd., 2010). Bu tez ¢calismasindaki tiim deneysel kosullar CASP3 geninde
yukar1 regiilasyona neden olmakla birlikte bu ikili kombinasyon uygulamasiyla negatif
kontrole gore yaklasik 5,50 kat yukar1 regiilasyon gozlenmistir. Bu sonu¢ Ozellikle
veteriner onkolojisi acisindan degerlidir. Ciinkii epigenetik temelli kemoterapdtik
ajanlarin  kullanim1 insan tibbina goére siirhidir. Bu tez ¢alismasindaki CASP3
aktivasyonu bulgusu, VPA’'nin yaygin kullanilan diger kemoterapi ajanlar1 ile
kombinasyonlarinin 6zellikle de CASP3 hedefi agisindan kopeklerde de etkin bir sekilde

kullanilabilecegi potansiyelini agiga vurmaktadir.
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VPA’'nin dosetaksel ile kombinasyonu uygulamasi, karsinogenezis konusunda cok
onemli iki gen olan P53 ve P21 ekspresyonlarinda dikkat ¢ekici sonuglara yol agmustir.
P53 gen ekspresyonunu yaklasik 6,5 kat, P2/ gen ekspresyonunu ise yaklagik 8 kat
artirarak en giiclii etkiyi gostermistir. Her iki gen icin de bu kombinasyon, diger
kosullardan istatistiksel olarak anlamli farklilik yaratmistir (P<0,001; P<0,0001). P53
geni, genellikle “genomun koruyucusu” olarak adlandirilan ve meme kanseri de dahil
olmak iizere kanser gelisimini Onlemede merkezi bir rol oynayan onemli bir tiimor
baskilayic1 gendir. P53, DNA hasari, oksidatif stres veya onkogen aktivasyonu gibi
hiicresel streslere yanit olarak aktive olan bir proteini kodlar (Sato vd., 2018; Wang vd.,
2021). Aktivasyon sonrasinda P53, transkripsiyon faktorii olarak islev gorerek hiicre
dongiisiiniin durdurulmasi, DNA onarimi, apoptoz ve yaslanma stiregleri ile ilgili bir¢ok

hedef genin ekspresyonunu diizenler (Sato vd., 2018; Wang vd., 2021).

Bu caligmada P27 geninde VPA + dosetaksel kombinasyonu diger deneysel kosullara
kiyasla ¢ok daha belirgin bir yukar1 regiilasyon gostermistir (P<0,0001). Bu kullanilan
kombinasyonun kopek meme karsinomundaki etkinligi hakkinda oldukc¢a degerli
ipuglar1 sunmaktadir. P53 geninin 6nemli bir downstream hedefi olan P2/ geni (Cyclin
Dependent Kinase Inhibitor 1A: CDKNIA), siklin-bagiml kinaz (CDK) inhibitorii olan
P21 proteinini kodlar. P21, P53’e bagl hiicre dongiisii duraklamasin1t CDK aktivitesini
inhibe ederek aracilik eder ve bdylece hiicre dongiisiiniin G1/S ve G2/M kontrol
noktalarinda durmasini saglar (Wang vd., 2021). Bu siireg, hiicreye DNA replikasyonu
veya mitoz oncesinde hasarli DNA’y1 onarma zamam tanir. Meme kanserinde P53 ve
P21 arasindaki iligki 6nemlidir, ¢linkii etkili hiicre dongiisii kontrolii i¢in islevsel bir
P53-P21 ekseni gereklidir. Bu ¢alismada, VPA + dosetaksel kombinasyonunun hem P53
hem de P27 genlerini ¢ok belirgin bir sekilde yukar1 regiile etmesi, bu kombinasyonun
timor baskilayict yollar1 aktif hale getirdigini gostermektedir. P53’lin  yukari
regiilasyonu, DNA hasar yanitlarin1 giiclendirerek hiicre dongiisiiniin durdurulmasini ve
apoptozun indiiklenmesini saglayabilir, boOylece kanser hiicrelerinin kontrolsiiz
biliylimesi engellenebilir. Bununla birlikte, P27’in yukar1 regiile edilmesi, hiicre
dongiisiinii siklin-bagimli kinazlar1 inhibe ederek durdurur ve hiicrelerin DNA onarimi

veya apoptozis slirecine gegisini kolaylastiri. HDACi’ler, histon asetilasyonunu
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artirarak tiimor baskilayici genlerin ekspresyonunu tesvik eder. Bu durum, HDACi’nin
kanser hiicrelerinde genetik stabiliteyi artirarak biiyiime kontrolii ve tedavi etkinligini
saglama potansiyelini ortaya koymaktadir. Bu ¢alismadaki bulgular, VPA’nin dosetaksel
ile kombinasyonunun, P53-P2] eksenini hedef alarak etkili bir terapotik strateji

olabilecegini desteklemektedir.

Bu tez ¢alismasinda, VPA ve dosetaksel kombinasyonunun, képek meme karsinomu
hiicrelerinde giiglii bir sinerjik etki yarattigi ve P53, P21, CASP3, ATM, PUMA, BID,
BAX gibi timor baskilayic1 genlerde, diger deneysel kosullar ile karsilastirildiginda
belirgin bir yukar regiilasyon sagladigi goriilmiistiir. Bu istenen sonu¢ ayni zamanda
BCL-2 ve MCL-1 gen ifadelerindeki anlamli negatif regiilasyon ile de desteklenmistir
(Sekil 4.23). Bu durum, VPA'nin gii¢lii bir HDACi olarak histon asetilasyonunu
artirarak timor baskilayici gen ekspresyonunu tesvik etmesi ve dosetakselin mikrotiibiil
stabilizasyonu yoluyla mitotik duraklama ve apoptozu indiikklemesi ile
iligkilendirilebilir. Ancak, {i¢lii kombinasyonda (VPA, vinkristin siilfat ve dosetaksel) bu
genlerde beklenen yukari regiilasyonun goézlenmemesi, ilaglarin birbirinin etkilerini
baskilamasi veya hiicre sinyal yollarinda olasi bir negatif geri besleme mekanizmasinin
devreye girmesiyle agiklanabilir. Ozellikle vinkristin siilfat, mikrotiibiil dinamiklerini
bozarak mitotik duraklama saglasa da, diger ilaglarin etkisini azaltmis veya hiicresel
stres yanitlarii degistirmis olabilir. Uglii kombinasyonun daha az etkili olmasi, gen
ekspresyon profillerinde ve apoptoz sinyal yollarinda yetersiz aktivasyona yol agmis ve

tedavi etkinligini sinirlamistir.

Bu tez calismasi, VPA ve dosetaksel kombinasyonunun kdpek meme karsinomu
hiicrelerinde giiclii bir terapotik potansiyele sahip oldugunu gostermektedir; ancak {iglii
kombinasyonun etkinligini artirmak i¢in ila¢g dozlarmin ve uygulama protokollerinin
optimize edilmesi gereklidir. Bu baglamda, vinkristin siilfat yerine daha uyumlu bir ajan
secilmesi veya alternatif kombinasyonlarin denenmesi mantikli bir yaklasim olabilir.
Ornegin, bagka bir mikrotiibiil hedefleyici ajan ya da DNA hasarini artirarak P53 ve P21
gibi genlerin aktivitesini destekleyen farkli bir kemoterapétik ilag, sinerjik etkiyi
artirabilir. Yeni kombinasyonlarla daha kapsamli arastirmalar yapmak, tedavi stratejisini

gelistirmek icin 6nemli bir adim olacaktur.
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VPA’nin kemoterapiyle kombine kullanimi, 6zellikle agresif timorler gibi zorlu tedavi
gerektiren kanser tiirlerinde etkileyici sonuglar vermektedir. SCLC hastalarinda yapilan
caligmalar, bu stratejinin 6nemini gostermistir (Chu vd., 2013; Hashemi-Sheikhshabani
vd., 2019; Leiva vd., 2012; Miinster vd., 2007). Ayrica, VPA’'nin sadece kemoterapi ile
degil, hedefe yonelik diger standart tedavilerle de kombinasyon halinde terapotik
etkinligi artirabilecegi bilinmektedir (Juengel vd., 2013; Park vd., 2020; Song vd.,
2017). Bu bulgular, VPA’nin benzer molekiiler dinamikleri barindiran kdpek kanserleri
icin kemoterapi rejimlerinde Onemli bir destekleyici ajan olabilecegini ve kanser
tedavisinde daha etkili stratejiler gelistirilmesine katkida bulunabilecegini

gostermektedir.

Gliniimiizde, kanser arastirmalari insan tibbinda biiyiik ilerlemeler kaydetmistir ve
ozellikle epigenetik temelli kemoterapotik ajanlar, klasik tedavilere ek olarak 6onemli bir
alternatif ya da destek tedavi unsuru héline gelmistir. Epigenetik diizenlemeleri hedef
alan ila¢ ve yaklasimlar—HDACi, DNMTi veya diger kromatin yeniden sekillendirme
stratejileri—hem laboratuvar ¢alismalart hem de klinik denemeler agisindan oldukga
detayli bicimde incelenmektedir. Insan tibbinda bu gelismeler, kanser dahil birgok
kompleks hastaligin tedavisinde yeni ufuklar agarken aym1 zamanda daha
kisisellestirilmis, yan etkileri daha az, hedefe yonelik tedavi seceneklerinin de oniinii
acmistir. Ne yazik ki veteriner hekimligi alaninda, epigenetik ve genetik temelli
arastirmalar heniiz beklenen diizeye ulasamamisti. Bu durumun bircok nedeni
bulunabilir. Bir yandan, insan tibbindaki arastirmalarin yiiksek finansal destek ve c¢ok
disiplinli is birligi aglariyla ilerlemesi, temel bilimlerden klinik uygulamalara kadar
genis bir arastirma yelpazesi sunmaktadir. Diger yandan, veteriner hekimligi alaninda
arastirma fonlarimin, yetkin arastirma ekiplerinin ve yaygin ¢alisma gruplarinin gorece

kisith olmasi, epigenetigi merkeze alan projelerin sayisini oldukga sinirlandirmaktadir.

Kopekler, ozellikle son yillarda “ailenin bir liyesi” olarak kabul edildigi i¢in, onlarin
sagligiyla ilgili yapilacak her tiirlii yenilik¢i arastirma biiyiik 6nem tagimaktadir. Pek
cok insan i¢in, bir kopegin hastalanmasi, 6zellikle de kanser gibi zorlayici bir hastalikla

karsilagmasi, hem hayvan hem de sahibi i¢in son derece yipratict bir siiregtir (Ardicli
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vd., 2024). Kopeklerde kanser, tipki insanlardaki gibi ¢ok ¢esitli alt tiirlere ve biyolojik
karmagikliga sahiptir. Bazi tiirleri genetik yatkinliklara, bazilar1 ise cevresel veya
beslenme faktorlerine, hatta viriis kaynakli etkenlere kadar degisen faktorlerle
iliskilendirilmektedir. Ancak kdpek genomu ve o6zellikle de epigenomuna dair bilgi
eksikligi, hastalik mekanizmalarin1 tam olarak anlamada ve hedefe yonelik tedaviler
gelistirmede 6nemli bir engel olusturmaktadir. Bu noktada, insan tibbinda elde edilen
bulgularin, veteriner hekimligine uyarlanmasi gerekmektedir; cilinkii epigenetik
diizenleme mekanizmalari evrenseldir ve kopekler gibi memeli tiirlerinde de benzer rol
oynamaktadir. Epigenetik temelli kemoterapotik ajanlar—o6rnegin  HDACi veya
DNMTi—kopeklerde de potansiyel ilaglar olarak kullanilabilir (Biondi vd., 2021).
Nitekim sinirlt sayida caligmada, bu ilaglarin baz1 kanser tiirlerinde (lenfoma, mast
hiicre tiimorleri vb.) kismi faydalar sagladigi rapor edilmistir. Ancak bu g¢aligmalarin
kapsaminin darlig1 ve uzun vadeli takip sonuglarinin yetersizligi, heniiz net bir kaniya
varmay1 giiclestirmektedir. Ustelik her kanser tiirii farkli epigenetik imzaya sahip
oldugundan, tek bir ilacin biitiin kdpek kanserleri i¢in etkili olmas1 beklenemez. Bu da
daha fazla molekiiler diizeyde arastirma, biyobelirte¢ tespiti ve hedef kesfi gerekliligini
ortaya koymaktadir.

Kopeklerde kansere yonelik epigenetik arastirmalar sadece klinik fayda acisindan degil,
ayni zamanda insan tibbiyla da dogrudan iligkili bir “karsilikli model” olusturma
potansiyeline sahiptir. Cilinkii kopekler, insanlarin ev ortamindaki en yakin yoldaslaridir
ve benzer c¢evresel faktorlere maruz kalirlar. Dolayisiyla, benzer yasam kosullarinda
gelisen tlimorlerin epigenetik mekanizmalarinin aydinlatilmasi, hem veteriner hem de
insan tibb1 igin karsilikli yarar saglayabilir. Ustelik bir kdpegin kanserle miicadelesi
yalnmizca tibbi ve veteriner hekimligi boyutuyla degil, duygusal ve ekonomik
boyutlariyla da olduk¢a yipratici olabilir. Sahipler, “ailenin bir liyesi” gibi gordiikleri
dostlarinin saglig: icin her tirlii fedakarhigi yapmaya hazirdir; ancak mevcut tedavi
secenekleri yetersiz kaldiginda yasanan ac1 ve belirsizlik, ¢ok daha derin bir probleme

doniisiir.

Bu sebeple, kopeklerde (ve genel olarak veteriner hekimliginde) epigenetik temelli

caligmalarin artmasi biiylik 6nem tasir. Molekiiler tan1 yontemlerinden hedefe yonelik
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ilag gelistirmeye, klinik aragtirmalardan uzun siireli takip ¢alismalar1 olusturmaya kadar
pek cok asamada multidisipliner bir yaklasima ihtiyag vardir. Genetik analizlerin
yaninda epigenetik profil ¢ikarmaya (DNA metilasyon haritalari, histon modifikasyon
paternleri, non-kodlayict RNA’larin analizi vb.) yonelik altyapilar kurulmali, sonuglar
biyoinformatik ve biyostatistik araclarla derinlemesine incelenmelidir. Ayrica,
farmakogenomik veriler 15181nda, her kopegin kendi genetik ve epigenetik 6zelliklerine

gore tedavi almasina yonelik kisisellestirilmis veteriner uygulamalar1 kurgulanabilir.

Sonug olarak, insan tibbinda epigenetik temelli kemoterapotik ajanlar ve genetik-
epigenetik odakli ¢alismalar hayli gelismisken, veteriner hekimligi alaninda &zellikle
kopek kanserlerinde benzeri diizeyde arastirma ve veri bulunmamasit 6nemli bir
eksikliktir. Bu alanda yapilacak genis ¢apl calismalar, sadece evcil hayvanlarin degil,
ayni zamanda bu hayvanlarla bir arada yasayan insanlarin da refahini artiracak, daha
biitiinciil bir saglik anlayisina (Tek Saglik Konsepti Kapsaminda) hizmet edecektir. Bu
nedenle, kopeklerde kansere yonelik kapsamli molekiiler ¢alismalarin degeri biiytiktiir
ve bu caligmalar, tip ve veteriner hekimligi arasindaki arastirma kopriilerini
giiclendirecek biiyiik bir potansiyele sahiptir. Bu tez ¢alismasinin sonuglarindan yola
cikarak, VPA ve dosetaksel kombinasyonunun 6nemli bir tedavi segenegi olabilecegi
goriilmiistiir. Elde ettigimiz bu sonug, hem sitotoksisite hem de karsinogenezis
mekanizmalari bakimindan onemli genlerin ekspresyon profillerinin
degerlendirilmesiyle dogrulanmigti. Bu ikili kombinasyona vinkristin siilfatin
eklenmesi beklenen etkiyi yaratmasa da bu konuda daha kapsamli molekiiler analizlere
thtiyac vardir. Ayn1 zamanda, bir sonraki inceleme basamagi olarak bu kombinasyonun
klinige uyarlanabilmesi i¢in in vivo olarak arastirilmasi gerekliligi agiktir. Diger ¢ok
onemli bir nokta ise VPA ve dosetaksel kombinasyonunun kopek meme kanseri
tizerindeki etkilerini dogrudan inceleyen spesifik bir bilimsel ¢alisma bulunmamasidir.
Dolayisiyla, bu calismadan elde edilen bulgular veteriner klinik genetik ve onkoloji
alanlarma yenilik¢i bakis agilar1 getirme ve ileride yapilacak calismalara rehber olma
potansiyeline sahiptir. Ayni1 zamanda, bu c¢alismanin sonuglar, kopek meme
tiimdrlerinde epigenetik diizenlemenin ve ilgili ilaclarin klinige uyarlanmasinin ne kadar
onemli oldugunu ve konvansiyonel tedavi yaklasimlarinin yenilik¢i kemoterapi bakis

acisi ile desteklenmesinin gerekliligini vurgulamaktadir.
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