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Danışman Prof. Dr. Ferda ARI 

 İkinci Danışman: Prof. Dr. Hale ŞAMLI (Bursa Uludağ Üniversitesi)  
 

Meme kanseri, hem insanlarda hem de köpeklerde, genetik ve epigenetik 

değişikliklerin birikimi ile birlikte çok sayıda moleküler mekanizmanın etkili olduğu 

oldukça yaygın ve kompleks bir hastalıktır. Ancak köpek meme karsinomlarında 

histon deasetilaz inhibitörleri gibi epigenetik ilaçlar ve kemoterapi ilaçları ile 

kombinasyonların etkinliği hakkında yeterli bilgi mevcut değildir. Bu nedenle, bu tez 

çalışmasında, bir histon deasetilaz inhibitörü olan valproik asitin, köpek meme epitel-

benzeri karsinom hücrelerindeki etkinliği değerlendirilmiştir. Aynı zamanda, valproik 

asitin yaygın olarak kullanılan kemoterapötikler olan vinkristin sülfat ve dosetaksel 

ile ikili ve üçlü kombinasyonlarının sitotoksik etkileri ve mekanizmaları 

araştırılmıştır. Valproik asit, vinkristin sülfat ve dosetaksel ve kombinasyonların 

sitotoksik aktiviteleri, XTT hücre canlılık testiyle taranmıştır. Hücrelerde apoptoz ve 

nekroz varlığı Hoechst 33342/Anneksin-V/Propidyum iyodür üçlü floresan boyama 

yöntemi ile belirlenmiştir. Hücre ölüm yolaklarında önemli rol oynayan genler olan 

BCL-2, NOXA, MCL-1, BAX, BID, PUMA, ATM, CASP3, P53, P21’e ait ekspresyon 

profilleri gerçek zamanlı PCR kullanılarak değerlendirilmiş ve deneysel koşullar 

temelinde karşılaştırılmıştır. Elde edilen bulgulara göre, valproik asitin ve aynı 

zamanda dosetaksel ile kombinasyonunun çok güçlü  bir sitotoksik etki yarattığı 

gözlenmiştir. Bu kombinasyonda, BCL-2 ve MCL-1 gibi anti-apoptotik genlerde çok 

belirgin aşağı regülasyon ve buna karşın NOXA, BAX, BID ve PUMA gibi pro-

apoptotik genlerde dikkat çekici bir yukarı regülasyon hücrelerin apoptozis lehine 

programlandığını ve direnç geliştirme kapasitesinin azaldığını göstermektedir. Bu 

durum, ATM, CASP3, P53 ve P21 gibi genlerdeki aktivasyon ve aynı zamanda 

BAX/BCL-2 eksenindeki rölatif artış ile doğrulanmıştır. Sonuç olarak, bu araştırmada 

valproik asit ve dosetaksel kombinasyon tedavisinin, köpek meme karsinomunda 

etkin bir tedavi seçeneği potansiyeli olabileceği ortaya konulmuştur. 
 

Anahtar Kelimeler: Köpek, Meme Kanseri, Valproik Asit, Dosetaksel, Apoptozis 

2025, xxii +185 sayfa. 
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INVESTIGATION OF CYTOTOXIC EFFECTS AND MOLECULAR 

MECHANISMS OF HISTONE DEACETYLASE INHIBITORS (HDACi)-

CHEMOTHERAPEUTIC AGENTS COMBINATIONS IN CANINE BREAST 

CANCER CELLS 

 

Sena ARDIÇLI 
 

Bursa Uludağ University 

Graduate School of Natural and Applied Sciences  

Department of Biology 

 

Supervisor: Prof. Dr. Ferda ARI 

Second Supervisor: Prof. Dr. Hale ŞAMLI (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 using 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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1. GİRİŞ 

 
 

Kanser, hücrelerin kontrolsüz büyümesi, doku invazyonu ve metastaz özellikleriyle 

tanımlanan karmaşık bir hastalık grubudur. Genetik mutasyonlar, epigenetik 

düzenlemeler ve tümör mikroçevresi arasındaki dinamik etkileşimler, kanserin biyolojik 

temelini oluşturan en önemli faktörlerdir. Günümüzde kanser biyolojisinin 

anlaşılmasındaki ilerlemeler, moleküler düzeydeki bu süreçlerin keşfi sayesinde 

mümkün olmuştur (Weinstein vd., 2013). Bu süreçler, kanser hücrelerinin proliferasyon, 

hayatta kalma, metastaz ve bağışıklık sisteminden kaçış gibi özelliklerini nasıl 

kazandığını ortaya koyarken, aynı zamanda terapötik hedeflerin geliştirilmesine olanak 

tanımaktadır (Jain vd., 2021). 

 

Kanserde genetik faktörler, proto-onkogenlerin aktivasyonu ve tümör baskılayıcı 

genlerin inaktivasyonu ile ilişkilidir. Bu durum, hücresel sinyal yollarını bozar ve tümör 

hücrelerinin kontrolsüz çoğalmasına neden olur (Shen vd., 2018). Özellikle P53 gibi 

tümör baskılayıcı genlerde meydana gelen mutasyonlar, DNA hasarına verilen hücresel 

yanıtın etkisiz hale gelmesine yol açar. Bu tür genetik değişiklikler, kanserin 

başlangıcında ve ilerlemesinde kritik bir rol oynar (Lawrence vd., 2014). Bunun yanı 

sıra, kritik genlerdeki germ hattı mutasyonları, DNA onarım mekanizmalarını bozarak 

genomik instabiliteye ve dolayısıyla kanser riskinin artmasına neden olur (Chong vd., 

2014). Ancak, yalnızca genetik değişiklikler değil, epigenetik düzenlemeler de kanser 

biyolojisinde önemli bir yer tutar. Epigenetik, DNA dizisinde herhangi bir değişiklik 

olmadan gen ekspresyonunu düzenleyen bir mekanizma olarak, kanser hücrelerinin 

fenotipik özelliklerini ve terapötik yanıtlarını şekillendirebilir (Baylin ve Jones, 2016). 

 

Epigenetik mekanizmalar arasında DNA metilasyonu, histon modifikasyonları, 

kromatin yeniden düzenlenmesi ve kodlama yapmayan RNA’lar yer alır. Bu 

mekanizmalar, hücrelerin hangi genlerin aktif veya inaktif olacağını belirlemesini sağlar 

(Feng ve De Carvalho, 2022). DNA metilasyonu, genellikle tümör baskılayıcı genlerin 

susturulmasına neden olarak kanser oluşumunu destekler. Histon modifikasyonları ise 

kromatin yapısını doğrudan etkileyerek gen ekspresyonunu düzenler. Histon 

asetilasyonunun azalması ve buna bağlı olarak kromatinin daha sıkı bir yapıya 
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bürünmesi, gen ekspresyonunu baskılar ve kanser hücrelerinin malign özelliklerini 

artırır (Rosenthal vd., 2023). Histon deasetilazlar (HDAC’lar), bu süreçte histonlardan 

asetil gruplarını uzaklaştırarak gen ekspresyonunu baskılayan enzimlerdir. HDAC’ların 

aşırı aktivasyonu, tümör baskılayıcı genlerin susturulmasına ve kanser hücrelerinin 

kontrolsüz çoğalmasına katkıda bulunur (Song vd., 2017). 

 

Epigenetik düzenlemelerin tedavi edilebilir ve geri döndürülebilir doğası, bu 

mekanizmaları hedef alan terapötik yaklaşımlar geliştirilmesine olanak tanımıştır. 

HDAC inhibitörleri (HDACi), histon deasetilazların aktivitesini inhibe ederek kromatini 

gevşetir ve gen ekspresyonunu yeniden düzenler. Bu ilaçlar, özellikle tümör baskılayıcı 

genlerin yeniden aktif hale getirilmesinde önemli bir rol oynar (Berger vd., 2020). 

HDACi’ler, kanser hücrelerinde apoptozun tetiklenmesi, hücre döngüsünün 

durdurulması, anjiyogenezin baskılanması ve immün sistemin modüle edilmesi gibi 

etkiler gösterir. Bu ajanlar, kanser hücrelerinin epigenetik düzenlemesini hedef alarak 

kanser biyolojisinin daha iyi anlaşılmasına katkıda bulunmuştur. 

 

HDACi’lerin yanı sıra DNA metiltransferaz inhibitörleri (DNMTi) de kanser 

tedavisinde umut vaat eden bir diğer epigenetik ajan sınıfıdır. DNMTi’ler, DNA 

metilasyonunu azaltarak tümör baskılayıcı genlerin yeniden aktifleşmesine olanak tanır. 

Bu ilaçlar, genetik mutasyonların tedavi edilemez olduğu durumlarda, epigenetik 

değişiklikleri hedef alarak hücresel mekanizmaları yeniden düzenler (Rosenthal vd., 

2023). Bu tür epigenetik düzenleyiciler, özellikle epigenetik değişikliklerin heterojen 

olduğu tümörlerde kişiselleştirilmiş tedavi yaklaşımlarının geliştirilmesine olanak 

sağlamaktadır (Baylin ve Jones, 2016). 

 

Kanser biyolojisinde epigenetik düzenlemelere ek olarak, tümör mikroçevresi de önemli 

bir yere sahiptir. Tümör mikroçevresi, kanser hücreleri ve stromal hücreler arasındaki 

etkileşimlerle şekillenir. Mikroçevrede yer alan bağışıklık hücreleri, fibroblastlar ve 

ekstraselüler matriks bileşenleri, tümör büyümesini ve metastazı destekleyen bir ortam 

yaratır (Lee ve Beatty, 2021). Hipoksi, tümör mikroçevresindeki önemli bir faktör olup, 

HIF-1α gibi transkripsiyon faktörlerinin stabilize olmasına ve anjiyogenez süreçlerinin 

aktive edilmesine yol açar (Semenza, 2012). Ayrıca, kanser ilişkili fibroblastlar 
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(CAF’ler), salgıladıkları sitokinler ve büyüme faktörleri aracılığıyla tümör hücrelerinin 

invazyon ve metastaz potansiyelini artırır. Bu bağlamda, epigenetik düzenlemeler ve 

tümör mikroçevresi arasındaki ilişki, kanserin sistemik bir hastalık olarak ele alınmasını 

gerekli kılar. 

 

Kanser biyolojisi, genetik mutasyonlar, epigenetik değişiklikler ve tümör 

mikroçevresinin karmaşık etkileşimleriyle şekillenen çok yönlü bir süreçtir. HDACi’ler 

ve DNMTi’ler gibi epigenetik hedefli ilaçlar, kanser tedavisinde yeni fırsatlar sunarken, 

mikroçevresel faktörlerin terapötik etkiler üzerindeki rolü, tedavi yaklaşımlarının daha 

kapsamlı bir şekilde ele alınmasını gerektirir. Veteriner hekimlik alanında, epigenetik ve 

genetik odaklı araştırmaların sınırlı kalması, bu alandaki bilgi birikimini ve yenilikçi 

tedavi yaklaşımlarını derinlemesine geliştirme çabalarını zorlaştırmaktadır. İnsan 

tıbbında genetik ve epigenetik araştırmaların güçlü bir finansal destek ve disiplinler 

arası iş birliği ile ilerlemesi, bu alanda geniş bir klinik uygulama ve bilimsel keşif 

yelpazesi sunarken; veteriner hekimliğinde aynı düzeyde bir ilerleme henüz 

sağlanamamıştır. İnsan tıbbında DNA metilasyonu, histon modifikasyonları ve 

mikroRNA düzenlemeleri gibi epigenetik mekanizmaların detaylı bir şekilde 

incelenmesi, hedefe yönelik tedavi stratejilerinin geliştirilmesine öncülük etmiştir. Buna 

karşın, veteriner hekimliğinde bu tür çalışmaların sayıca azlığı, özellikle köpeklerde 

kansere yönelik tedavi seçeneklerinin sınırlı olmasına neden olmaktadır. 

 

Köpekler, insanların yaşamına entegre olmuş önemli dostlar olarak görülmekte, bu 

nedenle onların sağlığıyla ilgili araştırmalar hem bilimsel hem de toplumsal bir öneme 

sahiptir. Köpeklerde görülen kanserler, insanlardaki gibi genetik yatkınlıklar, çevresel 

maruziyetler, beslenme alışkanlıkları ve virüs kaynaklı enfeksiyonlar gibi çeşitli 

faktörlerle ilişkilidir (Pastor vd., 2018; Schneider vd., 1969; Vazquez vd., 2023; Zheng 

vd., 2022). Ancak köpeklerdeki kanser türlerinin genetik ve epigenetik arka planını 

anlamadaki bilgi eksikliği, hastalığın biyolojik mekanizmalarının aydınlatılmasını ve 

daha etkili tedavi stratejilerinin geliştirilmesini zorlaştırmaktadır. İnsan tıbbından elde 

edilen bulguların veteriner hekimliğinde uygulanabilirliğini artırmak, bu alandaki bilgi 

boşluklarını doldurmanın en etkili yollarından biridir. Epigenetik düzenleme 
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mekanizmaları, türler arasında benzerlik gösterdiği için, insanlardaki verilerin köpeklere 

uyarlanması mümkündür. 

 

Epigenetik düzenlemelerin, özellikle DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlarının, 

köpeklerdeki kanser biyolojisi üzerindeki rolünün aydınlatılması büyük bir potansiyel 

taşımaktadır. Bu çalışmalar sadece köpeklerin sağlığına yönelik önemli klinik faydalar 

sağlamakla kalmayacak, aynı zamanda insan ve köpeklerde ortak çevresel 

maruziyetlerin etkisini anlamaya da katkıda bulunacaktır. Köpekler, binlerce yıldır 

insanların en yakın yoldaşları olmuştur ve benzer çevresel koşullara maruz kalmışlardır. 

Bu nedenle, köpeklerdeki tümörlerin epigenetik mekanizmalarının aydınlatılması, insan 

ve veteriner tıbbı arasında karşılıklı bir model oluşturma potansiyeline sahiptir. Bu tür 

çalışmalar, iki disiplin arasında bir köprü işlevi görerek hem hayvan hem de insan 

sağlığına hizmet edecektir. 

 

Veteriner hekimliğinde epigenetik araştırmaların artırılması, multidisipliner bir 

yaklaşımı gerektirmektedir. Moleküler tanı araçlarından kişiselleştirilmiş tedavi 

yöntemlerine kadar uzanan geniş bir araştırma ve uygulama yelpazesi oluşturulmalıdır. 

DNA metilasyon profilleri, histon modifikasyon paternleri ve kodlama yapmayan RNA 

analizlerini kapsayan epigenetik çalışmalar, köpek kanserlerinde hedefe yönelik 

tedaviler için temel oluşturacaktır. Bu tür araştırmaların sonuçları, biyoinformatik ve 

biyostatistik araçlarla derinlemesine analiz edilerek, genetik ve epigenetik 

düzenlemelerin klinik uygulamalarla entegrasyonu sağlanmalıdır. Ayrıca, 

farmakogenomik veriler doğrultusunda her köpeğin genetik ve epigenetik özelliklerine 

göre özelleştirilmiş tedaviler tasarlanabilir. Bu tür bir yaklaşım, hem köpeklerin hem de 

sahiplerinin kanserle mücadelede daha etkin, güvenli ve hedefe yönelik tedavilere 

erişimini sağlayacaktır. Epigenetik temelli tedaviler, yalnızca hayvan sağlığını değil, 

aynı zamanda insanların psikolojik refahını da olumlu yönde etkileyecek önemli bir 

gelişme olarak değerlendirilmektedir. 

  

Karsinogenezis, çok sayıda genetik mekanizmanın rol oynadığı kompleks bir biyolojik 

süreçtir. Veteriner hekimlikte epigenetik araştırmaların sınırlı olması önemli bir 

eksikliktir ve bu alanda yapılacak çalışmaların sadece köpeklerin değil, bu hayvanlarla 
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birlikte yaşayan insanların da yaşam kalitesini artıracağı açıktır. Tıpta elde edilen 

epigenetik ve genetik bulguların veteriner hekimliğine aktarılması, bu alandaki bilgi 

birikimini derinleştirecek ve daha bütüncül bir sağlık yaklaşımına hizmet edecektir. Bu 

sebeple, köpeklerde kansere yönelik epigenetik temelli araştırmaların artırılması, hem 

hayvan hem de insan sağlığı için büyük bir potansiyel taşımaktadır. Tıpta kaydedilen 

ilerlemeler, veteriner hekimliği alanına aynı şekilde tesir etmemiştir. Özellikle veteriner 

onkolojisi ve daha spesifik olarak da köpeklerde meme tümörleri konusunda moleküler 

genetik çalışmalara ihtiyaç oldukça büyüktür. Bu nedenle bu tezin amacı, köpek meme 

karsinomu hücrelerinde VPA ve yaygın olarak kullanılan kemoterapötik ilaçlar 

(vinkristin sülfat ve dosetaksel) ile kombinasyonlarının etkisinin incelenmesidir.      
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2. KAYNAK ÖZETLERİ  

 

2.1. Kanser 

 

Kanser, kontrolsüz hücre büyümesi ve vücudun diğer bölgelerini istila etme veya 

yayılma yeteneği ile karakterize kompleks bir hastalıktır. Karmaşık biyolojisi ve 

heterojen doğası nedeniyle, bu hastalık modern tıbbın en zorlu sorunlarından biri 

olmaya devam etmektedir. Son birkaç on yılda kanser anlayışı, basit bir tümör oluşumu 

algısından, genetik ve çevresel faktörleri içeren çok daha nüanslı bir perspektife doğru 

önemli ölçüde evrilmiştir. Bu değişim, büyük ölçüde genomik ve sistem biyolojisindeki 

ilerlemeler sayesinde olmuştur. Bu ilerlemeler, kanserin moleküler temelleri ve çeşitli 

biyolojik sistemlerle etkileşimi hakkında daha derin bilgiler sağlamıştır  (Imielinski vd., 

2012; Weinstein vd., 2013). Genetik ve biyoteknolojideki gelişmeler, somatik 

mutasyonların ve tümör oluşumunu yönlendiren genomik değişikliklerin 

tanımlanmasını mümkün kılarak kanser araştırmalarında devrim yaratmıştır (Weinstein 

vd., 2013). Bu bulgular, kanserin sadece anormal hücrelerin bir koleksiyonu olarak 

değil, genetik yatkınlıklar ve çevresel maruziyetler de dahil olmak üzere sayısız 

faktörden etkilenen karmaşık bir sistem olarak anlaşılmasının önemini vurgulamaktadır 

(Boddy, 2023). Bu bakış açısı, bu kompleks sistemi etkili bir şekilde bozabilecek hedefe 

yönelik tedavilerin geliştirilmesi ve hastaların iyi oluşları için çok önemlidir (Du ve 

Elemento, 2015; Werner vd., 2014). 

 

Genetik ve sistem biyolojisi perspektiflerine ek olarak, kanserin evrimsel dinamikleri 

son yıllarda giderek artan bir ilgi görmüştür. Kanserin evrimsel bir süreç olarak 

kavramı, tümör davranışını şekillendirmede doğal seçilimin rolünü vurgulayarak, 

terapötik müdahalelerden kaçabilen agresif fenotiplerin ortaya çıkmasına yol açar 

(Aktipis ve Nesse, 2013; Shpak ve Lu, 2016). Bu evrimsel çerçeve, tümör 

heterojenitesini anlama yeteneğimizi artırmakla kalmaz, aynı zamanda tedavinin 

uyguladığı evrimsel baskılara karşı koyabilecek uyarlanabilir tedavi stratejilerinin 

geliştirilmesine de katkıda bulunur (Pepper vd., 2014). Ayrıca, bağışıklık sistemi ile 

kanser arasındaki etkileşim oldukça kritik bir noktadır. İmmün hücreler, stromal 

hücreler ve ekstraselüler matriks bileşenlerini içeren kanser mikroçevresi, tümör 
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progresyonunu ve tedaviye yanıtı önemli ölçüde etkiler (Jain vd., 2021; Lee ve Beatty, 

2021). 

 

2.2. Kanser Genetiği 

 

Kanser, temel olarak çoğalma, apoptozis ve DNA onarımı gibi kritik hücresel süreçleri 

düzenleyen genlerdeki mutasyonların birikimiyle karakterize edilen genetik bir 

hastalıktır. Bu mutasyonlar ağırlıklı olarak proto-onkogenler ve tümör baskılayıcı genler 

olmak üzere iki farklı gen sınıfını etkiler. Proto-onkogenler normalde hücre büyümesi 

ve farklılaşmasını destekleyen proteinleri kodlarken, işlev kazandırıcı (“gain-of-

function”) mutasyonlar geçirdiklerinde onkogenlere dönüşerek malign transformasyonu 

tetikleyebilirler (Shen vd., 2018). Buna karşılık, tümör baskılayıcı genler, hücre 

döngüsünde olumsuz (negatif) düzenleme yapmak veya DNA onarımını 

kolaylaştırmakla görevlidir. Bu genlerdeki işlev kaybı (“loss-of-function”) 

mutasyonları, hayati önem taşıyan kontrol noktalarını ortadan kaldırarak genomik 

değişiklik taşıyan hücrelerin normal büyüme kısıtlamalarını aşmasına izin verir (Sonkin 

vd., 2013). 

 

Kanserin ortaya çıkışı, kalıtsal (germ hattı) mutasyonlar ile bireyin yaşamı boyunca 

DNA replikasyon hataları veya çevresel kanserojenlere maruziyet sonucu biriken 

sporadik (somatik) mutasyonların bir kombinasyonundan kaynaklanabilir (Hassan vd., 

2019). Bu sürücü (“driver”) mutasyonların kademeli birikimi ve ortaya çıkan genomik 

kararsızlık, normal hücrelerin giderek daha agresif hale gelen klonlara adım adım 

evrimleşmesini destekler (Lawrence vd., 2014). Örneğin, sürücü genlerin keşfi, belirli 

mutasyonların seçici bir büyüme avantajı sağladığını ve bunun onkogenezin ayırt edici 

özelliklerinden biri olduğunu göstermiştir (Yang vd., 2010). Ayrıca hem yaygın hem de 

nadir sürücü mutasyonların tespit edilmesi, tümör oluşumunu anlamak ve hedefe 

yönelik tedaviler geliştirmek açısından kritik önem taşır (Buisson vd., 2019). 

 

Spesifik genetik lezyonları ve bunların bozduğu moleküler yolakları anlamak, kanser 

sürecinin erken aşamalarında müdahaleyi hedefleyen akılcı ilaç tasarımı ve 

kişiselleştirilmiş tıp stratejileri için esastır (Sanchez-Vega vd., 2018). Örneğin, BRCA1 
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ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlar doğrudan tümör oluşumuna yol açmasa da 

genomik kararsızlığı artırarak diğer tümör baskılayıcı genlerin inaktivasyonu veya 

onkogenlerin aktivasyonu gibi ek değişiklikleri tetikler ve bu durum, bu genlerin 

genomik stabiliteyi korumadaki rolünü vurgular (Chong vd., 2014). Ek olarak, sürücü 

mutasyonlarla tümör mikroçevresi arasındaki etkileşim, tedaviye yanıtları ve klinik 

sonuçları etkileyebilir; bu da kanser tedavisinde kapsamlı genomik profillemenin 

önemini ortaya koymaktadır (Laddha vd., 2014). 

 

Proto-onkogenlerdeki ve tümör baskılayıcı genlerdeki genetik mutasyonlar arasındaki 

karmaşık ilişki, kanser biyolojisinin zorlu yapısının temelini oluşturur. Bu genetik 

değişikliklerin ve işlevsel sonuçlarının derinlemesine anlaşılması, kanser araştırmalarını 

ilerletmek ve tedavi stratejilerini iyileştirmek için hayati öneme sahiptir. Kanser 

oluşumundaki diğer çok önemli bir biyolojik süreç ise epigenetik düzenlemedir.  

 

2.3. Kanserde Epigenetik: Mekanizmalar, Sonuçlar ve Terapötik Potansiyel 

 

Kanser, genetik mekanizmalardan olduğu kadar epigenetik değişimlerden de etkilenen 

karmaşık bir hastalıktır. Genetik mutasyonlar uzun süredir tümör oluşumunun birincil 

nedenleri olarak görülse de, epigenetik, temel DNA dizisini değiştirmeden gen 

ekspresyonunu düzenleyen kritik bir faktör olarak öne çıkmıştır. Bu epigenetik 

düzenleme, DNA metilasyonu, histon modifikasyonları, kromatin yeniden düzenlenmesi 

ve kodlama yapmayan RNA’ların etkisi gibi çeşitli mekanizmaları kapsamaktadır. Bu 

mekanizmaların tamamı çevresel uyaranlara duyarlıdır ve geri döndürülebilir 

niteliktedir (Baylin ve Jones, 2016; Feng ve De Carvalho, 2022; Skourti ve Dhillon, 

2022). 

 

Epigenetik modifikasyonlar, kanserin kademeli olarak ilerlemesinde önemli bir rol 

oynar. Örneğin, bazı histon modifikasyonlarının düzensizleşmesi, meme kanseri alt 

tiplerinin invazivliği ile ilişkilendirilmiştir (Berger vd., 2020). Ayrıca, kromatin yeniden 

düzenlenme proteinleri genellikle kanser hücrelerinde aşırı ifade edilir ve bu durum, 

tümör büyümesini destekleyen gen ekspresyonuna yönelik artan metabolik talebi 

gösterir (Eubanks vd., 2017). Genetik mutasyonlar ile epigenetik değişimler arasındaki 
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etkileşim kritik bir öneme sahiptir; çünkü epigenetik değişiklikler, tümör baskılayıcı 

genlerin susturulmasına veya onkogenlerin aktifleşmesine yol açarak malign fenotipe 

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

 

Epigenetik değişimlerin geri döndürülebilirliği, kanser tedavisi için yeni fırsatlar 

sunmaktadır. Hatta, günümüzde bazı epigenetik temelli tedaviler onay almıştır. Bu 

tedaviler, çeşitli kanserlerin tedavisinde umut vaat etmektedir (Song vd., 2017; 

Szczepanek vd., 2023; Zhang vd., 2022). Epigenetik yaklaşım, kanser hücrelerinde 

hücre döngüsünü durdurma, farklılaşma ve apoptozu indükleyebilir ve genellikle ciddi 

yan etkilere sahip olan geleneksel kemoterapilere göre stratejik bir avantaj sunar 

(Rosenthal vd., 2023). Ayrıca, epigenetik ilaçların immünoterapi veya sitotoksik ajanlar 

gibi diğer tedavi modülleriyle birleştirilmesi, tedavi etkinliğini artırmak ve ilaç direncini 

aşmak için önerilmiştir (Leary vd., 2018). 

 

Kanserde kodlama yapmayan RNA’ların ve kromatin yeniden düzenlenmesinin rolünün 

anlaşılmasındaki son gelişmeler, araştırma ve terapötik müdahale için yeni alanlar 

açmıştır. Örneğin, belirli kodlama yapmayan RNA’ların yukarı regüle edilmesi, 

terapötik dirence bağlı olan kanser kök hücresi fenotiplerinin sürdürülmesinde rol 

oynadığı gösterilmiştir (Toh vd., 2017; Wang ve Han, 2021). Ayrıca, epigenetik 

belirteçlerin kanser teşhisi ve prognozu için potansiyel biyobelirteçler olarak 

tanımlanması, epigenetik araştırmaların klinik ortamda önemini vurgulamaktadır 

(Pathak vd., 2023; Szczepanek vd., 2023). Epigenetik regülasyonun detaylı bir özeti 

sonraki bölümlerde sunulmuştur. 

 

2.3.1. Epigenetik Düzenleme Mekanizmaları 

 

Epigenetik düzenleme, gen ekspresyonunu topluca etkileyen çeşitli mekanizmaların 

karmaşık bir etkileşimidir. Bu mekanizmalar arasında DNA metilasyonu, histon 

modifikasyonları, kromatin yeniden düzenlenmesi ve kodlama yapmayan RNA’ların 

etkinliği temel bir rol oynar.  
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2.3.1.1. DNA Metilasyonu 

 

DNA metilasyonu, sitozin rezidülerinin 5-karbonuna bir metil grubunun eklenmesini 

içerir ve ağırlıklı olarak CpG dinükleotitlerinde gerçekleşir. Bu modifikasyon, DNA 

metiltransferazlar (DNMT) olarak bilinen bir enzim ailesi tarafından katalize edilir. 

DNA metilasyonunun dinamik yapısı, gen ekspresyonunun düzenlenmesi, genomik 

stabilite ve hücresel kimliğin korunması gibi hücresel süreçlerde önemli bir rol 

oynamasına olanak tanır. Kanser olgularında, DNA metilasyon paternlerindeki 

anormallikler sıklıkla gözlemlenir ve bu durum tümör oluşumu ve kanser ilerlemesine 

katkıda bulunur (Yan vd., 2020). 

 

2.3.1.2. Kanserde Global Hipometilasyon 

 

Global hipometilasyon, genom boyunca DNA metilasyon seviyelerinde yaygın bir 

azalma ile karakterize edilen önemli bir epigenetik değişimdir ve çeşitli kanser 

türlerinde sıkça gözlemlenir (Buj vd., 2016). Bu fenomen, tümör oluşumu ve kanser 

ilerlemesine katkıda bulunan birkaç kritik sonuçla ilişkilendirilmiştir. 

 

2.3.1.3. Genomik Kararsızlık ile İlişkisi 

 

Global hipometilasyonun birincil etkilerinden biri, genomik kararsızlık ile olan 

ilişkisidir. Araştırmalar, global DNA hipometilasyonunun artan kromozomal kararsızlık 

ve mutasyon oranlarına yol açabileceğini göstermektedir; bunlar, kanser gelişiminde 

kritik faktörlerdir. Örneğin, fare embriyonik kök hücrelerinde DNMT1’in yok 

edilmesinin, global hipometilasyon ve artmış genomik kararsızlık ile sonuçlandığı ve T 

hücre lenfomaları gibi malign dönüşümlere yol açtığı gösterilmiştir (Funaki vd., 2015; 

Sheaffer vd., 2016). Ayrıca, global hipometilasyonun, genomik bütünlüğü bozabilen ve 

karsinogenezi teşvik edebilen transpozabl elemanların yeniden aktifleşmesi ile ilişkili 

olduğu belirtilmiştir (Shen vd., 2017). 
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2.3.1.4. Gen-Spesifik Hipermetilasyon ile Etkileşim 

 

Genomik kararsızlığın yanı sıra, global hipometilasyon genellikle gen-spesifik 

hipermetilasyon ile birlikte görülür ve kanser ilerlemesini etkileyen karmaşık bir 

etkileşim yaratır. Örneğin, diffüz büyük B hücreli lenfomada, global hipometilasyon 

bağımsız bir prognostik faktör olarak tanımlanmış ve belirli gen promotörlerinin 

hipermetilasyonu ile ilişkilendirilmiştir (Wedge vd., 2017). Bu metilasyon paternlerinin 

ikiliği, global hipometilasyonun onkogen ekspresyonunu kolaylaştırırken, aynı zamanda 

lokalize hipermetilasyon yoluyla tümör baskılayıcı genleri susturabileceğini ve böylece 

tümör oluşumuna katkıda bulunabileceğini göstermektedir (Wedge vd., 2017). 

 

2.3.1.5. Kanserin Erken Evreleri ile İlişki 

 

Global hipometilasyon, mide, kolorektal ve over kanserleri dahil olmak üzere çeşitli 

kanser türlerinde karsinojenik sürecin erken bir olayı olarak tanınmaktadır. Bu durum 

sıklıkla prekanseröz durumlarla ilişkilendirilir ve kanser hücrelerinin ayırt edici bir 

özelliği olarak kabul edilir (Compare vd., 2011; Thumbovorn vd., 2022). Örneğin, oral 

skuamöz hücreli karsinom bağlamında, global hipometilasyonun kanser gelişiminin 

erken evreleri ile bağlantılı olduğu ve kanser riski için bir biyobelirteç olarak potansiyel 

rolünü gösterdiği belirtilmiştir (Foy vd., 2015). Ayrıca, global hipometilasyonun kanser 

oluşumundan önce meydana gelebileceği ve erken tespit ile risk değerlendirmesi 

açısından önem taşıdığı gösterilmiştir (Zhu vd., 2011). 

 

2.3.1.6. Global Hipometilasyonun Mekanizmaları 

 

Kanserde global hipometilasyonun altında yatan mekanizmalar çok yönlüdür. Bu 

mekanizmalar, DNA metilasyon paternlerinin korunması için kritik olan DNA 

metiltransferazların, özellikle DNMT1'in, aşağı regüle edilmesini içerir (Hervouet vd., 

2010). DNMT1 ile diğer düzenleyici proteinler arasındaki etkileşimlerin bozulmasının, 

hipometilasyon yoluyla tümör oluşumunu teşvik ettiği de belirtilmiştir (Hervouet vd., 

2010). Ayrıca, sigara dumanı ve kirleticilere maruz kalma gibi çevresel faktörler ve 
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yaşam tarzı seçimlerinin, global DNA metilasyon seviyelerini etkileyerek kanser riskini 

artırabileceği gösterilmiştir (Shen vd., 2017). 

 

2.4. Tümör Oluşumunda Epigenetik Değişiklikler 

 

Epigenetik değişiklikler, tümör oluşumunun başlangıcından metastaza kadar tüm 

aşamalarda kritik bir rol oynar. 

 

2.4.1. Kanserin Başlangıcı 

 

Kanserin erken evrelerinde, tümör baskılayıcı genlerin promotör hipermetilasyonu ve 

global DNA hipometilasyonu gibi belirli epigenetik değişiklikler sıklıkla gözlemlenir. 

Promotör hipermetilasyonu, kritik tümör baskılayıcı genlerin susturulmasına yol açan 

iyi belgelenmiş bir mekanizmadır. Örneğin, siklin bağımlı kinaz inhibitörü 2A (Cyclin-

Dependent Kinase Inhibitor 2A: CDKN2A) geninin hipermetilasyonu, hücre 

döngüsünün düzenlenmesi için hayati öneme sahip olan P16 ekspresyonunun kaybına 

neden olur. P16 kaybı, normal hücre döngüsü kontrolünü bozarak kontrolsüz hücresel 

proliferasyona ve tümör oluşumuna katkıda bulunur (Vidal vd., 2017). Buna karşılık, 

global DNA hipometilasyonu, RAS gibi onkogenlerin aktivasyonu ile ilişkilidir ve bu 

durum hücresel dönüşüm ve kanser ilerlemesine yol açabilir. Hipometilasyon, genellikle 

susturulmuş olan onkogenlerin ekspresyonuna izin vererek, kanserin ayırt edici bir 

özelliği olan genomik kararsızlığı teşvik edebilir (Baba vd., 2014; Royston vd., 2018). 

Çalışmalar, global hipometilasyonun çeşitli kanserlerde yaygın bir özellik olduğunu ve 

malign fenotipe önemli ölçüde katkıda bulunduğunu göstermiştir (Lesch vd., 2019; 

McDonald vd., 2017). 

 

2.4.2. Tümör İlerlemesi 

 

Histon modifikasyonları ve kromatin yeniden düzenlenmesi, onkojenik yolları 

aktifleştirerek ve farklılaşma ile ilişkili genleri susturarak tümör ilerlemesini 

kolaylaştırır. EZH2’nin aşırı ekspresyonu, baskılayıcı H3K27me3 işaretlerini 

yerleştirerek agresif tümör fenotipleri ile ilişkilendirilmiştir (Varambally vd., 2002). 
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Benzer şekilde, MALAT1 gibi uzun kodlama yapmayan RNA’lar (long non-coding 

RNA: lncRNA) hücre proliferasyonu ve metastazı teşvik eder (Tripathi vd., 2010). 

 

2.4.3. Metastaz 

 

Epigenetik düzenleme, metastaz için kritik bir süreç olan epitel-mezenkimal geçişin 

(EMT) ayrılmaz bir parçasıdır. E-kaderinin promotör hipermetilasyonu veya histon 

deasetilasyonu yoluyla susturulması, EMT’nin ayırt edici bir özelliğidir. Ayrıca, tümör 

mikroçevresinin indüklediği hipoksi, epigenetik ortamı değiştirerek metastatik 

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

 

2.5. Tümör Mikroçevresi ile Epigenetik Etkileşim 

 

Tümör mikroçevresi, epigenetik düzenlemeyi önemli ölçüde etkiler. Hipoksi, hızlı 

tümör büyümesi ve anormal damarlanma nedeniyle yetersiz oksijen kaynağından 

kaynaklanan katı tümörlerin yaygın bir özelliğidir. Hipoksik koşullarda, HIF-1α 

stabilize olur ve çekirdeğe taşınır; burada anjiyogenez, metabolizma ve hayatta 

kalmayla ilgili çeşitli hedef genlerin transkripsiyonunu aktive eder. Önemli olarak, HIF-

1α, DNMT’ler ve HDAC’ler belirli gen promotörlerine çeker ve trombospondin-1 

(TSP-1) ve E-kaderin gibi anti-anjiyojenik genlerin susturulmasına yol açar. Bu süreç, 

artan DNA metilasyonu ve histon deasetilasyonu ile sonuçlanarak, tümör ilerlemesini ve 

anjiyogenezi destekleyen bir epigenetik ortam yaratır (Kumar vd., 2019; Semenza, 

2012). 

 

CAF’ler, tümör mikroçevresinin ana bileşenlerinden biridir ve kanser hücrelerinin 

davranışını etkileyen çeşitli sitokinler ve büyüme faktörleri salgılar. Bu salgılanan 

faktörler, tümör hücrelerindeki kromatin durumlarını daha da değiştirebilir ve tümör 

büyümesini ve bağışıklık sisteminden kaçışı teşvik edebilir (Halim vd., 2017; Kalluri ve 

Zeisberg, 2006). Örneğin, CAF kaynaklı sitokinler olan transformasyon büyüme 

faktörü-beta (TGF-β) ve interlökin-6 (IL-6), kanser hücrelerinin invaziv ve metastatik 

potansiyelini artıran epigenetik değişiklikleri indüklediği gösterilmiştir. Özellikle TGF-

β, epigenetik düzenleyicilerin toplanmasına yol açan sinyal yollarını aktive edebilir ve 
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bu da tümör baskılayıcı genlerin baskılanmasına ve EMT’nin teşvik edilmesine neden 

olur (Elliott ve Blobe, 2005). Dahası, CAF’ler ile tümör hücreleri arasındaki etkileşim, 

tümörlerin agresif davranışını sürdüren bir geri besleme döngüsü oluşturur. CAF’ler 

tarafından salınan sitokinler, kanser hücrelerindeki epigenetik düzenleyicilerin 

ekspresyonunu değiştirebilir ve bu da tümör büyümesini ve bağışıklık sisteminden 

kaçışı destekleyen gen ekspresyonundaki kalıcı değişikliklere yol açar (Elliott ve Blobe, 

2005; Halim vd., 2017; Kalluri ve Zeisberg, 2006; Kumar vd., 2019; Semenza, 2012). 

 

2.6. Ökaryotik Kromatin Yapısı 

 

Ökaryot kromatini, DNA ve histon proteinlerinden oluşan sofistike bir yapı olup, 

genomun çekirdek içinde paketlenmesini sağlarken aynı zamanda gen erişilebilirliğini 

ve ekspresyonunu düzenlemede kritik bir rol oynar (Mei vd., 2019). Kromatinin temel 

birimi olan nükleozom, ~146 baz çifti uzunluğundaki DNA’nın, histon proteinlerinden 

(H2A, H2B, H3 ve H4) oluşan bir oktamer etrafına sarılmasıyla oluşur (Mei vd., 2019). 

Bu organizasyon (Şekil 2.1), histonların çeşitli post-translasyonel modifikasyonları 

aracılığıyla kromatin yapısının ve fonksiyonunun dinamik olarak düzenlenmesini 

mümkün kılar (Sonraki bölümlerde ayrıntılı bir şekilde ele alınacaktır). Ayrıca H2B 

Tyr37 fosforilasyonu gibi spesifik modifikasyonlar, replikasyona bağımlı çekirdek 

histon genlerinin baskılanmasında rol oynayarak histon modifikasyonları ile gen 

düzenlenmesi arasındaki karmaşık ilişkiyi ortaya koymaktadır (Mahajan vd., 2012). 
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Şekil 2.1. Kromatin organizasyon düzeyleri ve kromatinin yapısı yapısal birimler – 

nükleozomlar (Neganova vd., 2022). 

 

Kromatin, iki temel formda bulunur: ökromatin ve heterokromatin. Ökromatin daha az 

yoğunlaşmıştır ve transkripsiyonel olarak aktiftir, gen ekspresyonuna izin verirken; 

heterokromatin sıkı bir şekilde paketlenmiştir ve genellikle transkripsiyonel olarak 

sessizdir. Mitotik kromozom oluşumu, iki aşamalı bir süreçtir; bu süreçte, histonların 

translasyon sonrası modifikasyonlarındaki değişiklikler mitotik kromatin sıkışmasını 

yönlendirirken, kondensin gibi histon olmayan proteinlerin etkisi, sıkışmış 

kromozomları klasik mitotik morfolojilerine dönüştürebilir (Zhiteneva vd., 2017).  

 

Kromatinin yoğunlaşma düzeyindeki bu dinamik doğa, hücre döngüsü sırasında, 

özellikle mitozda kromatinin belirgin kromozomları oluşturacak şekilde önemli bir 

yeniden organizasyona uğradığı zaman kritik önem taşır. Bu yoğunlaşma, hücre 

bölünmesi sırasında kromozomların doğru ayrılmasında gerekli olan kondensin gibi 

çeşitli protein kompleksleri tarafından kolaylaştırılır (Gibcus vd., 2018). Araştırmalar, 

mitotik kromatinin transkripsiyon faktörleri için erişilebilir kalmaya devam ettiğini, 

dolayısıyla yüksek derecede yoğunlaşmış durumda bile düzenleyici işlevlere 

katılabildiğini göstermektedir. Buna ilaveten, mitoz sırasında belirli post translasyonel 
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modifikasyonlar, kromatin yoğunlaşmasını teşvik ederek bu modifikasyonların kromatin 

yapısının korunmasındaki rolünü öne çıkarmaktadır (Zhiteneva vd., 2017). 

 

Kromatinin hiyerarşik organizasyonu, DNA’nın verimli bir şekilde paketlenmesini 

sağlamakla kalmaz, aynı zamanda gen düzenlenmesinde de kritik bir rol oynar. Örneğin, 

erken gelişim sırasında epigenetik işaretlemeyle başlatılan aktif kromatin bölgelerinin 

oluşumu, gen ekspresyon kalıplarını etkiler (Szutorisz vd., 2005). Ek olarak, kromatinin 

yoğunlaşma derecesinin uzaysal ve zamansal dinamikleri, hücre kimliğinin 

korunmasında ve farklılaşma süreçlerinin kolaylaştırılmasında önemlidir (Nicetto ve 

Zaret, 2019). Kromatin yapısı ile gen ekspresyonu arasındaki etkileşim, kromatin 

mimarisinin farklılaşma sırasında hücre kaderini öngörebileceğini gösteren çalışmalarla 

daha da vurgulanmakta ve kromatin organizasyonunun gelişim biyolojisindeki öneminin 

altını çizmektedir (Fujimori vd., 2023). 

 

2.7. Histonların Yapı ve Özellikleri 

 

Histonlar, ökaryotik hücre çekirdeğinde DNA’nın düzenlenmesi ve paketlenmesi 

sürecinde kritik bir rol oynayan temel proteinlerdir. Özellikle lizin ve arjinin gibi bazik 

amino asitler bakımından zengin olmaları sayesinde net pozitif yüke sahiptirler; bu da 

histonların negatif yüklü DNA fosfat iskeletiyle elektrostatik etkileşime girmesini 

kolaylaştırır (Bannister ve Kouzarides, 2011; Jeanteur, 2005; Neganova vd., 2022; 

Nunes vd., 2023; Tung ve Winn, 2011). Bu etkileşim, DNA’nın yoğun biçimde organize 

edildiği ve düzenlendiği kromatin adı verilen yüksek yapılı bir düzenek oluşturur (Şekil 

2.2). H2A, H2B, H3 ve H4 olarak bilinen başlıca histon proteinleri, kromatinin temel 

tekrar birimi olan nükleozomun çekirdek kısmını oluşturur (Bannister ve Kouzarides, 

2011; Bonasio vd., 2010; Gibcus vd., 2018; Van Attikum ve Gasser, 2009). 
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Şekil 2.2. Histonun üç boyutlu düzeni ve nükleozom yapısının düzenlenmesi (National 

Institutes of Health, Educational Resources, 2025) 

 

Nükleozomlar, iki H3-H4 dimeri ve iki H2A-H2B dimerinden oluşan sekizli 

(oktamerik) bir yapıdan meydana gelir. Yaklaşık 146 baz çifti uzunluğundaki DNA, bu 

çekirdek yapının etrafına sol-elli bir süperhelikal dönüş yapacak şekilde sarılır 

(Bannister ve Kouzarides, 2011; Gibcus vd., 2018; Go vd., 2011; Neganova vd., 2022; 

Tanoshima vd., 2016). Bu yapı, nükleozomlar arasındaki DNA’ya bağlanarak kromatin 

lifinin daha yüksek düzeyde katlanmasına ve sıkılaşmasına katkı sağlayan H1 adlı 

“bağlayıcı histon” sayesinde daha da stabilize olur (Bannister ve Kouzarides, 2011; 

Colleoni vd., 2012; Jeanteur, 2005; Neganova vd., 2022; Turgut vd., 2019). 

Nükleozomdan başlayarak solenoid veya zikzak benzeri daha karmaşık düzenlere kadar 

uzanan bu hiyerarşik organizasyon; gen düzenlenmesi, DNA replikasyonu ve tamir 

mekanizmaları gibi temel biyolojik süreçlerin sağlıklı bir şekilde işlemesi açısından 

yaşamsaldır (Bannister ve Kouzarides, 2011; Furnari vd., 2014; Gibcus vd., 2018; 

Jeanteur, 2005; Neganova vd., 2022; Tung ve Winn, 2011). 
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Histon biyolojisinin önemli bir yönü, bu proteinlerin evrimsel açıdan büyük oranda 

korunmuş olması ve belirli koşullarda veya genomik bağlamlarda kanonik histonların 

yerine geçebilen özel histon varyantlarının (örneğin H2A.Z ve H2A.X) varlığıdır 

(Amarin ve Obeidat, 2010; Yan vd., 2012). Bu varyantlar, nükleozomun fiziksel 

özelliklerini değiştirebilir ve DNA hasar onarımı (örneğin H2A.X) veya 

transkripsiyonel düzenleme (örneğin H2A.Z) gibi belirli işlevlerde uzmanlaşmış roller 

üstlenebilirler. Böylece histonlar, hem kararlı hem de hücrenin ihtiyaçlarına duyarlı, 

dinamik bir kromatin yapısının sürdürülmesini sağlar (Algahtani vd., 2019; Zhang vd., 

2022). 

 

Histon-DNA etkileşimlerinin dinamik niteliği, büyük ölçüde histon kuyrukları üzerinde 

gerçekleşen asetillenme, metillenme, fosforillenme ve ubiquitinlenme gibi çeşitli 

translasyon sonrası modifikasyonlar ile yönetilir. Bu modifikasyonlar, özgül enzim 

aileleri (örneğin histon asetiltransferazlar, histon deasetilazlar, metiltransferazlar, 

kinazlar ve ubiquitin ligazlar) tarafından gerçekleştirilir ve kromatinin yapısını ve 

işlevini derin bir şekilde etkileyebilir (Nunes vd., 2023; Tung ve Winn, 2011). Örneğin, 

lizin kalıntılarının asetillenmesi genellikle histonun pozitif yükünü azaltarak DNA ile 

etkileşimin gevşemesine ve transkripsiyon faktörlerinin kromatine daha kolay 

erişebilmesine yol açar. Buna karşılık, belirli metillenme işaretleri, hangi kalıntıların 

modifiye edildiğine bağlı olarak gen susturulması veya aktifleşmesi ile sonuçlanabilir 

(Algahtani vd., 2019; Zhang vd., 2022). Bu translasyon sonrası modifikasyonlar, 

hücrelerin gelişim, farklılaşma ve çevresel uyarılara karşı yanıt gibi süreçlerde gen 

ekspresyonunu zamanlama ve mekânsal boyutlarda koordine etmesine yardımcı olan 

epigenetik sinyaller olarak işlev görür (Amarin ve Obeidat, 2010; Yan vd., 2012). 

 

Histon bileşimi, histon varyantları ve translasyon sonrası modifikasyonlar arasındaki 

etkileşim, son derece düzenli bir epigenetik kontrol sistemi oluşturur. Bu sistem, 

hücrelerin iç ve dış uyaranlara hızlı bir şekilde uyum sağlaması için hangi genlerin, ne 

zaman ve ne ölçüde ifade edileceğini düzenler (Furnari vd., 2014; Tung ve Winn, 2011). 

Histon biyolojisine dair bilgilerimiz arttıkça, gelişimsel biyolojiden kanser tedavisine 

dek uzanan pek çok alanda hedefe yönelik yeni müdahalelere kapı aralanmakta; böylece 
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histonların hem normal fizyoloji hem de hastalık patogenezi açısından ne denli merkezi 

bir önem taşıdığı bir kez daha anlaşılmaktadır (Algahtani vd., 2019; Zhang vd., 2022). 

 

2.8. Histon Modifikasyonları 

 

Histon modifikasyonları, ökaryotik hücrelerde kromatin yapısını ve fonksiyonunu 

derinden etkileyen, histon proteinlerinin N-terminal kuyruklarında gerçekleşen kritik 

translasyon sonrası (post-translasyonal) düzenlemelerdir. Asetillenme, metillenme, 

fosforillenme ve ubiquitinlenme gibi çeşitli modifikasyonlar, gen ifadesinin 

düzenlenmesinde, kromatin mimarisinin belirlenmesinde ve DNA onarımı ile 

replikasyon gibi yaşamsal hücresel süreçlerde önemli roller oynar (Teng ve Tan, 2012; 

Ucar vd., 2011). Bu modifikasyonların dinamik doğası, genlerin aktif hâle getirilmesi ya 

da susturulması üzerinde hassas bir kontrol kurulmasını sağlar ve böylece hücre gelişim, 

farklılaşma ve özellikle kanser ile nörodejeneratif hastalıklar gibi patolojik durumların 

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

 

Histon modifikasyonlarının çeşitliliği oldukça yüksektir ve her bir tip, kromatin 

dinamiklerine kendine özgü bir katkıda bulunur. Örneğin, temel olarak lizin 

kalıntılarında gerçekleşen asetillenme, histonun pozitif yükünü nötralize ederek 

kromatinin gevşemesine ve transkripsiyon için daha elverişli bir ortam oluşmasına yol 

açar (Meng vd., 2010; Zhu vd., 2013). Metillenme ise hem lizin hem de arjinin 

kalıntılarında meydana gelebilir ve tekli, ikili veya üçlü metil grubu eklenmesi söz 

konusu olabilir. Bu süreç, spesifik konum ve metil grubu sayısına bağlı olarak gen 

ekspresyonunda aktivasyon ya da baskılama şeklinde farklı sonuçlar doğurabilir 

(Masumoto vd., 2011; Prakash ve Fournier, 2017). Fosforillenme, genellikle serin, 

treonin veya tirozin kalıntılarında gerçekleşir ve DNA hasar yanıtı ile hücre döngüsü 

düzenlenmesi gibi çeşitli hücresel olaylarla ilişkili bulunur (Cao vd., 2016; Hayakawa 

vd., 2017). Histonlarda daha az incelenmiş olmasına karşın, ubiquitinlenme de histon 

işlevlerini ve kromatin yapısını etkileyebilen önemli bir modifikasyondur (Yuan vd., 

2014). 
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Farklı histon modifikasyonları arasındaki karşılıklı etkileşim, “histon kodu” olarak 

adlandırılan karmaşık bir düzenleyici ağı oluşturur. Bu kod, yalnızca bireysel 

modifikasyonların toplamından ibaret değildir; aksine, belirli bir anda bir araya gelen 

modifikasyon kombinasyonları, özgün biyolojik sonuçları tayin eder (Arita vd., 2012; 

Shan vd., 2012). Örneğin, bazı modifikasyonların varlığı, spesifik bağlanma 

proteinlerini (reader proteinler) bölgeye çekerek kromatinin daha da açılmasına veya 

sıkılaşmasına sebep olabilir, böylece gen ifadesini etkinleştirir veya susturur (Raynal 

vd., 2012; Zhang vd., 2015). Bu modifikasyonların dinamik niteliği, hücrelerin çevresel 

değişimlere ve internal uyaranlara hızlı bir şekilde yanıt vermesini mümkün kılar; 

dolayısıyla homeostazın korunmasında ve adaptasyonun sağlanmasında kilit rol oynar 

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

 

Histon modifikasyonları diğer modifikasyonları olumlu veya olumsuz etkileyebilir. 

Histonlar (H2A, H2B, H3 ve H4), DNA’nın sarıldığı protein çekirdeğini oluşturur ve 

nükleozom olarak bilinen temel kromatin birimini oluşturur. Her histonun, dışarıya 

doğru uzanan ve farklı enzimler tarafından kimyasal olarak değiştirilebilen “kuyruk” 

bölgeleri (amino asitlerin amino-terminal uzantıları) vardır. Bu değişiklikler, DNA ve 

histonlar arasındaki etkileşimi gevşetebilir veya sıkılaştırabilir, böylece gen ifadesini, 

DNA onarımını, replikasyonu ve diğer önemli süreçleri etkileyebilir (Bannister ve 

Kouzarides, 2011) (Şekil 2.3). 
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Şekil 2.3. Histon modifikasyonu çapraz konuşması (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 sayılar (örneğin, K4, R17, S10), histon 

dizisinde bu kalıntıların bulunduğu konumu gösterir. Ub: ubikütinasyon; me: 

metilasyon; ac: asetillenme; ph: fosforilasyon; iso: izomerizasyon. Olumlu bir etki ok 

ucuyla, olumsuz bir etki ise düz bir kafa ile gösterilmiştir. 

 

Histon modifikasyonlarının DNA hasar yanıtında da önemli görevleri vardır. Belirli 

modifikasyonlar, onarım proteinlerini hasar bölgelerine çekerek onarım 

mekanizmalarını etkinleştirir (Ezziane, 2012; Meyer vd., 2014). Örneğin, histon 

H2AX’in fosforillenmesi (γH2AX oluşumu), çift zincirli DNA kırıklarına karşı klasik 

bir yanıttır; bu değişiklik hasar bölgesini “işaretler” ve onarım faktörlerinin 

toplanmasını sağlar (Cao vd., 2016; Z.-F. Yuan vd., 2014). Ayrıca, histon 

modifikasyonları ile DNA metilasyonu arasındaki etkileşim (Şekil 2.4), hücrelerin 

genomik bütünlüğünü korumasında ve gen ifadesini hücresel strese göre ayarlamasında 

kritik öneme sahiptir (Cao vd., 2016; Mariño-Ramírez vd., 2011). 

 

Mass spektrometri ve kromatin immünopresipitasyonu (chromatin 

immunoprecipitation: ChIP) gibi teknolojik gelişmeler, histon modifikasyonlarının 

genom çapında yüksek çözünürlüklü haritalanmasını mümkün kılarak bu 

modifikasyonların dağılımına ve işlevlerine ilişkin önemli bulgular ortaya koymuştur 

(Agudelo Garcia vd., 2019; Maekawa vd., 2016). Söz konusu teknikler, histon 

modifikasyonlarının genom boyunca tekdüze bir şekilde dağılmadığını, aksine belirli 

genetik bölgelerde ve transkripsiyonel durumlarla ilişkili özel “imza”lar oluşturduğunu 
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göstermektedir (Cheung vd., 2018; Hennig ve Weyrich, 2013). Örneğin, aktif promotör 

bölgeleri asetillenme ve metillenme açısından özgül kalıplar gösterirken, baskılanmış 

bölgeler farklı modifikasyonlara sahip olarak transkripsiyonu durgun hâle getirebilir 

(Erdel, 2017; Flensburg vd., 2014). 

 

 
 

Şekil 2.4. Histon asetillenmesi/deasetillenmesi ile histon 

metillenmesi/demetillenmesinin, histon asetiltransferazlar (HAT’ler)/deasetilazlar 

(HDAC’ler) ve metiltransferazlar (HMT’ler)/demetilazlar (HDMT’ler) tarafından 

kontrol edildiğini gösteren şema (Neganova vd., 2022). 

 

Hücre bölünmesi esnasında histon modifikasyonlarının kalıtımı, epigenetik 

düzenlemenin önemli bir boyutunu oluşturur. Yapılan araştırmalar, ana hücredeki 

histonların kendi modifikasyon örüntülerini koruyarak yeni hücrelere aktarabildiğini ve 

böylece izleyen kuşaklarda gen ekspresyonunu etkileyebildiğini göstermektedir (Asim 

vd., 2023; Masumoto vd., 2011). Bu epigenetik bellek, özellikle kök hücreler ve gelişim 

aşamaları bakımından büyük önem taşır; çünkü hücre karakterinin ve işlevselliğinin 

sürekliliğini garanti eder (Govind vd., 2012; Hung vd., 2014). 
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Özetle, histon modifikasyonları gen ifadesi ve kromatin dinamiklerinin 

düzenlenmesinde başlıca unsurlardan biridir. Çeşitlilikleri ve birbirleriyle etkileşimleri, 

hücre içinde son derece karmaşık ve ileri düzeyde bir kontrol mekanizması kurulmasını 

sağlar ve bu mekanizma gelişimden hastalık süreçlerine kadar pek çok olayı 

şekillendirir. Mevcut araştırmalar, “histon kodu”nun tüm yönleriyle anlaşılmasına 

yönelik çabalarını sürdürmekte ve bu alanda elde edilen bilgiler, kanser ve 

nörodejeneratif rahatsızlıklar dahil olmak üzere birçok hastalıkta terapötik hedeflerin 

belirlenmesi açısından büyük vaat sunmaktadır (Bornelöv vd., 2015; Khare vd., 2012; 

Tan vd., 2011). 

 

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

Gelişimindeki Rolü  

 

HAT’ler, asetil-CoA molekülünden aldıkları asetil grubunu histon proteinlerinin amino-

terminal bölgelerindeki iç lizin kalıntılarında bulunan ε-amino grubuna ekleyerek lizin 

asetillenmesini gerçekleştirir (Di Martile vd., 2016). Bu süreçte eklenen asetil grubu, 

lizin kalıntısının pozitif yükünü nötralize eder; böylece histonların DNA ile kurduğu 

elektrostatik bağlar zayıflar ve kromatin yapısı daha gevşek bir hâl alır. Bu gevşeme, 

gen düzenlenmesini (“gene assembly”) etkileyip transkripsiyon akışında değişiklikler 

meydana getirmektedir (Narita vd., 2019) (Şekil 2.4). Histonlardaki translasyon sonrası 

modifikasyonlar, aynı zamanda histon dışı proteinlerde de görülerek kromatin 

organizasyonunun ve yeniden şekillenmesinin (“remodeling”) düzenlenmesinde kilit bir 

rol oynar. Sonuç olarak, histon asetillenmesinin genellikle ökromatin olarak adlandırılan 

açık ve aktif kromatin yapısını desteklediği; öte yandan histon deasetillenmesinin, 

heterokromatin diye bilinen yoğun ve pasif kromatin formuna yol açtığı bilinmektedir 

(Neganova vd., 2022). 

 

HAT’lerin temel işlevi, transkripsiyonun aktif hâle getirilmesidir. Dolayısıyla bu enzim 

ailesi, hücre içinde çok çeşitli süreçleri düzenlemede kritik roller üstlenir (Barnes vd., 

2019; Sapountzi ve Côté, 2011; Trefely vd., 2019). Hücre içindeki konumlarına göre iki 

ana gruba ayrılırlar: sitoplazmada yer alan tip B (HAT1, HAT2, HatB3.1, Rtt109 ve 
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HAT4) (Tafrova ve Tafrov, 2014; Yang vd., 2011) ve büyük oranda çekirdekte bulunan 

tip A (Neganova vd., 2022).  

 

Tip A, yapı ve işlevleri benzer beş ana aile olarak tanımlanmaktadır. 

 

Aile I [CREB’e bağlanan protein (CREB-binding protein: CBP)/p300 grubu]: Bu 

ailede, yapısal ve işlevsel bakımdan benzerlik gösteren CBP ve p300 bulunur. İki 

proteinde de HAT bölgesi, bromodomain (BRD) ve protein–protein etkileşimlerinde 

görev alan üç farklı sistein ve histidin zengini alan (TAZ, PHD, ZZ) yer alır (Dancy ve 

Cole, 2016). 

 

Aile II (GNAT: GCN5 ile ilişkili N-asetiltransferaz): Bu aile, hem histonları hem de 

histon dışı proteinleri asetilleyebilen 12 enzimi içerir. HAT bölgesine ek olarak, C-

terminalde asetillenmiş lizin kalıntılarını tanıyan ve bağlanan korunan bir BRD bulunur 

(Salah Ud-Din vd., 2016). 

 

Aile III (MYST): MYST ailesi, yüksek oranda korunmuş MYST bölgesine ve protein 

tanımasında önemli ilave alanlara sahiptir (Sapountzi ve Côté, 2011). 

 

Aile IV (NCOA ile ilişkili HAT): Steroid reseptör koaktivatörleri (SCR1, SCR2 ve 

SCR3) bu gruptadır ve kromatin yeniden düzenlenmesi ile transkripsiyon faktörlerinin 

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

 

Aile V (Transkripsiyon faktörü ilişkili HAT): TAFII250 ve TFIIIC gibi TATA-box 

bağlanma proteinine (TBP) ilişkin faktörleri içerir (Hsieh vd., 1999). 

 

HAT ailesindeki genetik değişiklikler ve fonksiyonel bozukluklar kanserle yakından 

ilişkilidir (Di Martile vd., 2016; Guo vd., 2018). Farklı HAT üyeleri, tümörlerde çeşitli 

mutasyon biçimleri gösterebilir ve kanserin başlangıcı ile ilerleyişinde, hatta 

metastazında rol alabilir (Calcagno vd., 2019; Gruber vd., 2019; Shanmugam vd., 

2018). Örneğin CBP/p300 genlerindeki mutasyonlar farklı lösemi tipleri ile B hücreli 

non-Hodgkin lenfomasında görülmüş; ayrıca solid tümörlerde de rapor edilmiştir (Chen 
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vd., 2015; Li vd., 2019; Pasqualucci vd., 2011; Sin vd., 2019). GNAT ailesine ait 

enzimler de geniş hücresel işlevleri nedeniyle çeşitli kanser patolojilerinde etkindir. 

GCN5 insan glioma, kolon, meme ve akciğer kanserlerinde aktive olurken (Mustachio 

vd., 2019), pCAF over , mide ve özofagus gibi bazı solid tümörlerde baskılanmış 

şekilde tespit edilmiştir (Li vd., 2016). ATAT1 de kötü huylu tümörlerin yayılmasıyla 

bağlantılı birçok hücresel süreçte (hücre yapışması, göç ve invazyon) kilit rol oynar; 

meme kanseriyle ilişkili olduğu gösterilmiştir (Aguilar vd., 2014; Boggs vd., 2015; 

Venuta ve Rendina, 2008). KAT4, KAT5, MYST1, MYST3 ve MYST4 gibi diğer 

HAT’lerin de ekspresyon bozuklukları kolorektal kanserde belirgindir. Ek olarak, kötü 

huylu böbrek tümörlerinde KAT2A, KAT2B, KAT4 ve MOF’un aşırı ifade edildiği 

bilinmektedir (Audia ve Campbell, 2016). MYST ailesinin alt grupları da malign 

tümörlerde sıkça mutasyona uğrayabilir; hibrid proteinlerin ortaya çıkmasına neden olan 

kromozomal anomaliler lösemi gelişimini hızlandırabilir (Borrow vd., 1996; Chaffanet 

vd., 2000). MOF aktivitesinin artması, karışık soy lösemisi (mixed line leukemia: MLL) 

genindeki onkojenik yeniden düzenlemelerle karakterize bir lösemi alt tipini 

desteklemektedir (Valerio vd., 2017). Aynı zamanda MOF’un ekspresyonunun meme, 

böbrek, mide ve kolorektal kanserlerin yanı sıra küçük hücreli olmayan akciğer kanseri 

ve medulloblastoma gibi solid tümörlerde de değiştiği görülmüştür (Avvakumov ve 

Cote, 2007). 

 

Yakın dönem çalışmaları, hMOF geninin HCP5’i (insandaki 5 farklı HLA kompleksinin 

birleşimi) hedef aldığına işaret etmektedir. Over kanserinde hMOF ve HCP5’in 

baskılanması sonucunda epitel dokularda H4K16 asetillenmesinde azalma meydana 

gelebilir (Cai vd., 2015; Liu vd., 2013). Bağışıklık sistemi, anormal hücreleri tespit 

ederek tümör gelişimini engellemeye çalışır; fakat HLA I ve II sınıf moleküllerdeki 

anormallikler over kanserlerinde tanımlanmıştır (Kübler vd., 2008). Öte yandan HCP5, 

MHC sınıf I bölgesinde yer alır ve retroviral enfeksiyonlara karşı bağışıklıkta kilit rol 

oynar (Kulski ve Dawkins, 1999). Dolayısıyla hMOF, hedefi olan HCP5 geninin 

ifadesini düzenleyerek over kanserinde antijenlere bağlanma yoluyla gelişen immün 

tepkileri değiştirebilir. Ayrıca hMOF düzeyindeki azalma, hastaların genel sağkalım 

oranının düşmesiyle de ilişkilidir (Cai vd., 2015). Bu nedenle hMOF proteininin 

ekspresyonu, over kanserinin prognozunu etkileyen bağımsız bir risk faktörü olabileceği 
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gibi tanı ve tedavi yaklaşımlarında “epigenetik biyobelirteç” olarak da dikkate alınabilir 

(Cai vd., 2015; Neganova vd., 2022). 

 

2.10. Histon Deasetilasyonu ve HDAC’lerin Kanser Gelişimindeki Rolü 

 

Asetillenmenin tersi olarak tanımlanan histon deasetillenmesi, histon proteinlerinin lizin 

kalıntılarından asetil gruplarının uzaklaştırılmasıyla gerçekleşir ve bu süreçte genellikle 

HDAC enzimleri görev alır (Di Martile vd., 2016; Huang vd., 2019; Neganova vd., 

2022). Deasetillenen histonlar, pozitif yüklerini koruyarak DNA ile daha güçlü 

elektrostatik etkileşim kurar, sonuçta kromatin daha kompakt hâle gelir ve bu sıkı yapı 

gen transkripsiyonunun baskılanmasına katkıda bulunur (Şekil 2.5). Dolayısıyla HDAC 

enzimleri, gen ifadesi gibi temel hücresel süreçlerin düzenlenmesinde kritik bir rol 

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

 

Önceki araştırmalar, insanlarda 18 farklı HDAC üyesi bulunduğunu ve bu üyelerin 

yapısal özellikleri ile hücre içi lokalizasyonlarına göre dört ana sınıfa ayrıldığını 

göstermiştir (Rana vd., 2020). 

 

Sınıf I (HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDAC8): Büyük oranda çekirdek içinde işlev 

görür. Bu enzimlerde, oldukça korunmuş bir deasetilaz alanı (domain) bulunur ve amino 

ile karboksi terminalleri nispeten kısadır (Yang ve Seto, 2008). Bu sınıf, gen 

ekspresyonu kontrolünde doğrudan rol aldığı için özellikle önem taşır. 

 

Kanserde, DNMT ile birlikte, HDAC ve histon metiltransferazlar (HMT) devreye girer. 

Metillenmiş promotörler, HDAC ve HMT’leri sürece dahil eden metil-CpG bağlayıcı 

proteinlere (MBD) bağlanır. Bu süreçte histonlar deasetillenir ve histon H3, K9 (MK9) 

pozisyonunda metillenir; bu da HP1 proteininin bağlanmasını kolaylaştırır. Kaiso da 

metillenmiş DNA’ya bağlanabilir ve N-CoR baskılayıcı kompleksini sürece dahil eder 

(Jeanteur, 2005) (Şekil 2.5).  
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Şekil 2.5. Kanserde tümör baskılayıcı genlerin metilasyona bağlı susturulması. Burada 

bir nükleozom dizisi gösterilmektedir. Histon oktamerleri yeşil dairelerle, DNA ise 

siyah bir çizgi şeklinde temsil edilmiştir; bu çizgi üzerinde metillenmemiş CpG 

dinükleotitleri beyaz daireler, metillenmiş CpG’ler ise siyah daireler olarak 

gösterilmektedir. Yukarıda, metillenmemiş bir promotörde transkripsiyon faktörlerinin 

ve histon asetiltransferazların (HAT) bağlandığı ve histonların asetillendiği durum yer 

almaktadır. “Epigenetics and Chromatin” adlı kitaptan uyarlanmıştır (Jeanteur, 2005). 

 

Sınıf II (HDAC4, HDAC5, HDAC7, HDAC9 – alt grup IIa; HDAC6, HDAC10 – alt 

grup IIb): Hem çekirdek hem de sitoplazmada bulunabilirler. Korunmuş deasetilaz 

alanına ek olarak, N-terminal kısımda dokuya özgü transkripsiyon faktörleri ve 

korepresörlerle etkileşimi sağlayan düzenleyici bölgeler içerirler (Parra ve Verdin, 

2010). Bu sayede farklı sinyal yollarını eşzamanlı düzenleyerek hücrenin gelişim, 

farklılaşma ve stres yanıtlarında önemli roller üstlenirler. 
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Sınıf III (SIRT ailesi): Yedi üyeden oluşan bu grup (SIRT1–7), NAD+ bağımlı 

deasetilaz ve/veya ADP-ribozilaz etkinliği gösterir. Farklı hücresel kompartmanlarda 

yer alır, bu da her bir SIRT üyesine özgü fonksiyonların ortaya çıkmasına olanak tanır. 

Hücre döngüsü, metabolizma, stres yanıtı ve yaşlanma gibi geniş bir yelpazede etkili 

olurlar (Neganova vd., 2022). 

 

Sınıf IV (HDAC11): Yapısal olarak sınıf I ve II HDAC’lere benzer konservatif 

kalıntılara sahip tek üyedir. HDAC11’in işlevleri henüz tam olarak açıklığa kavuşmasa 

da böbrek, beyin, testis, kalp ve iskelet kasları gibi çeşitli dokularda ifade edildiği 

bilinmektedir (Gao vd., 2002). 

 

HDAC’lerin insan hastalıklarının gelişimindeki rolleri arasında kanser patogenezi en sık 

tartışılan konulardan biridir. DNA ve histonu modifiye eden enzimlerdeki mutasyonlar 

veya işlev bozuklukları, çeşitli malignite türlerine yol açabilir (Cress ve Seto, 2000; 

Dawson ve Kouzarides, 2012; Liu vd., 2019). Örneğin bazı onkogenik füzyon 

proteinleri (ör. PML-RARα, AML1-ETO) HDAC’leri doğrudan hedefleyerek tümör 

hücresinin büyümesini, farklılaşmasını ve metastazını destekleyen süreçleri aktive eder 

(Cress ve Seto, 2000). HDAC ifadelerindeki artış veya azalış, çeşitli kanser türlerinde 

(prostat, mide, meme, kolon gibi) normal dokulara kıyasla belirgin biçimde 

gözlemlenmiştir. Bu değişimler, onkogenlerin aktivitesini ve tümör baskılayıcı genlerin 

ifadesini etkileyerek kanserin başlangıcından metastazına kadar farklı aşamalarında rol 

oynar (Benedetti vd., 2015; Dovey vd., 2013; Duan vd., 2019; Yu vd., 2019). Örneğin, 

HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDAC4, HDAC5 gibi enzimlerin yüksek ekspresyonu 

veya aktivitesi, hastalığın ileri evrelere taşınması ve hastaların daha kötü prognozla 

karşı karşıya kalmasıyla ilişkilendirilmiştir (Audia ve Campbell, 2016; Benedetti vd., 

2015). HDAC6 ve HDAC10, hücrenin iskelet ve taşıyıcı sistemlerine müdahale ederek 

onkojenik dönüşüm, metastaz ve anjiyogenez gibi süreçlerde anahtar görevler üstlenir 

(Duan vd., 2017; Liu vd., 2019). HDAC4 mutasyonları meme ve rektal kanserlerde 

görülürken, HDAC8 ekspresyonunun artması nöroblastomda agresif seyir ve düşük 

sağkalım oranıyla bağlantılı bulunmuştur (Hrabeta vd., 2014; Rettig vd., 2015). 

Hücre döngüsünü düzenleyen p21 gibi baskılayıcı moleküllerin ekspresyonunun, 

HDAC aktivitesiyle ters orantılı olduğu gösterilmiştir. Örneğin kolorektal kanser 
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hücrelerinde p21 seviyesi, HDAC2 ekspresyon düzeyi arttıkça azalmaktadır (Neganova 

vd., 2022). SIRT (Sınıf III) ailesindeki bazı üyeler, çeşitli kanserlerde farklı şekillerde 

ifade edilmektedir. SIRT1, SIRT4 ve SIRT7 yüksek aktivite seviyelerine ulaşarak 

myeloid lösemi, prostat ve over (yumurtalık) karsinomlarında, ayrıca non-melanom cilt 

kanserlerinde rol oynayabilir. SIRT2 ise gliom, mide kanseri ve melanom gibi 

tümörlerde baskılanmış durumdadır (Barber vd., 2012; Benedetti vd., 2015). Anormal 

SIRT düzeyleri, otofaji dâhil pek çok hücresel süreçte bozulmalara yol açabilmektedir 

(Suzuki vd., 2015). Özellikle SIRT7nin histon H3K18 asetillenmesini anormal biçimde 

deasetillemesi, hücresel transformasyona katkıda bulunmakta ve SIRT7 seviyesinin 

azaltılması, farelerdeki insan kaynaklı tümör hücre ksenograftlarında tümör aktivitesini 

belirgin biçimde düşürmektedir (Barber vd., 2012). Sınıf IV üyesi HDAC11 ise 

miyeloproliferatif hastalıklar ve Hodgkin lenfomasında aşırı ifade edildiği tespit edilen 

bir diğer HDAC olarak öne çıkar (Huang vd., 2018). Bu tür bulgular, HDAC11’in de 

tıpkı diğer sınıflara ait HDAC’ler gibi kanser oluşumu ve ilerlemesinde dikkate değer 

bir işlev taşıyabileceğini göstermektedir. 

 

HDAC düzeyindeki veya aktivitesindeki değişimler, onkogen transkripsiyonunun artışı 

ve tümör baskılayıcı genlerin baskılanması gibi etkilere yol açarak çeşitli kanserlerin 

patogenezinde yer alır. Bu nedenle HDAC hedefli tedavi yaklaşımları (HDAC 

inhibitörleri gibi), hem solid tümörlerde hem de hematolojik kanserlerde araştırılmaya 

devam etmekte ve klinik uygulamalarda kullanılmak üzere farklı ilaç adayları 

geliştirilmektedir (Neganova vd., 2022). Gelecekte yapılacak çalışmalar, HDAC’lerin 

kanser gelişimiyle ilişkili mekanizmalarını daha ayrıntılı aydınlatarak, kişiye özgü ve 

daha etkili tedavi protokolleri geliştirilmesine katkı sağlayabilir. 

 

2.11. Valproik Asit (VPA) 

 

Valproik asit (VPA), kimyasal adıyla 2-propilpentanoik asit olarak bilinen kısa zincirli 

bir yağ asididir. Beş karbonlu bir ana gövde (pentanoik asit) üzerinde, ikinci karbonda 

yer alan propil (üç karbonlu) bir yan grup bulunur. Molekülün karboksilik asit (–

COOH) ucu, asit özelliğini belirlerken; orta bölümdeki dallanma (2-propil grubu) 

bileşiğin fonksiyonel özelliklerini etkiler (Şekil 2.6). Bu yapı, VPA’nın hem biyolojik 
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aktivitesini hem de fizikokimyasal özelliklerini (örneğin lipofiliklik ve suda çözünürlük) 

belirlemede önemlidir. 

 
 

Şekil 2.6. Valproik asidin (VPA) kimyasal yapısı 

 

Özellikle epilepsinin uzun süreli tedavisinde oldukça etkili ve genellikle iyi tolere edilen 

bir antiepileptik ilaç olarak geniş çapta tanınmaktadır (Diliberti vd., 1984; Goyal vd., 

2016; Nunes vd., 2023). VPA ilk olarak 1881 yılında sentezlenmiş, 1962’de ise tıbbi 

kullanıma girmiştir (Scott, 1993). Başlangıçta organik çözücü olarak araştırılırken, 

nöbet önleyici (antikonvülsan) özelliklerinin tesadüfen fark edilmesi üzerine 

antiepileptik tedavide yaygın şekilde kullanılmaya başlamıştır. Zaman içinde mani 

tedavisi ve bipolar bozukluk yönetimi gibi psikotropik alanlarda da klinik uygulama 

alanı bulmuştur. Dünya Sağlık Örgütünün “Temel İlaçlar Listesi”nde yer alması (WHO, 

2019), küresel sağlık açısından kritik bir ilaç olduğunu göstermektedir. Ayrıca jenerik 

ilaç olarak da temin edilebilmektedir (Manoguerra vd., 2008). 2022 yılında, ABD’de en 

sık reçete edilen 174. ilaç konumunda olması (The ClinCalc DrugStats Database, 2022), 

VPA’nın uzun süredir devam eden klinik önemini ve yaygın kullanımını yansıtmaktadır. 

Klinik faydalarına rağmen, birçok araştırma VPA’nın erken gebelik dönemindeki 

kullanımının önemli teratojenik riskler taşıdığını ortaya koymuştur. Bu riskler arasında 

nöral tüp defektleri (NTD’ler) ve diğer konjenital malformasyonlar öne çıkmakta olup 

(DiLiberti vd., 1984; Tung ve Winn, 2011; Werler vd., 2011), VPA’ya gebelik süresince 

maruz kalınması, kraniyofasiyal ve ekstremite anomalilerini de içeren geniş bir 

gelişimsel bozukluk yelpazesini tanımlayan fetal valproat sendromuna yol 

açabilmektedir (Goyal vd., 2016; Nunes vd., 2023; Tung ve Winn, 2011). Bu teratojenik 

etkiler, embriyonik gelişimin ve nöral tüpün kapanmasının en kritik aşamalarından biri 

olan gebeliğin ilk trimesterinde özellikle belirgin hale gelmektedir (Tanoshima vd., 

2016). 

VPA’nın teratojenitesini açıklayan mekanizmalar oldukça karmaşıktır. Önemli bir etki 

yolu, VPA’nın alifatik asit kategorisinde bir HDACi olarak işlev görme kapasitesidir 
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(Colleoni vd., 2012; Göttlicher, 2004; Göttlicher vd., 2001). Histon deasetilazlar, 

HAT’ler ile birlikte kromatin yeniden şekillenmesini düzenler ve hücre büyümesi ile 

farklılaşma için kritik olan pek çok genin ekspresyonunda rol alır (Krämer vd., 2003; 

Turgut vd., 2019). VPA, HDAC aktivitesini inhibe ettiğinde histon asetilasyon 

seviyeleri artar; bu durum, nöral tüpün sağlıklı biçimde kapanması ve normal 

embriyogenezin sürdürülmesi için gerekli olan sinyal yollarının işleyişini bozabilir (Nau 

vd., 1991; Tung ve Winn, 2011). Ayrıca, VPA’nın HDAC inhibisyonu, reaktif oksijen 

türlerinin (ROS) artmasına neden olarak hücresel apoptozu tetikleyebilir ve böylece 

teratojenik etkiyi güçlendirebilir (Furnari vd., 2014; Tung ve Winn, 2011). Bu moleküler 

bozulmalar, spina bifida ve anensefali gibi nöral tüp defektlerinin ortaya çıkmasında 

kritik bir rol oynamaktadır (Tung ve Winn, 2011). VPA’nın teratojenik etkisi yalnızca 

farmakolojik özellikleriyle sınırlı değildir; genetik ve çevresel faktörler de bu süreçte 

belirleyicidir. Örneğin, metilentetrahidrofolat redüktaz (MTHFR) geninde görülen bazı 

polimorfizmlerin, VPA’ya bağlı NTD gelişiminde artmış yatkınlıkla ilişkili olduğu 

gösterilmiştir (Yan vd., 2012). Bunun yanı sıra, maternal obezite ve diyabet gibi ek risk 

faktörleri de olumsuz gelişimsel sonuçların ortaya çıkma olasılığını artırabilir 

(Algahtani vd., 2019; Amarin ve Obeidat, 2010). Folik asit takviyesi, genel 

popülasyonda NTD insidansının azaltılmasında etkili olduğundan, VPA’ya bağlı 

konjenital malformasyonları önlemedeki rolü de araştırma konusu olmuştur. Kimi 

çalışmalar, folik asidin insan pluripotent kök hücrelerinden türetilmiş nöral rozetlerin 

morfogenezine olumlu katkı sağlayarak VPA kaynaklı gelişimsel anormallikleri kısmen 

hafifletebileceğini öne sürerken, diğer araştırmalar folatın tek başına ilacın nöral tüp 

kapanmasına yönelik spesifik müdahalesini yeterince engelleyemeyebileceğini 

göstermektedir (Akimova vd., 2017; Lee vd., 2023; Turgut vd., 2019; Zhang vd., 2022). 

Bu çelişkili sonuçlar, VPA’nın teratojenik mekanizmalarının yalnızca folat takviyesiyle 

düzeltilebilen süreçlerden daha geniş kapsamlı olduğunu düşündürmektedir. 

 

Özellikle üreme çağındaki kadınlarda antiepileptik tedavi ihtiyacı, klinik açıdan önemli 

bir zorluk oluşturmaktadır. Mevcut kılavuzlar, önceki gebeliklerde NTD öyküsü olan 

hastalar başta olmak üzere, gebelik planlayan ya da gebe kalması muhtemel bireylerin 

daha güvenli bir profil sunan antiepileptik ilaçlara geçmesini önermektedir (Tanoshima  

vd., 2016; Tomson vd., 2019). VPA’nın teratoloji alanındaki etkilerine ek olarak, bir 
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HDACi olarak tanımlanması bu ilacın ününü ve kullanılma yaygınlığını oldukça 

artırmıştır. 1990’ların başlarında, tümör hücrelerinin büyüme ve hayatta kalma 

yeteneklerinin HDAC aktivitesinin baskılanmasıyla zayıfladığı ortaya konmuş, bu da 

doğal kaynaklardan HDACi elde etmeye veya yeni bileşikler sentezlemeye yönelik 

çalışmaları hızlandırmıştır (Göttlicher vd., 2001; Krämer vd., 2003). HDAC1’in prostat, 

mide, kolon ve meme karsinomlarında; HDAC2’nin ise kolorektal, servikal ve mide 

kanserlerinde aşırı eksprese olduğu bildirilmektedir (Akgün, 2017; Halkidou vd., 2004; 

Song vd., 2017; Zhang vd., 2005; Zhu vd., 2004). Amerika Birleşik Devletleri Gıda ve 

İlaç Dairesi’nin (“United States Food and Drug Administration”: FDA), trichostatin A 

(TSA) ve suberoylanilid hidroksamik asidi (SAHA) antikanser ilaçlar olarak 

onaylaması, bu alandaki araştırmaları daha da canlandırmıştır. Alifatik asitler arasında 

yer alan VPA, bütirat ve fenilbütirat gibi ajanlar, TSA veya SAHA’ya kıyasla genellikle 

daha yüksek konsantrasyonlarda etki eden daha zayıf HDACi’ler olarak kabul edilseler 

de, VPA hem in vitro hem de in vivo ortamda servikal, prostat, nöroblastom, medüller 

tiroit, miyelom, kolon, gliom, lösemi, meme, akciğer, mesane ve melanom gibi çok 

sayıda kanser türünde antikanser aktivite göstermiştir (Duenas-Gonzalez vd., 2008). 

 

1989 yılında, inositol geri dönüşümünün azalmasına bağlı olarak hücresel inositolün 

tükenmesinin, Border hastalığı (Border disease: BD) tedavisinde lityumun etki 

mekanizması olabileceği öne sürülmüştür (Berridge vd., 1989). Bu tarihten itibaren 

lityum, VPA ve karbamazepinin birçok model sistemde InsP3 seviyelerini azalttığı 

gösterilmiştir (Eickholt vd., 2005; Galit vd., 2007; Shimshoni vd., 2007; Williams vd., 

2002). Nöronlarda inositol tükenmesi için gereken yapısal koşullara bakıldığında, 

karboksil baş grubun (karboksilik asit grubu) gerekli olduğu ve β-konumundaki 

dallanmanın etki gücünü artırdığı görülmektedir (Li vd., 2012). Karboksilik asit 

grubunun amid veya hidroksamit gruplarına dönüştürülmesi genelde aktiviteyi oldukça 

azaltırken, siklopropil analoglarda (örneğin MTMCD [N-metil-2,2,3,3-

tetrametilsiklopropankarboksamid]) karboksil grubunun değiştirilmesi gerektiği istisnai 

durumlar söz konusudur (Shimshoni vd., 2007). Ayrıca, doymamış VPA analoglarında 

etki stereoselektivite gösterir; S enantiyomerleri daha etkilidir ve (teratojenite 

durumunun aksine) β-konumunda bir hidrojen bulunması inositol tükenmesi için 

zorunlu değildir (Eickholt vd., 2005). VPA’nın inositol-tüketici etkisinin, miyo-inositol 
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1-fosfat (MIP) sentaz aktivitesini azaltan henüz bilinmeyen bir mekanizmayla ilişkili 

olduğu düşünülmektedir (Galit vd., 2007; Vaden vd., 2001).  

 

VPA gibi, BD tedavisinde kullanılan ilaçların hücresel hedeflerini inceleyen birçok 

çalışma, hücre döngüsünde, nöron yapısında ve hücre sağkalımında rol oynayan lityuma 

duyarlı glikojen sentaz kinaz 3 beta (GSK3β) enzimine odaklanır. VPA’nın GSK3β’yı 

hem doğrudan hem de dolaylı mekanizmalarla inhibe edebileceği belirtilmiştir (Chen 

vd., 2000); ancak bu etki tartışmalıdır (Jonathan Ryves vd., 2005). VPA ve diğer BD 

ilaçlarının MAPK yolağını aktive ettiği gösterilmiştir (Akgün, 2017; Boeckeler vd., 

2006; Einat vd., 2003; Hao vd., 2004; Terbach ve Williams, 2009). Bu etki, BD ile 

ilişkili olabilecek beyin bölgesel hacim kayıplarını önlemede (nöroproteksiyon) rol 

oynayabileceği için önemlidir (Manji ve Duman, 2001). Söz konusu aktivasyonun 

altında yatan mekanizma net olmasa da, bazı veriler VPA’nın bu etkiyi Dictyostelium 

gibi basit bir biyomedikal model organizmada protein kinaz A (PKA) yolağını 

zayıflatarak gerçekleştirebileceğini öne sürmektedir (Boeckeler vd., 2006). VPA, aynı 

zamanda, fosfolipaz A2 (PLA2) aracılı arakidonik asit salınımını azaltmaktadır (Chang 

vd., 2001). Diğer BD tedavilerinin de PLA2 transkripsiyonunu baskıladığı 

bilindiğinden, bu yolun BD tedavisindeki olası bir hedef olabileceği düşünülmektedir 

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

 

VPA’nın farmakolojik profili oldukça çeşitlilik sergilemektedir. Bir yandan epilepsi 

tedavisinde etkili ve görece iyi tolere edilen bir ajan iken, diğer yandan erken gebelikte 

kullanımının özellikle nöral tüp defektleri gibi ciddi teratojenik risklere yol açtığı 

bilinmektedir. Öte yandan, bir HDACi olarak tanımlanması, özellikle kombine tedavi 

yaklaşımlarında, kanser tedavisi için cazip fırsatlar sunmaktadır. Bu bağlamda yürütülen 

araştırmalar, VPA’nın hem gelişimsel hem de kanserle ilgili süreçleri hangi kesin 

moleküler yollarla etkilediğini daha detaylı olarak ortaya koyarken, epilepsi ve onkoloji 

alanlarındaki terapötik potansiyelini en iyi şekilde kullanmayı ve aynı zamanda 

teratojenik etkilerini azaltmaya yönelik stratejiler geliştirmeyi amaçlamaktadır. 
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2.11.1. VPA’nın Anti-kanser Etkisi 

 

VPA, geleneksel olarak epilepsi tedavisinde uzun yıllar boyunca başarıyla kullanılan ve 

güvenlik profili iyi tanımlanmış bir ilaç olmakla birlikte (Aztopal vd., 2018; Han vd., 

2013; Vecht vd., 2003), son dönemdeki çalışmalar, VPA’nın sadece antikonvülsan 

etkileriyle sınırlı kalmayıp, aynı zamanda çeşitli kanser türlerinde antitümör potansiyele 

sahip olduğunu göstermiştir (Akbarzadeh vd., 2016; Sun ve Coy, 2014). Bu antikanser 

etkiler, büyük ölçüde VPA’nın 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), hücredeki pek çok önemli sinyal yolunu aynı anda etkilemesi 

de bu özelliğin altında yatan temel mekanizmalardan biridir. Özellikle Wnt/β-katenin, 

PI3K/AKT, p21WAF1/CDKN1A ve MAPK/ERK gibi yollar, kanser hücrelerinin 

proliferasyon, diferansiyasyon ve apoptoz gibi süreçlerini düzenleyerek tümör 

gelişiminde kritik roller oynarlar (Akgün, 2017; Chou vd., 2011; Sidana vd., 2012). 

 

VPA’nın HDAC inhibitör etkisi, histon asetilasyon seviyelerini yükselterek gen 

ekspresyon düzenini değiştirebilmekte, böylece tümör baskılayıcı genlerin yeniden 

etkinleşmesi ve onkogen ekspresyonunun baskılanması mümkün olmaktadır (Hu vd., 

2024; Yagi vd., 2010). Bunun yanında, Wnt/β-katenin sinyal yolunun VPA tarafından 

modüle edildiği gösterilmiştir (Akbarzadeh vd., 2016; Sun ve Coy, 2014). Kanserde 

sıklıkla hatalı biçimde aktive olan Wnt/β-katenin yolunun inhibisyonu ya da doğru 

regülasyonu, hücre proliferasyonunun yavaşlatılması ve hücre farklılaşmasının 

artırılması gibi yararlar sağlayabilir (Crosby ve Deas, 2018; Yuan vd., 2014). Benzer 

şekilde, kanser hücrelerinin hayatta kalma mekanizmalarından biri olan PI3K/AKT 

sinyal yolunun VPA aracılığıyla baskılanabildiği, dolayısıyla AKT aktivasyonunun 

azalmasına bağlı olarak hücrelerin apoptoza daha duyarlı hale geldiği bildirilmiştir 

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

 

VPA ayrıca p21WAF1/CDKN1A yolağı üzerinden hücre döngüsünü durdurma (“cell 

cycle arrest”) etkisi gösterebilirken, MAPK/ERK yolağını da etkileyerek tümör 

hücrelerinin çoğalmasını ve hayatta kalmasını çeşitli düzeylerde baskılayabilmektedir 

(Kostrouchova vd., 2007; Sun ve Coy, 2014). Dahası, Notch sinyal yolu da VPA’nın 
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hedef aldığı önemli yollardan biridir ve bu yolun uyarılması, bazı kanser türlerinde 

tümör baskılayıcı bir etki gösterebilir (Cesar Machado vd., 2011; Greenblatt vd., 2007; 

Gunel vd., 2021). Örneğin, VPA’nın serviks kanseri ve nöroblastoma hücrelerinde 

Notch1 sinyalini aktive ettiği ve aynı zamanda histon H3 asetilasyonunu artırdığı 

saptanmıştır (Franko-Tobin vd., 2012; Sami vd., 2008). Bu çift yönlü etki, VPA’nın 

epigenetik düzenleyici fonksiyonuyla hücre içi sinyal iletim mekanizmalarını aynı anda 

kontrol edebildiğini, dolayısıyla çok katmanlı bir tümör baskılama stratejisi 

geliştirebildiğini göstermektedir (Kwiecińska vd., 2016). 

 

VPA’nın kemoterapiyle kombine kullanımı, özellikle küçük hücreli akciğer kanseri 

(KHAK) gibi agresif tümörlerde dikkat çekici sonuçlar doğurmuştur (Chu vd., 2013; 

Hashemi-Sheikhshabani vd., 2019; Leiva vd., 2012; Münster vd., 2007). Örneğin, 

sisplatin ve etoposid gibi standart kemoterapötik ajanlara yanıtı artırdığı bildirilmiştir. 

Ayrıca, VPA ve niklosamid kombinasyonunun, A549 akciğer kanseri hücre hattında 

ekstrinsik apoptozu indükleyerek güçlü bir sitotoksik etki oluşturduğu gösterilmiştir 

(Akgün vd., 2019). Klinik olarak ulaşılabilir dozda (0.6 mM) VPA kullanımının, farklı 

dozlarda FEC (5-Fluorourasil + Epirubisin + Siklofosfamid)  ile birlikte uygulandığında 

FEC’in sitotoksik etkisini artırdığı ATP testi ile gösterilmiştir. Ancak, bu etkinin MTT 

testinde doğrulanmamış olması VPA’nın hücre hatlarındaki sitotoksik etkisinin 

değerlendirilmesinde dikkatli olunması gerektiğinin altını bir kez daha çizmektedir (Arı 

vd., 2010). Klinik araştırmalar da bu durumu doğrular niteliktedir. Daha önce tedavi 

almış KHAK hastalarında doxorubicin tek başına etkisiz kalırken, VPA ile kombine 

edildiğinde yaklaşık %16 oranında yanıt elde edilmesi, VPA’nın olası bir 

“kemosensitizer” ya da ek tedavi ajanı olarak rol oynayabileceğini göstermektedir 

(Berghmans vd., 2015; Hajikazemi vd., 2018; Su vd., 2011). Benzer şekilde, VPA’nın 

başka birçok standart ya da hedefe yönelik tedaviyle birlikte kullanıldığında terapötik 

etkinliği artırabileceği bildirilmiştir (Juengel vd., 2013; Nilubol vd., 2017; Park vd., 

2020; Shan vd., 2012). 

 

VPA’nın antikanser gücünün göreceli olarak sınırlı olduğu bazı durumlar mevcuttur; 

ancak uzun dönemli epilepsi tedavisi geçmişi sayesinde geniş çaplı güvenlik ve 

farmakokinetik verilerinin bulunması, kanser tedavilerinde de kullanımını nispeten 
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güvenli kılmaktadır (Saha vd., 2017; Xie vd., 2020). Ayrıca, birçok klasik antiepileptik 

ilacın aksine, kurtarma kemoterapisi (salvage chemotherapy) ile daha az etkileşime 

girerek onkoloji pratiği içerisinde avantaj sağlar (Vecht vd., 2003). VPA’nın aynı anda 

birden çok sinyal yolunu hedefleyebilmesi, kanserin karmaşık doğasıyla çok yönlü bir 

şekilde mücadele etme olanağı sunmakta, bu da tek bir hedefe odaklanan 

monoterapilere kıyasla daha kapsamlı bir yaklaşım sağlamaktadır (Sun vd., 2015; Sun 

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

 

VPA’nın antikonvülsan etkilerinin yanı sıra, Wnt/β-katenin, PI3K/AKT, Notch ve 

MAPK/ERK gibi temel sinyal yollarını aynı anda modüle ederek antikanser potansiyel 

ortaya koyduğu görülmektedir. HDAC inhibisyonu ile histon asetilasyonunu artırarak 

gen ekspresyonunu düzenlemesi, onkogenleri baskılayıp tümör baskılayıcı genleri aktif 

hale getirmesine yol açmaktadır. Bununla birlikte, diğer kemoterapötik ajanlarla 

kombine tedavide gösterdiği sinerjik veya ek katkı potansiyeli de VPA’yı birçok 

malignitede umut vadeden bir yardımcı tedavi seçeneği hâline getirmektedir. Geniş 

güvenlik profili, iyi tanımlanmış farmakokinetiği ve birden çok sinyal yoluna etkisi, 

VPA’nın önümüzdeki dönemde onkolojik tedavilerde daha yaygın biçimde 

değerlendirilebileceğini göstermektedir. Özellikle VPA’nın en umut verici klinik 

sonuçlarının, sitotoksik kemoterapiler, immünoterapiler ya da diğer epigenetik 

düzenleyicilerle birlikte kullanıldığı kombinasyon tedavilerinde gözlendiği 

bildirilmektedir (Fenaux vd., 2009). VPA’nın uzun süredir epilepside kullanılan bir ilaç 

olması ve belirli ölçüde güvenlik verisine sahip bulunması, doğru doz ayarlamaları ve 

ayrıntılı risk–fayda analizleriyle birlikte değerlendirildiğinde, onkoloji alanında yeniden 

konumlandırılmasını kolaylaştırabilir. 

 

2.12 Apoptozis ve Moleküler Regülasyonu 

 

Apoptozis, programlanmış hücre ölümü olarak bilinen, hücresel homeostaz, gelişim ve 

bağışıklık savunması gibi çeşitli fizyolojik işlevlerin temelini oluşturan kritik bir 

biyolojik süreçtir. Bu oldukça iyi düzenlenmiş mekanizma, istenmeyen, hasar görmüş 

veya potansiyel olarak zararlı hücrelerin seçici olarak ortadan kaldırılmasını sağlar ve 

çevredeki dokulara verilen hasarı en aza indirir. Yaralanma veya travma sonucu ortaya 
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çıkan, kontrolsüz ve genellikle zararlı bir hücre ölümü şekli olan nekrozdan farklı 

olarak, apoptoz enerjiye bağlı bir süreçtir ve hücrelerin düzenli bir şekilde ortadan 

kaldırılmasını sağlar; üstelik bu süreç inflamatuar bir yanıt tetiklemez (Goldar vd., 

2015; Martinez vd., 2010). 

 

Apoptozisin morfolojik özellikleri belirgin ve iyi tanımlanmıştır. Apoptotik hücreler 

tipik olarak küçülme, kromatin yoğunlaşması ve apoptotik cisimcikler olarak bilinen 

membranla çevrili veziküllerin oluşumu gibi değişiklikler gösterir. Bu cisimcikler daha 

sonra komşu hücreler, özellikle de makrofajlar tarafından fagosite edilir. Bu mekanizma, 

hücresel kalıntıların etkin bir şekilde temizlenmesini sağlar ve inflamasyonu 

tetiklemeden gerçekleşir (Martinez vd., 2010). Bu süreç, doku homeostazının korunması 

ve hücre içi potansiyel olarak zararlı içeriklerin ekstrasellüler alana salınmasını 

engelleyerek inflamasyon ve doku hasarını önlemesi açısından kritik öneme sahiptir 

(Zhang vd., 2018). 

 

Moleküler düzeyde, apoptozis esas olarak hücre ölüm programını yöneten sistein 

proteaz ailesi olan kaspazların aktivasyonu ile gerçekleşir. Kaspazlar, inaktif öncüler 

olarak sentezlenir ve içsel veya dışsal ölüm sinyallerine yanıt olarak aktif hale gelir 

(Chen ve Wang, 2002; Li ve Yuan, 2008). Bu enzimlerin aktivasyonu, apoptozisle 

ilişkili karakteristik morfolojik ve biyokimyasal değişikliklerle sonuçlanan spesifik 

substratların parçalanmasına yol açar (Chen ve Wang, 2002; Creagh vd., 2003). Ayrıca, 

DNA parçalanması bu sürecin önemli bir göstergesidir; endonükleazlar kromozomal 

DNA’yı oligomerik fragmanlara ayırır ve bu, jel elektroforezi ile gözlemlenebilen 

belirgin bir "merdiven" desenine yol açar (Martinez vd., 2010; Walker ve Sikorska, 

1997). Bunun yanı sıra, fosfatidilserinin plazma zarının iç yüzeyinden dış yüzeyine 

geçişi, fagositik hücreler için bir "beni ye" sinyali olarak işlev görür ve apoptotik 

hücrelerin tanınmasını ve temizlenmesini kolaylaştırır (Park ve Kim, 2017). 

 

Apoptoziste anahtar düzenleyici proteinler kaspazlardır (Li ve Yuan, 2008). 

Memelilerde kaspazlar, farklı yolaklardaki özel işlevlerine göre üç gruba ayrılır: 

gelişimsel, inflamatuvar ve apoptotik yolaklar (Goldar vd., 2015; Weyhenmeyer vd., 

2012). Bu nedenle, kaspaz-1 gibi bazı kaspazlar apoptozun uygulanmasında bir rol 
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oynamazken, bazı kaspazlar hem apoptotik hem de apoptotik olmayan sinyal yollarında 

çift rol oynar. Ek olarak, kaspazlar apoptotik sinyal kaskadındaki konumlarına göre 

başlatıcı (kaspaz-8 ve -9) ve etkileyici veya uygulayıcı kaspazlar (kaspaz-3, -6 ve -7) 

olarak sınıflandırılır (Hu vd., 2013). Başlatıcı kaspazlar, oto-parçalanma ile aktive 

olduktan sonra, sırasıyla aşağı akışta yer alan "uygulayıcı" kaspazları parçalayarak aktif 

hale getirir. Ardından, uygulayıcı kaspazlar, hücrenin proteolitik olarak parçalanmasını 

düzenlemek için temel hücresel bileşenleri parçalar (Goldar vd., 2015; Green ve Evan, 

2002). 

 

Apoptozis, özellikle embriyonik gelişim olmak üzere çeşitli fizyolojik süreçlerde hayati 

bir rol oynar. Gereksiz veya düzgün bir şekilde oluşmamış hücrelerin ortadan 

kaldırılması yoluyla dokuların ve organların şekillendirilmesine katkıda bulunur ve 

böylece uygun bir organogenezis sağlanır (Exbrayat vd., 2012; Goldar vd., 2015). 

Bağışıklık sisteminde ise, apoptozis, otoimmün hastalıkları önleyerek, kendine tepki 

veren T ve B lenfositlerinin ortadan kaldırılmasıyla öz toleransı korumada hayati bir 

öneme sahiptir (Chaurio vd., 2009; Chen ve Wang, 2002; Feig ve Peter, 2007; 

Opferman, 2008). Ayrıca, apoptozis, DNA mutasyonları veya viral enfeksiyonlar gibi 

onarılamaz hasarlar taşıyan hücrelere karşı bir savunma mekanizması olarak işlev görür 

ve böylece kanser gibi hastalıklardan ve viral patojenlerin yayılmasından organizmayı 

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

 

Apoptotik mekanizmaların tanımlanması, işlev bozukluğu sonucu gelişen hastalıkların 

patogenezinin anlaşılmasını kolaylaştırır. Bu da, belirli apoptotik yolakları veya genleri 

hedef alan yeni ilaçların geliştirilmesine katkı sağlayabilir (Goldar vd., 2015). 

Memelilerde iki temel apoptotik yolak bulunmaktadır: ekstrinsik yolak (ölüm reseptörü 

aracılı yolak) ve intrinsik yolak (mitokondriyal aracılı yolak) (Şekil 2.7) (Hassen vd., 

2012). Ekstrinsik yol, hücre dışından gelen sinyallerin transmembran ölüm 

reseptörlerine bağlanması ile başlar. Bu reseptörler, hücre dışı ligandların spesifik 

bağlanma bölgelerine sahip olup, ligandların bağlanması sonucu hücre içinde ölüm 

sinyali başlatan bir dizi reaksiyonu tetikler. Bu süreç genellikle bağışıklık sisteminin 

düzenlenmesi ve hedef hücrelerin yok edilmesi gibi dış kaynaklı ihtiyaçlara yanıt verir. 

İntrinsik yol, hücre içinden kaynaklanan uyaranlarla başlatılır ve mitokondriyal apoptoz 
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olarak da bilinir. Bu yol, genellikle DNA hasarı, oksidatif stres, büyüme faktörü 

eksikliği veya toksik maddelere maruz kalma gibi içsel stres faktörleri tarafından 

tetiklenir. Bu tür uyaranlar, mitokondri zarının geçirgenliğini artırarak apoptotik 

faktörlerin, özellikle sitokrom c'nin, salınımını başlatır. Mitokondriyal yol, hücrenin 

kendi içsel durumuna yanıt veren bir mekanizma olarak görev yapar ve hücrenin 

yaşamını sürdüremeyeceği durumlarda ölüm sinyallerini devreye sokar (Goldar vd., 

2015). 

 

Bu iki yolak dışında, endoplazmik retikulum stresi tarafından aktive edilen apoptoziste, 

kaspaz-12 veya kaspaz-2’nin başlatıcı rol oynadığı daha az bilinen kaspaz aktivasyonu 

yolları da vardır (Szegezdi vd., 2006). Perforin/granzim yolu, T-hücresi aracılı 

sitotoksisiteyi içeren bir diğer yoldur. Bu yol, apoptozu granzyme A veya granzyme B 

aracılığıyla başlatabilir. Tüm bu apoptotik yollar (ekstrinsik, intrinsik ve granzyme B 

yolları), aynı terminal veya uygulayıcı yola birleşir (Jin ve El-Deiry, 2005). 

 

İki temel apoptotik yolak olan ekstrinsik ve intrinsik yolaklar aynı terminal veya 

uygulayıcı yolda birleşir. Ekstrinsik yol, hücre dışı ligandların transmembran 

reseptörlerin hücre dışı bölgelerine bağlanmasıyla başlarken, mitokondriyal apoptoz 

çeşitli hücre içi uyaranlarla başlatılır. Her iki yolağın başlatıcı kaspazları (kaspaz 8, 9 ve 

10), etkileyici kaspazların (örneğin kaspaz 3, 6, 7) proteolitik olgunlaşmasını katalize 

edebilir, bu da bir kaspaz kaskadının başlatılmasına ve sonunda hücrenin yıkımına yol 

açar (Goldar vd., 2015; Reed, 2000). 

 

DNA hasarı, tümör baskılayıcı protein P53’ün aktivasyonu ile apoptozu tetikler. P53 ise, 

DR-5, BCL-2 ile ilişkili X proteini (BCL-2-associated X protein: BAX), BCL-2 

homoloğu olan antagonist/katil (BCL-2 homologous antagonist/killer: BAK), NOXA ve 

P53 yukarı regüle edilmiş apoptoz modülatörü geninin (P53-upregulated modulator of 

apoptosis: PUMA) transkripsiyonunu indüklerken, B hücreli lenfoma 2 (B-cell 

lymphoma 2: BCL-2) ve survivin gibi anti-apoptotik genlerin transkripsiyonunu inhibe 

edebilir (Goldar vd., 2015; Wang vd., 2021). P53’ün mitokondrideki anti-apoptotik 

BCL-2 ailesi proteinleri ile sitoplazmik etkileşimi, mitokondri dış membranından 

sitokrom C gibi apoptotik faktörlerin salınımını tetikler. Buna ek olarak, P53 doğrudan 
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BAK ve/veya BAX ile etkileşime girerek, bu proteinleri "vur-kaç" mekanizmasıyla 

aktive eder ve mitokondri dış membranının geçirgenliğini artırır (Goldar vd., 2015) 

(Şekil 2.7). 

 

Apoptozis, gelişim, bağışıklık ve doku homeostazında hücrelerin düzenli bir şekilde 

ortadan kaldırılmasını sağlayan vazgeçilmez bir süreçtir. Bu sürecin düzenlenmesi, 

sinyal yolları ve moleküler bileşenler arasında karmaşık bir etkileşim içerir ve sağlık ve 

hastalık anlayışında merkezi bir odak noktasıdır. Apoptozun dengesi kritik öneme 

sahiptir; bu dengenin bozulması ciddi patolojik sonuçlara yol açabilir ve temel biyoloji 

ile klinik araştırmalardaki önemini daha da pekiştirir (Chaurio vd., 2009; Chen ve 

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

 

 
 

Şekil 2.7. Apoptozun intrinsik ve ekstrinsik yolaklarının şematik diyagramı. Apoptozis, 

hücre ölümü sürecini düzenleyen iki ana yolak olan ekstrinsik ve intrinsik yollar 

aracılığıyla gerçekleşir ve bu iki yolak, sonunda aynı terminal veya uygulayıcı yolda 

birleşerek hücrenin sistematik bir şekilde yıkımını sağlar (Goldar vd., 2015).  
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2.13. Köpeklerde Kanser 

 

Kanser, insanlarda olduğu diğer bir çok türde de yaygın olarak görülebilir. Köpeklerde 

de benzer şekilde, karsinogenezis, progresyon ve prognozu açısından 

değerlendirildiğinde oldukça kompleks, öldürücü bir hastalıktır. Genetik ve epigenetik 

faktörlerin yanı sıra, çevresel etkenler, beslenme alışkanlıkları, radyasyon maruziyeti ve 

bağışıklık sistemi durumu gibi unsurlar, tümör oluşumu ve yayılım sürecinde kritik rol 

oynar (Hanahan ve Weinberg, 2011). Köpeklerde özellikle bazı ırklarda belirli kanser 

türlerinin daha sık görüldüğü bilinmekte ve bu durum ırk predispozisyonu olarak 

adlandırılmaktadır (Dobson, 2013). Örneğin Golden Retriever ırkında lenfoma, 

Rottweiler ırkında osteosarkom ve Boxer ırkında mast hücreli tümörlerin daha yaygın 

ortaya çıkması, genetik faktörlerin önemini vurgular (Dobson, 2013). Karsinogenez, 

yani kanserleşme süreci, normal hücrelerin genetik ve epigenetik değişiklikler sonucu 

kontrolsüz çoğalmasıyla başlar ve bu aşamalı ilerleyiş; erken dönemde teşhis 

edilebildiğinde, tedavinin başarısını artırabilmektedir (Hanahan ve Weinberg, 2011). 

Köpeklerde en sık rastlanan kanser tipleri arasında, meme tümörleri, lenfoma, 

melanoma ve osteosarkom gibi maligniteler ön plana çıkar (Sorenmo, 2003). Lenfoma, 

lenfositlerin malign bir hastalığı olarak lenf düğümlerini, karaciğer, dalak ve diğer 

organları etkileyebilir ve sıklıkla hızlı seyirli olup agresif tedavi protokollerine 

gereksinim duyar (Meuten, 2020). Köpeklerde, melanomalar ise özellikle ağız boşluğu 

ve ciltte ortaya çıkabilen yüksek metastaz riskli tümörler olup, klinik seyri genellikle 

ciddidir ve tedavi seçenekleri arasında cerrahi, kemoterapi, radyoterapi ve 

immünoterapi kombinasyonları yer alır (Smith vd., 2002). Büyük ve dev ırk köpeklerde 

sıklıkla görülen osteosarkom ise kemik dokusundan kaynaklanır ve uzun kemiklerde 

şiddetli ağrı, topallık gibi semptomlara neden olurken, akciğer başta olmak üzere diğer 

organlara metastaz riski taşır (Thrall, 2012). Kanserin gelişiminde rol oynayan çoklu 

genetik mutasyonlar, kansere giden süreçte pek çok basamağın aşılmasına imkân 

verdiğinden, erken tanı ve düzenli veteriner kontrolleri köpeklerin yaşam kalitesini ve 

süresini önemli ölçüde etkileyebilir (Hanahan ve Weinberg, 2011; Sorenmo, 2003; 

Withrow vd., 2012). 
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2.13.1. Köpek Meme Tümörleri 

 

Farklı dokudan köken alan çok sayıda kanser çeşidi bulunmaktadır. Bunlar arasında, 

köpek meme tümörleri, dişi köpekleri etkileyen en yaygın neoplazmlardır ve dünya 

çapında veteriner hekimliğinde önemli bir sağlık sorununu temsil etmektedir (Gray vd., 

2020; Klopfleisch vd., 2010). Bu tümörlerin görülme sıklığı, kısırlaştırma uygulamaları, 

ırka yatkınlık, yaş, hormonal etkiler, diyet ve obezite gibi faktörlerden büyük ölçüde 

etkilenerek küresel olarak değişmektedir (Spoerri vd., 2015). Özellikle, köpeklerde 

meme tümörlerinin yaklaşık %50’si kötü huyludur ve bölgesel lenf düğümlerine ve uzak 

organlara metastaz yapma kapasitesine sahiptir, dolayısıyla bu durum hayatta kalma 

oranlarını önemli ölçüde etkiler (Mucha vd., 2016; Peña vd., 2013). Aşırı kilolu 

köpeklerde, özellikle de genç yaşta, meme tümörü gelişme olasılığı daha yüksektir. 

Adipoz doku, periferik aromatizasyon nedeniyle östrojenler için bir rezervuar görevi 

görür ve tümör gelişimini teşvik edebilecek adipokinler ve enflamatuar aracılar salgılar 

(Santander vd., 2015; Takahashi vd., 2015). Obez bireylerde leptin ve TNF-α gibi pro-

enflamatuar adipokinlerin varlığının tümörü destekleyen bir mikro çevre oluşturduğu 

gösterilmiştir (de Oliveira dos Santos vd., 2021; Fuentes-Mattei vd., 2014). Yağ oranı 

yüksek diyetler, meme tümörü riskinin artmasıyla ilişkilendirilmiştir ve bu da beslenme 

müdahalelerinin önlenmesinde bir rol oynayabileceğini düşündürmektedir (Sundaram 

ve Yan, 2016; Kim vd., 2011). Spesifik olarak, yüksek yağlı diyetler, meme 

tümörigenezinin artması ve enflamatuar profillerdeki değişikliklerle ilişkilendirilmiştir; 

bu da diyet yönetiminin aşırı kilolu köpeklerde kanser riskini azaltmada çok önemli 

olabileceğini göstermektedir (Kim vd., 2011; Sundaram ve Yan, 2016). 

 

Köpeklerde, meme tümörleri insanlarda olduğu gibi sıklıkla ileri yaşta görülmekte; 

özellikle beş yaşından önce nadir olarak rastlanmaktadır (Melin vd., 2016). Bu 

tümörlerin tipik başlangıç yaşı yaklaşık 10 olup, İngiliz Springer Spaniel, Doberman 

Pinscher, Poodle, Alman Çoban Köpeği ve Boxer gibi bazı ırklarda daha yüksek bir 

insidans gözlenmektedir ve hatta bazı çalışmalarda insidansın %40’a yaklaştığı 

bildirilmiştir (Biondi vd., 2021; Borge vd., 2011; Pastor vd., 2018). Bu durum, köpek 

meme tümörlerinin gelişiminde ırk ve yaşın kritik faktörler olarak önemini 

vurgulamaktadır (Biondi vd., 2021; Pastor vd., 2018). Ayrıca, hormonal faktörler, 
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özellikle de östrojenin etkisi, bu tümörlerin gelişiminde çok önemli bir rol oynamakta 

ve kısırlaştırmanın riski azaltmadaki önemini vurgulamaktadır (De Araújo vd., 2015; 

Silva vd., 2019). Meme dokusunun gelişimi, steroid, peptid hormonlar ya da büyüme 

faktörleri tarafından stimüle edilmektedir (Hellmén, 2005). Hormonlar meme 

dokusunun gelişimi için her ne kadar gerekli olsalar da; ileri dönemlerde meme 

tümörlerinin gelişiminde predispoze olmaktadırlar. Köpeklerde görülen meme 

kanserlerinin yaklaşık %60’ının abdominal ve inguinal meme bezi kökenli olduğu; söz 

konusu dokuların aktif olarak östrojen stimulasyonuna maruz kalmasının bu durumun 

muhtemel nedeni olduğu bildirilmiştir (Dias vd., 2016). Östrojen, progesteron, prolaktin 

ve epidermal büyüme faktörlerine ait reseptörlere neoplastik meme bezlerinde 

rastlandığı bildirilmiştir (Aydoğan, 2010). Bu hormonların meme karsinojenezisindeki 

rolü birçok çalışma ile ortaya konulmuştur (Illera vd., 2006; Thuróczy vd., 2007). 

Hormonal dalgalanmaların, köpeklerde meme kanseri üzerine olan etkileri elimine 

etmek açısından, erken dönemde yapılan ovaryohisterektominin (1. ve 2. östrustan 

önce); meme tümörü gelişmesinde koruyucu rol oynadığı bilinmektedir (Schneider vd., 

1969). Çalışmalar, dişi köpeklerin ilk kızgınlık döngüsünden önce kısırlaştırılmasının 

meme tümörü gelişme riskini önemli ölçüde azalttığını, kısırlaştırma birinci veya ikinci 

kızgınlıktan sonra yapılırsa koruyucu etkinin azaldığını göstermektedir (Burrai vd., 

2020; Salas vd., 2015). Meme tümörlerinin önemli bir yüzdesi kısırlaştırılmamış 

köpeklerde teşhis edilmiş olması, önleyici bir tedbir olarak erken cerrahi müdahalenin 

önemini vurgulamaktadır (Burrai vd., 2020). Ayrıca, cinsel olgunluğa erişmeden önce 

kısırlaştırılan dişilerde meme tümörlerinin görülme sıklığı neredeyse tamamen ortadan 

kalkmakta, bu da hormonal maruziyetin tümör gelişimindeki kritik rolünü 

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

 

Köpek meme tümörlerinin görülme sıklığı, büyük ölçüde kısırlaştırma 

uygulamalarındaki farklılıklar, kısırlaştırmaya yönelik kültürel tutumlar ve köpek nüfus 

demografisindeki farklılıklar nedeniyle farklı coğrafi bölgeler arasında önemli ölçüde 

değişmektedir. Avrupa ve Asya’nın bazı bölgeleri gibi kısırlaştırmanın rutin olarak 

yapılmadığı ülkelerde, köpek meme tümörü insidans oranları, Amerika Birleşik 

Devletleri gibi yaygın kısırlaştırma uygulamalarının olduğu bölgelere kıyasla belirgin 

şekilde daha yüksektir (Downes vd., 2015; Wongsaengchan ve McKeegan, 2019). 
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Araştırmalar, kısırlaştırma oranlarının düşük olduğu bölgelerde, dişi köpeklerde meme 

tümörü prevalansının, östrus döngüleriyle ilişkili hormonal maruziyetin etkisini 

yansıtacak şekilde ve önemli ölçüde yüksek olabileceğini göstermektedir 

(Wongsaengchan ve McKeegan, 2019). Ayrıca, evcil hayvanlara sahip olma ve veteriner 

hekimliği uygulamalarına yönelik kültürel tutumlar da kısırlaştırma uygulamalarını 

etkilemede önemli bir rol oynamakta ve bu da farklı popülasyonlarda meme 

tümörlerinin genel insidansını etkilemektedir (Wongsaengchan ve McKeegan, 2019). 

Birçok ülkede kapsamlı köpek meme tümörü kayıtlarının bulunmaması, güvenilir 

epidemiyolojik verilerin elde edilebilirliğini sınırlamakta ve köpek meme tümörlerinin 

gerçek küresel yükünü değerlendirmeyi zorlaştırmaktadır (Di Cerbo vd., 2014; Raposo 

vd., 2015). Birçok çalışmada, veriler veteriner hastanelerinden veya üniversitelerden 

alınan örneklere dayanmaktadır; dolayısıyla istatistikler özellikle çok sayıda kayıtsız 

ve/veya sokak köpeğinin bulunduğu ülkelerde daha geniş köpek popülasyonunu temsil 

etmeyebilir (LeBlanc vd., 2016; Regan vd., 2018). Veri toplamadaki bu sınırlama, 

köpek meme tümörü insidansını azaltmayı ve etkilenen köpekler için sonuçları 

iyileştirmeyi amaçlayan etkili halk sağlığı stratejilerinin ve müdahalelerinin 

geliştirilmesini engellemektedir (Salas vd., 2015). 

 

2.13.2. Köpek Meme Tümörü Moleküler Biyolojisi  

 

Köpek ve insan kanserleri, köpekleri onkolojik araştırmalar için istisnai modeller haline 

getiren derin benzerliklere sahiptir. Bu bağlamda, %80’in üzerinde (%82-84) genetik 

benzerliğe sahip olan her iki tür de, özellikle kritik genlerde karşılaştırılabilir kanserle 

ilişkili genetik mutasyonlar sergiler ve benzer tümör tipleri geliştirir. Kanser 

ilerlemesinin moleküler mekanizmaları, metastatik modeller ve bağışıklık sistemi 

tepkileri köpekler ve insanlar arasında dikkat çekici derecede tutarlıdır. Bu çarpıcı 

paralellikler, karşılaştırmalı onkolojiyi kanser gelişimi, ilerlemesi ve potansiyel 

tedavileri incelemek için benzersiz fırsatlar sunan kritik bir alan olarak 

konumlandırmıştır. Köpeklerde hastalığın daha hızlı ilerlemesi ve paylaştıkları çevresel 

maruziyetler, araştırma modelleri olarak değerlerini daha da artırarak, hem veteriner 

hekimliği hem de insan tıbbına fayda sağlayabilecek yeni terapötik stratejilerin keşfini 

potansiyel olarak hızlandırır. 



45 
 

 

Köpekler ve insanlar arasındaki genomik benzerlikler, özellikle kanser araştırmaları 

bağlamında önemlidir. Bu iki türün yüksek derecede moleküler homolojiye sahip 

olması, insan hastalıklarını incelemek için köpek modellerinin kullanımını kolaylaştırır. 

Örneğin, çalışmalar köpek tümörlerinin, osteosarkom ve meme karsinomu gibi insan 

kanserlerinde bulunanlara benzer genomik dinamikler sergilediğini göstermiştir; bu da 

ortak yolakları ve potansiyel terapötik hedefleri işaret etmektedir (Angstadt vd., 2011; 

Beck vd., 2013; Shao vd., 2019). Köpek genomunun yüksek doğrulukla dizilenmiş 

olması, insan genomuyla korunmuş sinteniyi ortaya çıkarmıştır. Bu durum gen ifadesi 

ve mutasyon profillerinin karşılaştırmalı analizlerine olanak tanır (Briggs vd., 2011; 

Sakthikumar vd., 2023). Bu korunmuş bölgeler, özellikle tümör baskılayıcı genler ve 

onkogenlerde belirgindir. Her iki türde de benzer mutasyonların tespit edilmiş olması, 

kanser biyolojisi ve tedavi stratejilerinin anlaşılmasını artırmıştır (Megquier vd., 2019; 

C. Wang vd., 2021; Wu vd., 2023). Dahası, binlerce yıldır bir arada var olan köpekler ve 

insanlar arasındaki evrimsel ilişki, özellikle çevresel faktörlere yanıt olarak gelişen 

genomik yapı ve işlevlerin benzer bir şekilde gelişmesine olanak sağlayan 

adaptasyonlara yol açmıştır (Jagannathan vd., 2021; C. Wang vd., 2021). Bu bağlamda, 

köpekler, insan hastalıklarını, özellikle insanlarda nadir görülen ancak köpeklerde 

yaygın olan kanserleri incelemek için paha biçilmez bir model haline gelmiştir. Aynı 

zamanda, bu yaklaşım Tek Sağlık (“One Health”) kapsamında, veteriner ve insan tıbbı 

arasındaki boşluğu kapatır (Beck vd., 2013; Klopfleisch vd., 2010; Wu vd., 2023). 

 

Köpek meme tümörlerinin hücresel ve moleküler dinamikleri, tümör başlangıcını, 

ilerlemesini ve metastazını yönlendiren bir dizi yakından bağlantılı süreçle 

karakterizedir. Bu dizinin merkezinde, kümülatif genetik ve epigenetik değişikliklerden 

kaynaklanan meme epitel hücrelerinin malign dönüşümü yer alır. Bu değişiklikler; 

onkogenlerde veya tümör baskılayıcı genlerde meydana gelen mutasyonları, DNA 

metilasyonunda ve histon modifikasyonlarında ortaya çıkan farklılıkları ve düzensiz 

miRNA ekspresyon profillerini içerir. Bir arada ele alındığında, söz konusu faktörler 

malign hücreleri normal muadillerinden ayıran kontrolsüz çoğalma, apoptozdan kaçış ve 

invazif özelliklerin kazanılmasına yol açar. Onkogen mutasyonları genellikle hücre 

büyümesi ve bölünmesini sürekli olarak destekleyen sinyal yollarını aşırı etkin hâle 
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getirirken, tümör baskılayıcı genlerdeki değişiklikler de kanser oluşumunu normalde 

engelleyen kritik kontrol noktalarını devre dışı bırakır. Örneğin, köepklerde de çeşitli 

kanser türlerinde yaygın olarak görülen TP53 mutasyonları, DNA onarım 

mekanizmalarını, hücre döngüsü durdurma işlevini ve apoptozu zayıflatarak genomik 

kararlılığı tehlikeye atar (Gherman vd., 2023). Bu mutasyonlar, hücrenin malign 

transformasyona karşı en güçlü koruyucularından birini ortadan kaldırarak denetimsiz 

çoğalmaya ve ek genetik bozuklukların birikmesine olanak tanır. Bununla birlikte, 

HER2 (diğer adıyla ERBB2) gibi onkogenler amplifikasyon veya aşırı ifade yoluyla 

etkinleştiğinde, hücre göçü ve tedavi direnci gibi agresif tümör özelliklerini destekleyen 

reseptör tirozin kinaz yollarının aktivitesi artar (Pond vd., 2010). Benzer şekilde, hücre 

döngüsü ilerlemesi, metabolizma ve ribozomal biyogenezin düzenlenmesinden sorumlu 

bir transkripsiyon faktörünü kodlayan MYC onkogenindeki aşırı aktivasyon, hücreleri 

hiperproliferatif bir duruma sürükler (Gracanin vd., 2014). Onkogenler hücreyi sürekli 

bölünmeye iterken, tümör baskılayıcı genler önemli bir karşı denge görevi görür; ancak 

TP53 veya BRCA1 gibi genler nokta mutasyonları, delesyonlar ya da epigenetik 

baskılanma aracılığıyla etkisiz hâle getirildiğinde, hücrenin genomu replikasyon 

hatalarına açık hâle gelir ve kromozomal anormallikler ile diğer mutasyonel olaylar 

ortaya çıkarak malign evrimi tetikler (Hallett vd., 2012). Bu doğrudan mutasyonların 

ötesinde, epigenetik modifikasyonlar da gen regülasyonunda bir başka güçlü katman 

sunar; zira DNA dizisini değiştirmeden belirli genomik bölgelerin transkripsiyona açık 

olup olmayacağını etkiler. Genellikle CpG adacıklarındaki sitozin rezidülerinde 

gerçekleşen DNA metilasyonu, kritik tümör baskılayıcı genlerin promotör bölgelerinde 

yer aldığı takdirde, genomik bütünlük için gerekli proteinleri devre dışı bırakarak gen 

ifadesini baskılayabilir. Örneğin, DNA hasar tamirinde kilit rol oynayan bir proteini 

kodlayan BRCA1 geninin promotör bölgesindeki hipermetilasyon, hücrelerde ek 

mutasyonların birikmesini hızlandırarak maligniteyi tetikleyebilir (Hallett vd., 2012). 

Tersine, hipometilasyon ise onkogenlerin veya tekrarlı genomik unsurların hatalı 

ifadesine yol açarak genomik istikrarsızlığı artırabilir. Asetilasyon, metilasyon, 

fosforilasyon ve ubiquitinasyon gibi çeşitli histon modifikasyonları da kromatinin 

erişilebilirliğini şekillendirir. Genellikle belirli lizin kalıntılarındaki histon asetilasyonu, 

transkripsiyona elverişli gevşek bir kromatin yapısı ile ilişkilendirilirken, histon 

deasetilasyonu gen ifadesini baskılayan yoğun bir yapı ortaya çıkarır (Hu vd., 2021). 
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Köpeklerde de birçok kanserde, HAT’ler ile histon deasetilazlar HDAC’ler arasındaki 

denge bozulur; bu durum, proliferatif yolları aktive eden veya apoptozla ilişkili genleri 

baskılayan epigenetik profilleri ortaya çıkararak malign fenotipin pekişmesine katkıda 

bulunur. Histonlar üzerindeki metilasyon olayları ise bağlama göre farklı, hatta bazen zıt 

etkiler doğurabilir: Örneğin, histon H3’ün 27. lizini (H3K27me3) üzerindeki 

trimetilasyon, genellikle gen baskılanmasıyla ilişkiliyken, H3K4me3 çoğunlukla aktif 

transkripsiyona işaret eder (Xu vd., 2021). Bu işaretleri ekleyen veya kaldıran 

enzimlerdeki düzensizlikler, meme epitel hücrelerinde anormal gen ifadesi 

programlarını tetikleyerek tümörleştirme potansiyelini yükseltebilir. Her ne kadar insan 

tıbbındaki kümülatif bilgi köpekler için bulunmasa da, epigenetik bozukluklar sıkça 

genetik anormalliklerle iş birliği yapar; örneğin, mutasyona uğramış bir onkogeni 

barındıran bir hücre, yakındaki tümör baskılayıcı yolları susturan epigenetik 

değişiklikler de kazanabilir ve bu durum ilerlemeyi hızlandırır. 

 

Köpek meme tümörlerinde, regülasyondaki üçüncü bir boyut ise, insanlarda olduğu 

gibi, küçük, kodlamayan RNA’lar olan miRNA’lardır. Bu moleküller, hedef mRNA’ların 

3’ UTR bölgelerine bağlanarak gen ifadesini transkripsiyon sonrası seviyede modüle 

eder. Meme kanseri dâhil olmak üzere birçok kanserde düzensiz miRNA ifadesi, tümör 

oluşumunda önemli bir katkı sağlar. Bazı miRNA’lar, tümör baskılayıcı genleri 

baskılayarak “onkomiR” işlevi görürken, diğerleri onkogenik transkriptlerin ifadesini 

kısıtlayarak tümör baskılayıcı rol üstlenir. Örneğin, miR-21 hem apoptozu azaltan hem 

de hücre çoğalmasını yükselten kilit tümör baskılayıcı genleri ve apoptoz 

düzenleyicilerini hedef alır; bu nedenle memede yüksek seviyede ifadesi, agresif tümör 

fenotipleriyle bağlantılıdır (Saito vd., 2013). Buna karşılık, miR-145 gibi normalde 

invazyon ve metastaz davranışlarını baskılayan miRNA’ların azalması, EMT ve 

metastatik yayılımı destekleyen çok sayıda genin etkinleşmesine yol açar (Noguchi vd., 

2012). Bazı hücre fenotipleri de karsinogeneziste spesifik ilişkiler gösterebilir. Hem 

CD44+ hem de CD24+, daha az agresif histolojik tiplerle, düşük dereceyle ve triple 

negatif olmayan bir alt tip ile ilişkilendirilebilir. Her iki belirteç de köpek meme 

karsinomunda kanser kök hücresi özelliklerini tanımlar. Öte yandan, CD44+/CD24– 

fenotipinin daha yüksek dereceli karsinomlar ile ilişkilendirildiği bildirilmiştir (Im vd., 

2015). Zaten kanserin mihenk taşlarından biri olarak kabul edilen EMT’de, epitel 
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hücreleri kutuplaşmalarını ve hücre-hücre bağlantılarını yitirip mezenkimal özelliklere 

bürünerek hareketlilik ve invazyon kapasitesi kazanırlar (Du vd., 2017). Bu süreç, Snail, 

Slug, Twist ve Zeb1/2 gibi çeşitli transkripsiyon faktörlerinin kontrolünde gerçekleşir; 

ayrıca miRNA’lar, histon modifikasyonları ve DNA metilasyonu, E-cadherin gibi EMT 

düzenleyicilerinin ekspresyonunu etkileyerek sürecin ilerleyişini belirler. Malign meme 

hücrelerinde, transkripsiyon faktörleri, miRNA’lar ve epigenetik düzenleyiciler arasında 

sıklıkla karmaşık bir moleküler iletişim yaşanır; döngüler hâlinde interaksiyona girerek 

EMT’yi kalıcı kılar ve hücrelerin çevre dokuya nüfuz etmesini, dolaşıma karışmasını ve 

nihayetinde uzak organları kolonize etmesini mümkün kılar. Bu ana mekanizmalara ek 

olarak, son çalışmalar bazı miRNA’ların eksozomlara paketlenerek tümör hücreleri 

tarafından salgılanabileceğini göstermektedir; bu eksozomlar, stromal hücreler, endotel 

hücreler veya diğer tümör hücreleri tarafından alınarak lokal ve sistemik ortamı tümör 

büyümesi ve metastaz lehine değiştirebilir (Gherman vd., 2023). Bu hücreler arası 

iletişim, miRNA’ların kanser ilerlemesindeki çok yönlü rolünü vurgularken, erken tespit 

veya metastatik yayılımı engelleme amaçlı terapötik hedef olarak bu moleküllerin 

kullanımına da kapı aralar. Önemli olan bir nokta, söz konusu genetik ve epigenetik 

değişikliklerin yalıtılmış şekilde meydana gelmemesidir; tam aksine, hücre döngüsü 

ilerlemesini, stres yanıtlarını, metabolik yeniden programlamayı ve tümör 

mikroçevresiyle etkileşimleri yöneten karmaşık bir sinyal ağı içinde birleşirler. Örneğin, 

köpek meme tümörlerinde de rol aldığı bilinen Wnt/β-katenin yolu, onkogenlerde veya 

tümör baskılayıcı genlerde meydana gelen mutasyonlar β-kateninin kararlılığını veya 

hücre içi konumunu değiştirdiğinde güçlenebilir (Gracanin vd., 2014). Kararlı hâle 

gelen β-katenin çekirdeğe taşınarak TCF/LEF transkripsiyon faktörleriyle etkileşime 

girer ve çoğalma, hayatta kalma ve “kök hücre benzeri” özellikleri destekleyen genlerin 

ifadesini tetikler. Dikkat çekici biçimde, düzensiz Wnt aktivitesi çoğunlukla değişmiş 

miRNA profilleriyle de uyumlu çalışır; bazı miRNA’lar yolun negatif düzenleyicilerini 

baskılayarak Wnt sinyalini güçlendirirken, diğer miRNA’lar ise tümör büyümesini 

tetikleyen Wnt hedeflerini baskılayarak bu etkiyi sınırlayabilir (Hu vd., 2021). Benzer 

bir etkileşim PI3K/AKT ve MAPK yollarında gözlemlenebilir; bu yollar HER2 veya 

EGFR gibi reseptör tirozin kinazlar aracılığıyla etkinleşebilir. Bu reseptörlerdeki 

mutasyonlar veya amplifikasyonlar hücre büyümesi ve bölünme sinyallerini katlarken, 

buna eşlik eden epigenetik değişiklikler veya miRNA düzensizlikleri, normalde 
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PI3K/AKT yolunu sınırlandıran PTEN gibi tümör baskılayıcı genlerin ifadesini 

düşürebilir. Sonuçta, normal epitel hücrelerde ölüm sinyallerine yol açacak koşullara 

rağmen büyüme ve hayatta kalma kapasitesi yüksek olan kanser hücreleri ortaya çıkar. 

Bu tür değişiklikler, kemoterapi veya hedefe yönelik inhibitörler gibi tedavi baskılarını 

aşabilen, uyum yeteneği yüksek hücre topluluklarının gelişmesini sağlar. Tedaviye 

direnç mekanizmaları genellikle epigenetik esneklik, alternatif ekleme olayları veya 

miRNA ağlarının yeniden düzenlenmesiyle bağlantılıdır; bunların tümü, inhibe edilen 

nodu atlayacak şekilde sinyal yollarını yeniden kurgulayabilir. Dahası, hem köpek hem 

de insan meme tümörlerinde gözlemlenen kanser kök hücreleri, popülasyonun az bir 

bölümünü oluştursa da öz-yenilenme ve çoklu farklılaşma potansiyeliyle standart 

tedavilere oldukça dirençlidir (Du vd., 2017). Genetik mutasyonlar (ör. Wnt/β-katenin 

sinyallerini veya MYC’i etkinleştiren) ile epigenetik durumlar (ör. “kök hücre benzeri” 

genleri destekleyen histon işaretleri) arasındaki etkileşim, bu kök hücre benzeri fenotipi 

perçinleyerek nüksü ve metastazı teşvik eder. Klinik açıdan bakıldığında, genetik ve 

epigenetik düzensizliklerin bu karmaşık ağını çözmek, daha iyi tedavi stratejileri 

geliştirme yolunda önemli bir adımdır. Onkogenler, tümör baskılayıcılar, epigenetik 

düzenleyiciler ve miRNA’lardan oluşan bu çoklu katmanlı yolları kavrayarak, 

araştırmacılar ve klinisyenler köpek meme tümörlerindeki malignitenin temel 

dayanaklarını daha kapsamlı biçimde ortadan kaldırabilir ve bu bulguları insan meme 

kanserlerine de uyarlayabilir. Aslında, biyolojik ve moleküler açıdan insan meme 

tümörlerine büyük benzerlik gösteren köpek meme tümörleri, önemli bir karşılaştırmalı 

model işlevi görür. Veteriner ve insan onkolojisi arasındaki bu yakınsama, “Tek Sağlık” 

(One Health) kavramını destekleyerek köpek kanserlerinde elde edilen keşiflerin insan 

klinik çalışmalarında hızlıca uygulanmasının önünü açar. 

 

Malign bir meme epitel hücresinin ortaya çıkışı, onkogenler ve tümör baskılayıcı 

genlerdeki genetik değişimlerin kontrolsüz hücresel bölünme itici gücünü sağlamasıyla 

başlar. Buna ek olarak, DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlarını içeren bir dizi 

epigenetik ayar, gen ifadesi ve erişilebilirlik örüntülerini düzenleyerek habis fenotipleri 

pekiştirir. Bu süreci daha da karmaşık hâle getiren, hücre döngüsü denetimi, apoptoz ve 

metastatik yayılmada rol alan sayısız genin ifadesini ince ayar yapan RNA ağlarının 

bozulmasıdır. Tüm bu faktörler bir araya geldiğinde, hücreleri sınırsız çoğalma 
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kapasitesiyle donatırken, standart tedavilere karşı koruyan bir döngü ortaya çıkar; 

hastalık ilerledikçe genomik ve epigenomik esneklik de artar. Dolayısıyla, ister köpek 

meme tümörleri ister insan meme kanserleri olsun, etkili bir tedavi, bu çok katmanlı 

onkojenik düzenlemeleri aynı anda hedefleyebilmelidir. Böyle yapıldığında dirençli 

klonların ortaya çıkışı önlenebilir, yanıt oranları iyileştirilebilir ve nihayetinde sağkalım 

süreleri uzatılabilir. Bu keşifleri başarılı terapilere dönüştürme yolunda bazı zorluklar 

bulunsa da, epigenomu hedefleyen ilaçlar, miRNA temelli yaklaşımlar ve kanserin hem 

genetik hem de epigenetik temellerini hedef alan kombinasyon stratejileri üzerine 

yürütülen araştırmalar, gelecek için sağlam bir çerçeve sunar (Samli vd., 2019). Tümör 

biyolojisinin karmaşıklığı benimsendikçe, farklı moleküler manzaralara sahip meme 

kanserleri ve diğer kanser türlerine yanıt verebilecek, kişiselleştirilmiş onkoloji 

çözümlerine gitgide yaklaşılmaktadır (Du vd., 2017; Gherman vd., 2023; Gracanin vd., 

2014; Hallett vd., 2012; Hu vd., 2021; Im vd., 2015; Pond vd., 2010; Saito vd., 2013). 

 

Köpek meme kanserlerinin invazif doğasının temelinde yatan önemli bir mekanizma 

olan EMT süresince, tümör hücreleri fenotipik olarak köklü bir dönüşüm geçirir; 

özellikle E-kaderin gibi epitel belirteçlerini kaybederek N-kaderin gibi mezenkimal 

belirteçleri kazanır (Gherman vd., 2023). EMT, insan kanserlerinde de olduğu üzere 

tümör hücrelerinin primer lezyondan kopmasına, komşu dokuları istila etmesine ve 

damarlar veya lenfatik sistem aracılığıyla yayılmasına imkân tanıyarak metastazın kritik 

bir tetikleyicisi haline gelir. Köpek meme tümörü patofizyolojisinin bir diğer önemli 

boyutu, tümörlerin artan oksijen ve besin ihtiyacını karşılamak için başvurduğu 

anjiyogenezdir. Yeni kan damarı oluşumu, genellikle hipoksik tümör bölgelerinde 

yükselen vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) gibi pro-anjiyojenik aracıların 

kontrolü altındadır (Gherman vd., 2023; Pond vd., 2010). Düşük oksijen koşullarında 

artan hipoksi-indüklenebilir faktörler (HIF’ler), VEGF üretimini uyarır ve endotelyal 

hücrelerin çoğalarak yeni damarlar oluşturmasına önayak olan bir sinyal kaskadını 

harekete geçirir. Bu yeni vasküler ağ, tümör büyümesini sürdürmekle kalmaz, 

dolaşımdaki tümör hücrelerine primer bölgeden ayrılıp uzak organlara yayılmaları için 

de bir yol sunar. VEGF’nin ötesinde, tümör hücrelerinin salgıladığı eksozomlar ilave 

pro-anjiyojenik faktörler ve kodlamayan RNA’lar taşıyabilir ve anjiyogenezi daha da 

şiddetlendirebilir. Bu nedenle, VEGF veya HIF yolaklarını hedefleyen anti-anjiyojenik 
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tedaviler, tümörlerin temel kaynaklardan mahrum bırakılarak metastatik yayılımın 

önlenmesi açısından dikkat çekmektedir. Bozulan sinyal iletim yolakları, köpek meme 

tümörlerinin belirleyici bir özelliği olup, bu tümörlerin karmaşıklığını daha da ortaya 

koyar. Özellikle Wnt/β-katenin yolaklarının önemi büyüktür; bu yolak hücre çoğalması, 

farklılaşma ve hayatta kalma süreçlerini düzenler (Gracanin vd., 2014; Hallett vd., 

2012; Xu vd., 2021). Köpek meme tümörlerindeki Wnt sinyalinin anormal şekilde 

etkinleşmesi, β-kateninin çekirdek içinde birikmesiyle kendini gösterir ve hücre 

döngüsü ilerlemesi ile artan tümör saldırganlığıyla ilişkili genlerin transkripsiyonunu 

tetikler. Ancak bu yolak, tek başına faaliyet göstermez; PI3K/AKT ve MAPK gibi diğer 

önemli kaskadlarla da kesişir (Hu vd., 2021). Bu etkileşim ağı, tümör büyümesini teşvik 

eden sinyalleri çoğaltırken tek bir hedefe yönelik tedavilere karşı direnç gelişimini 

kolaylaştırabilir. Bu nedenle, Wnt inhibitörlerini PI3K/AKT veya MAPK yolu 

modülatörleriyle birleştiren çok hedefli yaklaşımlar, tümör hücrelerinin birden fazla 

hayatta kalma yolunu keserek tedavi etkinliğini artırabilir. Tümör mikroçevresi, stromal 

hücrelerden (örneğin, kanser ilişkili fibroblastlar), bağışıklık hücrelerinden ve hücre dışı 

matriks (ECM) bileşenlerinden oluşan karmaşık bir ekosistemi temsil eder. Kanser 

ilişkili fibroblastlar, sitokinler, kemokinler ve büyüme faktörleri salgılayarak tümör 

genişlemesini güçlendirirken Wnt dahil olmak üzere önemli sinyal yollarını da 

değiştirebilir (Du vd., 2017; Du ve Elemento, 2015; Pond vd., 2010). Hyaluronan gibi 

ECM bileşenleri, CD44 gibi yüzey reseptörlerine bağlanarak tümör hücresi 

hareketliliğini teşvik eder ve metastaza zemin hazırlar (Saito vd., 2013). Tümör 

hücreleri, ECM ile dinamik etkileşimler yoluyla aynı zamanda kanser kök hücresi 

popülasyonlarını destekleyen özel nişler oluşturarak ilaç direncini artırır ve nüks 

olasılığını yükseltir (Du vd., 2017). 

 

Kanser kök hücreleri, köpek meme tümörlerindeki belirleyici alt hücre 

popülasyonlarından biridir. Öz-yenilenme, farklılaşma potansiyeli ve yüksek 

tümörijenite ile karakterize olan bu hücreler, sıklıkla CD44+/CD24− gibi yüzey 

belirteçleri taşır (Im vd., 2015; Du vd., 2017). Özellikle DNA tamir mekanizmalarının 

güçlülüğü, düşük çoğalma hızı (quiescence) ve aktif ilaç atım taşıyıcıları gibi etkenler 

sebebiyle klasik kemoterapi ve radyoterapi yaklaşımlarına karşı dikkat çekici bir direnç 

gösterirler. Köpek meme tümörlerinde bu CSC’lerin genişlemesi, daha yüksek tümör 
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dereceleri ve kötü prognozla ilişkilendirilmiştir. Üstelik, Wnt/β-katenin yolunun 

tümörün genel kitlesinde zaten önemli bir rol oynadığı bilinmekle birlikte, CSC’lerin 

sürdürülmesinde de özellikle kritik olduğu gösterilmiştir (Du vd., 2017). Bu nedenle 

Wnt, Notch veya Hedgehog gibi CSC ilişkili yolakların hedeflenmesi, tümörün en 

dirençli ve malign hücrelerini ortadan kaldırarak klinik sonuçları iyileştirebilecek güçlü 

bir strateji sunabilir. Ek olarak, TME içindeki iltihaplanma ve immünosupresyon, KMT 

gelişiminin önemli düzenleyicilerindendir (Gherman vd., 2023). Kronik inflamasyon, 

DNA hasarını, sitokin salınımını ve anjiyogenezi kolaylaştırarak tümör oluşumunu 

hızlandırır. T hücreleri ve makrofajlar gibi bağışıklık hücreleri antitümör savunma 

mekanizmalarında rol alabilseler de, kanser hücreleri sıklıkla düzenleyici T hücreleri 

(Treg) veya miyeloid kaynaklı baskılayıcı hücreleri (myeloid-derived suppressor cells: 

MDSC) devreye sokarak immün yanıtı zayıflatır. Ayrıca salgılanan bazı faktörler, 

sitotoksik T lenfositleri ve doğal öldürücü hücreleri baskılayarak bu immüno-kaçış 

ortamını güçlendirir. Yakın dönemde yapılan çalışmalar, bu baskılayıcı engelleri aşarak 

köpek meme tümörlerinde etkili antitümör bağışıklığı yeniden kurmayı hedefleyen 

immünoterapötik yaklaşımların (örneğin, immün kontrol noktası inhibitörleri) umut 

vadettiğini göstermiştir. 

 

Köpek meme tümörlerinin patobiyolojisi; genetik mutasyonlar, epigenetik değişiklikler, 

bozulan sinyal yolları, tümör mikroçevresi etkileşimleri ve bağışıklık sistemi 

aksamalarının bir birleşimi şeklinde ortaya çıkar. Bu faktörlerin her birini ayrı ayrı 

anlamak yeterli değildir; onların karşılıklı etkileşimlerine odaklanan bütüncül bir 

yaklaşım, yeni tanı araçları ve hedefe yönelik tedavilerin geliştirilmesinde en büyük 

umut kaynağıdır. EMT inhibisyonu, anti-anjiyogenez, Wnt/β-katenin blokajı ve kanser 

kök hücrelerinin ortadan kaldırılması gibi çok yönlü müdahaleleri içeren kombine 

tedaviler, özellikle yararlı olabilir. Buna ek olarak, bağışıklık sisteminin kontrol noktası 

blokajları veya adaptif hücre transferi aracılığıyla güçlendirilmesi, bu hedefe yönelik 

stratejileri tamamlayarak Köpek meme tümörleri daha kalıcı yanıtlar ve iyileşmiş 

sağkalım oranlarına zemin hazırlayabilir. Köpek ve insan meme kanserleri arasındaki 

benzerlikler göz önünde bulundurulduğunda, karşılaştırmalı onkoloji modellerinde 

köpek meme tümörlerinin incelenmesiyle elde edilen bilgiler, insan hastalar için de yeni 

ve gelişmiş tedavi yaklaşımlarının şekillenmesine katkıda bulunabilir. Tümör 
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mikroçevresi, stromal hücreler, ECM bileşenleri ve bağışıklık hücrelerinin katılımıyla 

tümör büyümesini, anjiyogenezi ve metastazı destekleyerek önemli bir rol oynar. Bu 

hücreler sıklıkla, tümörün hayatta kalmasını ve yayılmasını destekleyen 

immünosüpresif bir niş oluşturur (Pimentel vd., 2024; Rodríguez-Bejarano vd., 2024). 

Lenfatik sistemin katılımı, köpek meme tümörü metastazında önemli bir faktördür ve 

lenf düğümleri birincil metastatik bölgeler olarak işlev görür. Lenfografik teknikler, 

lenfatik yayılımın anlaşılmasını ve prognostik önemini artırmaktadır (Pimentel vd., 

2024; Rodríguez-Bejarano vd., 2024). Özellikle östrojen ve progesteron reseptör 

ekspresyonu gibi hormonal etkiler, insan meme kanserindeki benzerlikleri yansıtarak 

terapötik hedefler sunarken, Wnt/β-katenin ve PI3K/AKT gibi düzensiz yollar tümör 

agresifliğini ve tedaviye direnci artırmaktadır (Rodríguez-Bejarano vd., 2024; Vafaei 

vd., 2022). Köpek meme tümörleri, mucin-1 (MUC1) gibi moleküler belirteçleri insan 

meme kanserleri ile paylaşır. Bu durum aynı zamanda insan hastalar için köpek 

modellerin tanı ve tedavi geliştirmede değerlerini vurgular (Pimentel vd., 2024). 

Bununla birlikte, sınıflandırma ve tedavi protokollerinin standartlaştırılmasında 

zorluklar devam etmektedir. Gelecekteki yönelimler, yeni hedefleri belirlemek ve 

bağışıklığa dayalı tedavileri ve epigenetik yeniden programlama stratejilerini daha iyi 

sonuçlar için entegre etmek amacıyla genomik ve proteomik çalışmalara işaret 

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

 

Köpek meme tümörleri epidemiyolojik, klinik, histopatolojik ve moleküler düzeylerde 

insan meme kanseri ile dikkate değer benzerlikler paylaşmaktadır. Bu benzerlikler, 

köpek meme tümörlerini karşılaştırmalı onkolojide değerli bir model olarak 

konumlandırmış ve insan tıbbına aktarılabilecek tümör biyolojisi, ilerlemesi ve terapötik 

yanıtların incelenmesini kolaylaştırmıştır (Di Cerbo vd., 2014; Pimentel vd., 2024; 

Regan vd., 2018; Rodríguez-Bejarano vd., 2024; Vafaei vd., 2022). İnsanlara benzer 

şekilde köpeklerde meme tümörlerinin kendiliğinden gelişmesi, karsinogenezisi doğal 

olarak oluşan bir ortamda keşfetmek için eşsiz bir fırsat sunmakta ve in vitro 

modellerinde tam olarak değerlendirilemeyen biyolojik veriler sunmaktadır (Di Cerbo 

vd., 2014; Regan vd., 2018). Bu karşılaştırmalı yaklaşım, kanser mekanizmalarına 

ilişkin anlayışımızı geliştirmekte ve yeni terapötik stratejilerin geliştirilmesine yardımcı 

olmaktadır (LeBlanc vd., 2016). 
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Köpek meme tümörlerinin yüksek insidansına ve klinik önemine rağmen, karmaşık 

biyolojilerini anlamada ve teşhis, prognostik ve terapötik stratejileri geliştirmede önemli 

zorluklar devam etmektedir. Bu tümörlerin hem histolojik hem de moleküler olarak 

heterojen olması, standartlaştırılmış tedavi protokollerinin ve prognostik 

değerlendirmelerin oluşturulmasını zorlaştırmaktadır (Burrai vd., 2015; Vazquez vd., 

2023). Ayrıca, özellikle sınırlı kaynaklara veya farklı kısırlaştırma uygulamalarına sahip 

bölgelerde kapsamlı epidemiyolojik verilerin eksikliği, köpek meme tümörlerinin 

küresel etkisini tam olarak kavrama ve evrensel olarak uygulanabilir yönetim stratejileri 

geliştirme yeteneğini engellemektedir (Birdi vd., 2019; Salas vd., 2015; Zheng vd., 

2022). Farklı popülasyonları ve tümör özelliklerini kapsayan daha kapsamlı çalışmalara 

duyulan ihtiyaç, veteriner onkolojisi alanını ilerletmek için kritik öneme sahiptir 

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

 

3.1. Materyal 

 

3.1.1. Hücre Hattı 

 

Deneysel çalışmalarda, köpek meme epitel – benzeri karsinom hücre hattı kullanıldı. 

 

CMT-U27 köpek meme epitel – benzeri karsinom hücre hattı: CMT-U27 hücre hattı 

(ATCC, katalog numarası: CRL-3456TM), 14 yaşında bir dişi köpeğin meme 

dokusundan izole edilen epitel morfoloji gösteren bir hücre hattıdır. Bu hücre hattı, 

meme karsinomları üzerindeki çalışmalar, meme tümörlerinin karşılaştırmalı in vitro 

çalışmaları ve veteriner onkoloji için ilaçların klinik öncesi testleri için kullanılmaktadır 

(Şekil 3.1). 

 

 
 

Şekil 3.1. Çalışmada kullanılan köpek meme epitel – benzeri karsinom hücre hattı, 

CMT-U27 (x10). 
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3.1.2. Kimyasal Maddeler ve Kitler 

 

Tez çalışması süresince kullanılan kimyasal maddeler ve kitler Çizelge 3.1’de 

verilmiştir.  

 

Çizelge 3.1. Deneysel çalışmalarda kullanılan kimyasal maddeler ve ticari kitler 

 

Kimyasal Madde ve Ticari Kit Üretici Firma Katalog Numarası 

2- Merkaptoetanol Amresco CAS# : 60-24-2 

CODE: M131-100 ml 

Annexin V Elobscience Cat No: E-CK-A211 

Cell proliferation XTT kit Cayman Item: 10010200 

Dosetaksel (Doxel Ready) Gensenta  

Fetal Sığır Serumu (FBS) ısı ile 

inaktive edilmiş) 

Gibco REF: 10270-106 

LOT: 2540730 

Hoechst 33342, 20 mM Thermo Scientific REF: 62249 

LOT: YK4114517 

Kloroform Sigma- Aldrich LOT: SZBB2910V 

Metanol Sigma- Aldrich  Code: 24229 Cas#: 67561 

Penisilin (10 000 U/ml) - 

streptomisin 

(10 mg/ml) 

Serox Cat No: SLP- 508-100 

Pierce TM dimetilsülfoksit 

(DMSO), LC-MS grade 

Thermo Scientific REF: 85190 

LOT: TE266318 

Roswell Park Memorial Institute  

(RPMI) 1640 

Serox Cat No: SLR- 563-500 

Tripsin- EDTA, %0,05 Multicell CAT- 325-542-EL 

Tris Amresco Code: 0826 Cas#77-861 

Trypan Blue solution, %0,5 Biological 

Industries 

REF: 03-102-1B 

LOT:1305817 

Valproik asit Sigma – Aldrich 1069-66-5 

Vinkristin Selleck chemical S1241 

LOT:S124108 
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3.1.3. Sarf Malzemeler 

 

Deneysel uygulamalar boyunca kullanılan sarf malzemeler Çizelge 3.2’de verilmiştir.  

 

Çizelge 3.2. Çalışmalarda kullanılan sarf malzemeler 

 

Sarf Malzemeler Üretici Firma 

Cam pastör pipet (230 mm) Isolab 

Cam şişeler (100, 250, 500 ml) Isolab  

Falkon tüpler (15 ml) Isolab ve LABSELECT 

Filtreli steril pipet uçları (10, 200 ve 1000 

µl) 

ATS ve Corning 

Flasklar (25 ve 75 cm2) NEST 

Kriyoviyal tüpler (2 ml) CRY.S  

Mikroplakalar (6 ve 96 kuyucuklu) NEST ve COSTAR 3599 

Neubauer hemositometresi (0,1 mm 

0,0025 mm2) 

Isoterm 

PCR tüpleri (0,2 µl) Thermo Scientific 

Santrifüj tüpleri (0,5, 1,5 ve 2 ml) Eppendorf 

Serolojik pipetler (5 ve 10 ml) NEST ve Isolab 

Steril enjektörler (5, 10 ve 20 ml) Hayat 

Steril filtre (0,2 µm) Corning 

Steril küvet (50 ml) Isolab 
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3.1.4. Cihazlar ve Ekipmanlar 

 

Çalışma kapsamında kullanılan cihazlar ve ekipmanlar Çizelge 3.3’te verilmiştir. 

 

Çizelge 3.3. Çalışma kapsamında kullanılan cihazlar ve ekipmanlar 

 

Cihaz ve Ekipmanlar Model ve Üretici Firma 

Buzdolabı (4 °C) Arçelik 

Buz üretme cihazı  AF-80-AS, Scotsman 

Çok kanallı pipetler (200 µl) Axygen 

Derin Dondurucu (-20°C) Arçelik 

Görüntüleme cihazı Wifi telescope camera, Y28442-2                                                                                                                                                                                                                                                                        

LightCycler 480 II Roche Diagnostics 

Hassas terazi  Shidmadzu-AUX320 

Inverted mikroskop CKX41, Olympus 

Karbondioksitli (CO2) etüv BB-15 Thermo Scientific 

Kuru etüv Binder 

Laminer flow  Esco Lab Culture Class II BSC 

Mikroplaka okuyucu iMark, Biorad 

Mikrosantrifüj  Scanspeed- Miniblue 

Otoklav OT4060V, Nüve 

Otomatik pipetler (10-100 µl, 100-1000 µl) Rainin 

Saf su cihazı Millipore/MiliQ- RIOS DI3 Gradient 

Soğutmalı santrifüj 5500, Kubota 

Spektrofotometre NanoDrop 2000C, Thermo Scientific 

Su banyosu Nüve BM402 

Tıbbi soğutma cihazı (-80°C) MDF-U7386S, Sanyo 

Vorteks Scientific Industries/ Vortex Genie 2 

G560E 
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3.2. Yöntem 

 

3.2.1. Hücre Kültürü 

 

Deneysel çalışmalarda, köpek meme epitel-benzeri karsinom hücre hattı (CMT-U27) 

hücre kültürü teknikleri kullanılarak çoğaltıldı. CMT-U27 hücreleri, %10 fetal sığır 

serumu (fetal bovine serum, FBS; ısı ile inaktive edilmiş),  %1 L-glutamin solüsyonu 

(200 mM) ve %1 penisilin (10000 U/ml) – streptomisin (10 mg/ml) solüsyonu içeren 

fenol kırmızısı ilaveli Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 besiyerinde 

kültüre edildi. Hücre hattı, aynı büyüme şartları için 37 °C’de %95≤ nem ve %5 

karbondioksit (CO2) içeren etüvde çoğaltıldı. Hücre proliferasyonu, morfolojisi ve 

kontaminasyon durumu inverted mikroskop ile günlük olarak kontrol edildi. Hücre 

canlılığının kaybedilmesine sebep olan besiyerindeki bileşenlerin büyük ölçüde 

tüketilmesi, hücrelerde toksik atık maddelerinin birikmesi ve besiyerinin pH seviyesinin 

değişmesi durumlarına karşılık büyüme ortamı her 48-72 saatte bir taze besiyeri ile 

değiştirildi (Ardicli vd., 2021).  

 

Hücre kültürü uygulamaları, in vitro koşullarda gerçekleştirildiğinden dolayı etik kurul 

onayına ihtiyaç duyulmamıştır ve tez çalışması etik açıdan hiçbir sakınca 

doğurmamıştır. 

 

3.2.1.1. Hücre Hatlarının Stoktan Çıkarılması ve Çözdürülmesi 

 

-80°C’lik soğutma cihazında kriyoviyal tüpler içerisinde dondurma ortamı (9:1 (h/h) 

oranında FBS:DMSO karışımından oluşan) içerisinde stoklanan CMT-U27 hücreleri 

sıcak su banyosunda çözdürüldü. 4°C’nin üzerindeki DMSO hücrelere toksik etki 

gösterir. Bunu önlemek için hücreler çözdürülürken seri hareket edildi. Çözünme işlemi 

sonrasında hücre süspansiyonları, 8-10 ml RPMI 1640 besiyerinin (%10 FBS, %1 L- 

glutamin ve %1 penisilin-streptomisin solüsyonları içeren) olduğu 15 ml’lik falkon 

tüpler içerisine alındı. Hücre süspansiyonlarını dondurma ortamından kalan DMSO’dan 

uzaklaştırmak için falkon tüpler 2000 rpm devirde 5 dakika boyunca santrifüj edildi. 

Santrifüj işlemi sonucunda, süpernatant kısımları aspire edildi. Falkon tüplerdeki hücre 
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peletinin üzerine 1 ml besiyeri eklenerek hücreler süspanse hale getirildi. Daha sonra, 

falkon tüpüne 7-9 ml taze besiyerine eklenerek tüm hücreler 75 cm2’lik flasklara ekildi. 

Flasklar, 37°C, %95≤ nem ve %5 CO2 içeren etüve alındı ve hücrelerin büyümeleri 

takip edildi (Ardicli vd., 2021). 

 

3.2.1.2. Hücre Hatlarının Pasajlanması ve Alt Kültürlerin Oluşturulması 

 

Hücreler flask yüzeyini %80-90 oranında kapladıklarında başka bir ifade ile, hücre 

hatları %80-90 oranında konfluent olduklarında canlılıklarını korumak için 

tripsinizasyon yöntemi ile pasajlama yapıldı. Pasajlama yönteminde ilk olarak flask 

içindeki besiyeri aspire edildi. Flask içinde besiyeri kaynaklı FBS kalıntılarının 

bulunması, tripsin aktivitesini engeller. Bunu engellemek için, flaskların içine 2 ml 1X 

fosfat tamponlu tuz solüsyonu (fosfat tamponlu tuzlu çözelti: phosphate buffered saline: 

PBS, pH:7,4) eklendi ve hücre yüzeyi çok zarar vermeden hafifçe yıkandı. Yıkama 

sonrası PBS flask içinden aspire edildi. Daha sonra,  flask yüzeyinden hücreleri ayırmak 

için 1 – 1,5 ml %0,05 tripsin-etilendiamin tetrasetik asit (EDTA) solüsyonu eklendi  ve 

inkübasyon için 5 dakika 37°C’de %5 CO2’li etüvde bekletildi. 5 dakika sonunda, flask 

yüzeyi kontrol edildi. Flask yüzeyinden ayrılan hücrelerin üzerine, tripsin–EDTA 

aktivitesini durdurmak için 10 ml besiyeri eklendi. Flask içerisinde hücrelerin 

homojenize olarak dağılması için pipet yardımıyla flask yüzeyi birkaç kez besiyeri ile 

yıkandı. Homojenize edilen hücre süspansiyonu, 15 ml’lik falkon tüplere alınarak 2000 

rpm devirde 5 dakika santrifüj edildi.  Santrifüj sonrası, süpernatant kısımları aspire 

edildi, pellet kısımları hücre yoğunluğuna göre taze besiyeri eklenerek homojenize 

edildi. Oluşturulacak alt kültür sayısına göre hücre süspansiyonları, her biri 8-10 ml  

besiyeri içeren yeni 75 cm2’lik flasklara bölündü. Alt kültürler, uygun koşullar için 37 

°C’ye ayarlı, %95≤ nem ve %5 CO2 içeren etüve kaldırıldı. 

 

3.2.1.3. Hücre Hatlarının Dondurulması ve Saklanması 

 

Hücre kültürü çalışmanın en büyük sorunlarından olan kontaminasyonun önüne 

geçebilmek için çalışmayı güvence altına almak ve ihtiyaç duyulduğunda geri 

dönebilmek adına hücrelerin dondurularak yedeklenmesi ve saklanması gereklidir. Bu 
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bağlamda, hücre hatları bir kriyoprotektan madde olan DMSO içeren ortamda 

donduruldu ve stoklandı. Hücreler flask yüzeyini %80-90 oranında kapladıkları zaman 

standart prosedür takip edilerek tripsinize edildi. Flasktaki besiyeri aspire edilerek 

uzaklaştırıldı. Hücreler 1X PBS ile yıkandı ve 37°C’ye ayarlı etüvde 5 dakika boyunca 

%0,05 tripsin-EDTA solüsyonu içinde inkübe edildi. Yüzeyden ayrılan hücreler 15 

ml’lik falkon tüplere alınarak 2000 rpm devirde 5 dakika boyunca santrifüj edildi. 

Santrifüj sonrası süpernatant uzaklaştırıldı. Kalan pellet üzerine, hücre yoğunluğuna 

göre FBS:DMSO (9:1, h/h) karışımından oluşan dondurma ortamı eklendi. Pipetajla 

homojenize edilen hücre süspansiyonu, buz üzerinde bekletilen kriyoviyal tüplere, tüp 

başına 800 µl hacminde 1-2x106 hücre olacak şekilde bölündü. İşlem sonrası, kriyoviyal 

uzun dönem saklamak için -80°C’lik tıbbi soğutma cihazına kaldırıldı. DMSO, ışığa 

duyarlı olduğu  için hücrelerin dondurulması karanlıkta gerçekleştirildi. 

 

3.2.1.4. Tripan Mavisi Boyası ile Canlı Hücrelerin Sayılması 

 

Hücre canlılıklarının belirlenmesi ve hücre süspansiyonundaki canlı ve/veya ölü hücre 

sayılarının tespiti için bu tez çalışması kapsamında  tripan mavisi boyası kullanıldı. 

Tripan mavisi ile boyamanın temel prensibi, hücre membran bütünlüğüne 

dayanmaktadır. Buna göre, hasar görmemiş (intakt) hücre membranlarına sahip canlı 

hücrelerde, tripan mavisi boyası hücre membranına nüfuz edemez ve sitoplazmaya 

geçemez. Tripan mavisi boyası, hasar görmüş ve bundan dolayı hücre membranı 

geçirgenliği olan ölü hücrelerde ise porlu hücre membranından geçip sitoplazmaya girer 

ve intraselüler proteinlere bağlanır. Bu sebeple, mikroskop altında incelendiğinde ölü 

hücreler büyük, şişmiş ve mavi renkli olarak, canlı hücreler ise küçük, yuvarlak ve 

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

 

Çalışma boyunca planlanan tüm testlerde, tripan mavisi boyası kullanılarak 

hemositometre ile hücre sayımı yapıldı. Bu amaçla, ilk olarak CMT-U27 hücreleri 

trpsinizasyon prosedürü ile flask yüzeyinden kaldırıldı. Santrifüj sonrası süpernatant 

kısımları uzaklaştırılarak pelletler RPMI 1640 besiyeri ile sulandırıldı ve pipetaj 

yapılarak homoejn hücre süspansiyonu elde edildi. Elde edilen hücre süspansiyonunda 

20 µl alınarak bir ependorf tüpe aktarılıp üzerine de 20 µl %0,5 (a/h) tripan mavisi 
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solüsyonu eklendi. Pipetaj yapılarak süspansiyonun boya ile karışması sağlandı. 

Sonrasında, karşımdan 10 µl alınarak Neubauer tip hemositometrenin sayım 

bölmelerinden birine yüklendi. Ardından inverted mikroskopta x10 objektif kullanılarak 

2 köşe karede canlı hücre sayımı gerçekleştirildi. Tripan mavisi boyasını içine alıp mavi 

renk görünen hücreler ölü, boyayı almadığı için parlak renkte görünen hücreler ise canlı 

olarak değerlendirildi. Toplam canlı hücre sayısı aşağıdaki formüle göre hesaplandı. 

 

Canlı hücre sayısı = (iki karede sayılan toplam hücre sayısı/ 2) x dilüsyon faktörü x104 

 

3.2.1.5. Sitotoksik Etkiyi Belirlemek Üzere Hücrelerin Ekimi 

 

Sitotoksisite deneylerinde kullanılacak hücre sayısı, hücre ekiminde önce optimizasyon 

yapılarak tespit edildi.  Öncelikle, canlı hücre sayısı belirlenen süspansiyondan gereken 

besiyeri hacmine ve hücre sayısına göre seyreltme işlemi uygulandı. Sonrasında, 96 

kuyucuklu mikroplakalara CMT-U27 hücreleri 100 µl RPMI 1640 besiyeri içerisinde 

5x103 hücre/kuyucuk olarak ekildi.  Testte bulunan her konsantrasyon için 3 tekrarlı 

hücre ekimi yapıldı. Negatif kontrol (tedaviye dahil edilmemiş hücre kontrolü) için 100 

µl RPMI 1640 besiyeri içerisinde 5x103 hücre/kuyucuk yoğunlukta hücre ekimi ile kör 

(blank) kuyucuklar için ise sadece 100 µl RPMI 1640 besiyeri (hücre içermeyen) ilave 

edildi. 96 kuyucuklu mikroplaka inverted mikroskopta kontrol edilerek, hücrelerin 

yüzeye yapışmaları ve büyümeleri için 24 saat boyunca 37 °C’de, CO2’li etüvde 

inkübasyon edildi. 

 

3.2.2. Test Bileşiklerinin Hazırlanması ve Hücrelere Uygulanması 

 

3.2.2.1. Vinkristin Sülfatın Hazırlanması 

 

Kanser tedavisinde kemoterapötik ilaç olarak kullanılan vinkristin, köpek meme kanseri 

tedavisi için deneysel çalışmalarda kullanıldı. Selleckchem firmasından temin edilen toz 

halindeki vinkristin (molekül ağırlığı: 923,04 g/mol), 1,0834 ml DMSO içinde 

çözdürülerek 10 mM konsantrasyonda ana stok solüsyonu hazırlandı ve alikotlanarak -

80°C’de saklandı.  
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3.2.2.2. Dosetakselin Hazırlanması 

 

Tedavi için tercih edilen önemli kemoteröpatik ilaçların başında gelen dosetaksel köpek 

meme kanseri tedavisi için kullanıldı. Bunun için DoxelReady firmasından temin edilen 

80 mg/4 mL infüzyon konsantre çözelti içeren flakon kullanıldı. Alikotlanarak -80°C’de 

saklandı. 

 

3.2.2.3. Valproik Asidin Hazırlanması 

 

Sigma - Aldrich firmasından temin edilen VPA (molekül ağırlığı:166,19 g/mol), 1 gram 

tartılıp 3 ml dH2O içerisinde çözdürülerek 1,9997 molar konsantrasyonda ana stok 

hazırlandı ve aikotlanarak oda sıcaklığında saklandı.  

 

Ana stok solüsyonu RPMI 1640 besiyeri içerisinde dilüe edilerek  çalışma solüsyonları, 

her uygulama öncesi taze olacak şekilde hesaplamalara uygun ara stoklar halinde 

oluşturuldu. Böylece vinkristin için, 1,56-100 nM aralığında, dosetaksel 25 -200 µM 

aralığında ve VPA 1,56-100 mM aralığında final dozları hazırlanarak test edildi. Hücre 

ekiminden 24 saat sonra, final konsantrasyonlardaki test bileşikleri 100 µl/kuyucuk 

olacak şekilde CMT-U27 hücrelerine uygulandı. Test bileşiklerinin eklenmesinden 

sonra, tüm kuyucuklardaki son hacimin 200 µl olması için negatif kontrol ve kör için 

ayrılan kuyucuklara 100 µl besiyeri ilave edildi.  Uygulama boyunca hücreler, 24, 48 ve 

72 saat boyunca inkübasyona bırakıldı. Test bileşiklerinin tüm dozları, negatif kontrol 

ve kör için 96 kuyucuklu mikroplakalarda, 3 farklı kuyucuk (3 tekrar) uygulandı. 

 

3.2.3. Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi 

 

Vinkristin, dosataksel ve VPA’nın köpek meme kanseri hücreleri üzerindeki sitotoksik 

etkilerin belirlenmesi için in vitro hücre canlılık deneyleri yürütüldü. Çalışma 

kapsamında kolorimetrik testlerden XTT testi uygulandı. 

 

 

 



64 
 

3.2.3.1. XTT Hücre Canlılık Testi 

 

XTT (2,3-bis(2-metoksi-4-nitro-5-sülfüfenil)-5-[(fenilamino)karbonil]-2H-tetrazolyum 

hidroksit) hücre canlılık testi; tetrazolyum tabanlı olmasının yanı sıra hızlı, güvenilir, 

kullanışlı bir testtir. XTT reaktifi, metabolik olarak aktif hücreler tarafından turuncu 

renkli, suda çözünür formazan kristallerine indirgenir. Oluşan formazan yoğunluğunun 

spektrofotometrik olarak ölçülmesiyle canlılık değerlendirilmesi yapılmaktadır 

(Scudiero vd., 1988). Bunun yardımıyla; XTT testi, hücre canlılığı/sitotoksisite 

hakkında hassas ve doğru bilgi sunmaktadır (Berridge vd., 1996; Tokur ve Aksoy, 

2017). 

 

Test bileşiklerinin CMT-U27 hücreleri üzerindeki olası sitotoksik etkileri, XTT hücre 

canlılık testi kullanılarak gerçekleştirildi. Test, ‘Cell Proliferation XTT’ kit içeriğinde 

bulunan protokole göre uygulandı. Test bileşiklerinin ilgili tedavi süresi (24, 48 ve 72 

saatlik) sonrası, XTT reaktifi ve PMS (N-metil dibenzopirazin metil sülfat) içeren 

aktivasyon solüsyonu 37ºC’lik su banyosunda çözdürüldü. Çözünme sonrası, 96 

kuyucuklu  mikroplaka için hesaplama yapıldı. Buna göre;  2,5 µl/kuyucuk (XXT 

developer), 2,5 µl/ kuyucuk (Electron mediator solution) olacak şekilde her kuyucuk 

için 5 µl XTT mix hazırlandı.  Mikroplakaların içinde bulunan besiyerleri aspire edildi 

ardından her kuyucuğa 50 µl RPMI 1640 besiyeri (FBS, L-Glutamin ve penisilin-

streptomisin bileşenlerini içeren) eklendi.  Hazırlanan reaksiyon karışımı 5 µl/kuyucuk 

olacak şekilde ilave edildi.  Hücreler 4 saat boyunca 37°C’de %5 CO2’li etüvde 

inkübasyona bırakıldı. İnkübasyon sonucu oluşan renk değişimi miktarı (optik 

yoğunluk), mikroplaka okuyucu kullanılarak 450 nm dalga boyunda ölçüldü. Kör 

(background) absorbans değerleri 655 nm dalga boyunda ölçüldü  ve 450 nm’ de 

kaydedilen değerden çıkarılarak   kantitatif absorbans değerleri elde edildi. XTT, ışığa 

duyarlı olduğu için tüm işlemler karanlık ortamda gerçekleştirildi. 

 

3.2.3.2. Hücre Canlılığının Hesaplanması 

 

XTT canlılık testi sonrası elde edilen ham veriler, Microsoft Office Excel programı 

kullanılarak işlendi. Test bileşikleri uygulanmamış kontrol hücreleri yani canlılığın 
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%100 olarak kabul edildiği hücreler, referans alınarak test bileşikleri uygulanan 

hücrelerin canlılık oranları aşağıdaki formül yardımıyla hesaplandı. 

 

%Canlılık = (ortalama Absbileşik- ortalama ABSkör)/(ortalama Abskontrol-ortalamaABSkör) 

(Abs: Absorbans değerlerini ifade etmektedir) 

 

Hesaplanan canlılık sonuçları ile, Microsoft Office Excel programında doza karşı yüzde 

canlılık grafikleri çizildi. Tahmin fonksiyonu kullanılarak, bu grafiklerden test 

bileşiklerinin IC50 değerleri hesaplandı.  

 

3.2.4. Kombinasyon Analizi 

 

Çalışma kapsamında araştırılan test bileşiklerinin CMT-U27 hücreleri üzerindeki 

sitotoksik etkileri XTT hücre canlılık testi ile belirlendi. Dosataksel, vinkristin ve VPA 

kombinasyonunun hücre canlılıkları üzerindeki muhtemel sinerjik etkisinin araştırılması 

hedeflendi. Kombinasyon çalışmasında kullanılması hedeflenen dozlar, XTT hücre 

canlılık testi sonuçlarına göre belirlendi. Bu amaçla, CMT-U27 hücreleri 100 µl RPMI 

1640 besiyeri içerisinde, 5x103 hücre/kuyucuk yoğunlukta ve 3 tekrarlı olarak 96 

kuyucuklu mikroplakaya ekildi. 37°C’de, nemli ve %5 CO2’li etüvde 24 saat 

inkübasyon sonunda dosataksel, vinkristin ve VPA’nın doz kombinasyonları 100 µl 

besiyeri içinde hücrelere Çizelge 3.4’te gösterildiği gibi uygulandı. Negatif kontrol için 

200 µl besiyeri içinde kültüre edilen hücreler ve kör için ise sadece 200 µl besiyeri 

uygulandı.  Pozitif kontrol için dosetaksel, vinkristin ve VPA’nın IC50 dozları kullanıldı. 

24, 48 ve 72 saat süren kombinasyon tedavisinden sonra hücrelerin canlılıkları XTT 

testi ile değerlendirildi. Veri işlenmesi, hücre canlılık yüzdelelerinin ve IC50 değerlerinin 

belirlenmesi daha önce açıklanan formülle hesaplandı. 
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Çizelge 3.4. Kombinasyon analizi için oluşturan tedavi grupları 

 

Tedavi Grupları Tedavi Dozları 

 Dosetaksel Vinkristin Valproik Asit 

1. Negatif Kontrol (Sadece hücreler) - - - 

2. Pozitif Kontrol 

(Hücreler + 

Dosataksel/Vinkristin/VPA 

110 µM 18 nM 15 mM 

3. Kombinasyon Grubu 110 µM 18 nM - 

110 µM - 15 mM 

- 18 nM 15 mM 

110 µM 18 nM 15 mM 

 

3.2.5. Hücre Morfolojisinin Değerlendirilmesi 

 

VPA, vinkristin ve dosatakselin hücre morfolojileri ve canlılıkları üzerindeki etkileri, 

inverted mikroskopta XTT canlılık testi ile eş zamanlı olarak analiz edildi. Test 

bileşikleri ve kombinasyon grupları ile 24, 48 ve 72 saatlik inkübasyon süreci 

tamamlandığında, XTT hücre canlılık testi uygulanmadan önce CMT-U27 hücreleri 

inverted mikroskopta x10’luk büyütme kullanılarak fotoğraflandı.  Hücrelerin adezyon 

durumları, şekil ve boyut değişimleri, negatif kontrol hücreleri birbirleriyle 

karşılaştırılarak test edilen bileşiklerin sitotoksik aktivitelerinin mikroskobik olarak da 

doğrulanması sağlandı. 

 

3.2.6. Floresan Mikroskobunda Hücre Ölüm Modunun Belirlenmesi 

 

Test bileşiklerine maruz kalmış hücrelerin ölüm modlarının değerlendirilmesi için 

morfoloji tabanlı testlerden biri olan floresan mikroskopi yöntemi kullanıldı. Bu 

yöntemin prensibi, floresan boyaların DNA’ya bağlanmasıyla kromatini ve nükleusu 

görünür kılmasıdır. Bu sayede, hem canlı/ölü hücre ayrımı yapılmakta hem de 

hücrelerin ölüm şekilleri belirlenmektedir (Atale vd., 2014; Cummings vd., 2012). 
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Floresan boyama uygulamasında, kemoterapötik ajanlar dosataksel, vinkristin ve 

VPA’nın tek ve kombine tedavilerinin köpek meme karsinom hücreleri üzerindeki 

apoptotik ve nekrotik hücre ölüm etkinlikleri; Annexin-V, Propidyum iyodür (PI), 

Hoechst kullanılarak belirlendi. Annexin-V, apoptoz ile ölen hücrenin dış yüzeyine 

transloke olan fosfatidilserine bağlanabilen bir proteindir. Bu sayede, floresan bir madde 

(örn. FITC) ile işaretlenerek apoptotik hücreler görünür hale getirir. Nekrotik hücrelerin 

yüzeylerinde de Annexin-V bağlanması görülebildiği için yöntem çalışılırken ikinci 

boya olarak PI kullanıldı. PI, DNA fragmentasyonu ve hücre döngüsü analizleri için 

sıklıkla kullanılan floresan bir nükleik asit boyasıdır ve çift sarmal DNA’nın baz çiftleri 

arasına yerleşir. İntakt membrana sahip olan canlı hücreler PI geçirmez, bu nedenle; PI, 

sadece membran hasarlı hücrelere girebilmektedir. Dolayısıyla; PI, tüm ölü hücreleri 

(primer nekrotik veya geç apoptotik/sekonder nekrotik) boyayarak hücrelerin apoptotik 

ya da nekrotik olmaları hakkında bilgi vermektedir (Ulukaya vd, 2011). Bu amaçla,  

hücreler eş zamanlı olarak Annexin-V (yeşil floresan) ve PI (kırmızı floresan) ile 

boyanarak hücrelerde tetiklenen ölüm modu belirlendi. Hücrelerdeki membran 

bütünlüğünü analiz etmeye olanak sağlayan Annexin-V ve PI boyalarının yanı sıra, 

nükleus morfolojisini araştırmak için Hoechst 33342 boyama yöntemi de kullanıldı. 

Hoechst 33342, DNA'ya bağlanabilen hücreden geçebilen bir boyadır ayrıca canlı veya 

ölü (apoptotik/nekrotik) hücrelerin çekirdeklerini boyamak için kullanılmaktadır. 

Apoptotik hücrelerde çekirdeğin normal hücrelere göre daha küçük olması nekrotik 

hücrelerde ise çekirdeğin normal hücrelerden biraz daha büyük olması ve daha az boya 

alması özellikleri karşılaştırılarak Hoechst 33342 boyama yöntemi çalışıldı (Ulukaya 

vd., 2011). Bu bağlamda, üçlü boyama yöntemiyle hücre canlılığının ve ölüm modunun 

tespiti nükleus morfolojisi dikkate alınarak, aşağıdaki durumlara göre Çizelge 3.5’te 

özetlendi. 

 

Canlı hücreler: Nükleusları normal boyuttadır. Hoechst 33342 boyası ile boyanır,  PI 

boyasıyla boyanmazlar. 

 

Erken apoptotik hücreler: Apoptozun erken safhasındaki hücrelerde membran 

bütünlüğü korunduğundan hücreler PI boyasıyla boyanmazlar. Ancak hücreler Hoechst 

33342 boyası için pozitiftirler. Kromatin yoğunlaşması, piknotik ve/veya fragmente 



68 
 

nükleus gibi apoptotik değişikliklerin olması, erken apoptotik hücrelerin teşhisinde en 

önemli bulgudur. 

 

Geç apoptotik/sekonder nekrotik hücreler: Sekonder nekroz, apoptozun geç 

safhasıdır. Bu evrede, hücrelerin membran bütünlüğü bozulduğu için hücreler PI boyası 

için pozitiftir. Ayrıca, hücreler Hoechst 33342 boyasıyla da boyanırlar. Bunun yanı sıra, 

geç apoptotik veya sekonder nekrotik hücrelerde, apoptoza özgü belirteçler de 

mevcuttur. 

 

Nekrotik (Primer) hücreler: Hem PI boyası hem de Hoechst 33342 boyası ile 

boyanarak ölü oldukları belirlenen hücrelerin nükleuslarında apoptotik görünüm yoktur. 

Apoptotik hücrelerden farklı olarak, nekrotik hücrelerin nükleusları canlı hücrelerin 

nükleuslarından göreceli olarak daha büyüktür. Nekrotik hücrelerin gerçekleştirdiği 

floresan ışıma ilk başta normaldir, ancak nekroz süreci ilerledikçe hücrelerin lizise 

uğramalarından dolayı floresan ışıma yoğunluğu azalır. 

 

Çizelge 3.5. Üçlü boyama yöntemiyle hücre ölüm modunun tespiti 

 

 
Annexin-V 

Propidyum 

İyodür (PI) 
Hoechst 33342 

Erken apoptotik 

hücreler 
+ - + 

Geç apoptotik ve 

nekrotik hücreler 
+ + + 

Normal hücreler - - + 

+, boyama; -, boyanmama durumunu ifade etmektedir. 

 

Test bileşiklerinin CMT-U27 hücreleri üzerindeki etkilerini üçlü boyama yöntemiyle 

saptamak amacıyla ilk olarak, tripan mavisi boyası ile Neubauer hemositometresinde 

canlı hücre sayımı yapıldı. Daha sonra, 96 kuyucuklu mikroplakanın her bir 

kuyucuğuna 200 µl içersinde 5x103 hücre olacak şekilde 3 tekrarlı ekim yapıldı. 24 saat 

boyunca 37°C’de %5 CO2’li etüvde inkübe edildi. İnkübasyonu takiben kuyucuklarda 

bulunan tüm besiyeri aspire edildi. İnkübasyon sonrası, hücreler dosataksel, vinkristin 
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ve VPA’nın ve bu bileşiklerin kombinasyon gruplarının IC50 dozları ile muamele edildi. 

Negatif kontrol kuyularında yer alan tüm besiyeri aspire edildi ve taze 100 µl taze 

besiyeri ilave edildi.  16 saat süren inkübasyon periyodunun sonunda kuyucuklarda 

kalan besiyeri aspire edilerek uzaklaştırıldı.  Bu tez çalışmasında, apoptotik ve nekrotik 

hücre ölüm etkinliklerini belirlemek için Elabscience Anneksin V kiti (Annexin V-

FITC/PI Apoptosis Kit) kullanıldı. Kit içerisinde bulunan tampon çözelti içerisinde 10x 

olacak şekilde anneksin V boyası ve PI boyası (50 µg/ml)  hazırlandı. Hoeschst 33342 

boya çözeltisi son konsantrasyonu 3 µg/ml olacak şekilde Anneksin V kiti içerisinde 

bulunan tampon çözelti içerisinde hazırlandı. CMT-U27 hücreleri boya solüsyonundan 

20 µl eklenerek 15 dakika karanlıkta inkübe edildi. İnkübasyon sonrası 361/497 nm 

dalgaboyu aralığına sahip floresan mikrospkop altında fotoğraflandı. 

 

3.2.7. Kantitatif Gerçek Zamanlı PCR (Quantitative PCR: QPCR) 

 

Test bileşiklerinin, hücre ölüm yolaklarında (apaptoz, nekroz ve otofaji) görevli genlerin 

ekspresyon profili üzerindeki etkileri, kantitatif gerçek zamanlı PCR ile belirlendi. 

Kantitatif gerçek zamanlı PCR, nükleik asit dizilerinin kantifikasyonu ile gen 

ekspresyonunun gerçek zamanlı olarak saptanmasında kullanılan bir yöntemdir 

(Hawkins ve Guest, 2017; Rodríguez vd., 2015). Bu yöntemde, reaksiyon boyunca PCR 

ürünü yapısına dahil olan floresan boyalar kullanılarak DNA miktarı izlenmektedir. 

Floresan sinyalindeki artış, PCR ürünü miktarı ile doğru orantılıdır (Fraga vd., 2008). 

Hidrolizis probları, kantitatif gerçek zamanlı PCR prosedürlerinde yaygın olarak 

kullanılmaktadır (Navarro vd., 2015; Rodríguez vd., 2015). Bu problar, iki etiket ile 

işaretlidir. Bunlardan; 5´ ucundaki floresan ‘haberci’ (raportör, reporter) molekül, 3´ 

ucundaki ise ‘baskılayıcı’ (“quencher”) moleküldür. Prob intakt iken haberci moleküle 

yakın olan baskılayıcı molekül, haberci molekülün floresan sinyal oluşturmasını 

engellemektedir. PCR reaksiyonu sırasında, primer uzaması probun hedef diziye 

bağlandığı noktaya geldiği zaman, Taq polimeraz enzimin 5´ → 3´ ekzonükleaz 

aktivitesi hidrolizis probunu yıkar. Böylece haberci ve baskılayıcı moleküller 

birbirinden ayrılır ve sarbest hale geçen haberci molekül floresan sinyal oluşturur. Her 

PCR döngüsü boyunca, hede dizi miktarı arttıkça daha fazla prob yıkılır ve floresan 

sinyal miktarı artar. Dolayısıyla, floresan sinyal şiddeti örnekte bulunan amplikon 
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miktarı ile doğru orantılıdır. Sonuç olarak; kantitatif gerçek zamanlı PCR 

yöntemlerinden prob tabanlı olanları, boya tabanlı olanlarından daha spesifik olduğu 

için analizlerde daha çok tercih edilmektedir. Bu amaçla, hücre ölüm yolaklarında kilit 

rol üstlenen bazı genlerin ekspresyon seviyelerindeki değişimler, prob tabanlı PCR 

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

 

3.2.7.1. RNA İzolasyonu 

 

Hücrelerden RNA izolasyonu, ‘PureLink RNA Mini Kit’ kullanılarak gerçekleştirildi. 

İlk olarak, CMT-U27 hücreleri sayılarak 75 cm2’lik flasklara 7 ml RPMI 1640 besiyeri 

içinde 5x106 hücre olacak şekilde ekildi. Hücrelerin izolasyon için gerekli 

proliferasyonu sağlayabilmeleri için 16 saat boyunca 37°C’de %5 CO2’li etüvde 

inkübasyona bırakıldı. Süre sonunda, kontrol edilen hücrelerin RNA izolasyonu için 

uygun olduğu belirlendikten sonra, XTT hücre canlılık testi yöntemiyle test 

bileşiklerinin tespit edilen ortalama IC50 değerleri baz alınarak belirlenen dozlarda 

hücrelerin bulunduğu 3 ml RPMI 1640 besiyeri içerisinde karıştırılarak 75 cm2’lik 

flasklara eklendi. RNA izolasyonu uygulamasında da negatif (sadece besiyerindeki 

hücreler) ve pozitif (sadece dosataksel, vinkristin ve VPA uygulanan hücreler) gruplar 

kontrol için çalışıldı. 16 saat inkübasyon sonucunda, CMT-U27 hücreleri, tripsinizasyon 

işlemi ile flasklardan 15 ml’lik falkon tüplere toplandı ve 2000 rpm’de 5 dakika 

santrifuj edildi. Santrifüj sonrası, falkon tüp içerisinde bulunan besiyeri uzaklaştırıldı. 

Kit protokolüne uygun olarak, falkon tüp başına hücre sayısına göre ifade edilen 0.6 ml 

Lizis Buffer ve 6 µl 2-mercaptoethanol ilave edildi. Hücre pelleti dağılana kadar vorteks 

yapıldı. Oluşan süspanse karışım, homojenizasyonun sağlanması için temiz eppendorf 

tüpe aktarılarak 12000 x g’de 2 dakika santrifüj edildi. Santrifüj sonrası 600 µl %70 etil 

alkol ependorflara ilave edildi ve vortekslendi. Eppondorf içerisinden 700 µl santrifüj 

kolon tüplerine aktarıldı. 12000 x g’de 15 saniye santrifüj edilerek koleksiyon 

tüpündeki kısım boşaltıldı. 700 µl Wash Buffer I santrifüj kolon tüplere eklendi ve 

tekrar 12000 x g’de 15 saniye santrifüj edildi. Kolekisyon tüpü boşaltıldıktan sonra, 

santrifüj kolon tüpe 500 µl Wash buffer II ilave edildi. 12000 x g’de 15 saniye santrifüj 

edildikten sonra koleksiyon tüp boşaltıldı. Santrifüj kolon tüpünün içerisindeki alkolü 

uzaklaştırmak için en yüksek g’de 1-2 dakika santrifüj edildi. Koleksiyon tüp santrifüj 



71 
 

sonrası değiştirildi. Santrifüj kolon tüpüne 50 µl Rnaz-ari su ilave edildi. 1 dakika oda 

sıcaklığında bekledikten sonra 2 dakika boyunca 12000 x g’de santrifüj edildi. Santrifüj 

işleminin ardından koleksiyon tüp içerisinde toplanan süzüntü total RNA’yı 

içermektedir. İzole edilen RNA’ların miktarı (ng/µl) ve saflığı (260/280 nm dalga 

boyundaki absorbans değeri) spektrofotmetrede ölçüldü. Total RNA örnekleri -80°C’de 

saklandı. 

 

3.2.7.2. Komplementer DNA (Complementary DNA: cDNA) Sentezi 

 

Elde edilen RNA örneklerinden ‘Thermo Scientific™ RevertAid RT Reverse 

Transcription Kit’ kullanılarak ters transkripsiyon (“reverse trancription”) yöntemiyle 

komplementer DNA (complementary DNA: cDNA) sentezlendi. RNA örneği cDNA 

dönüşümü için 1000 ng konsantrasyonda kullanıldı. Her örnek için RNA+Random 

Hexamer primer (0,5 µl) + Oligo dT (0,5 µl) + nükleaz-ari sudan 12 µl eklenerek 

karışım hazırlandı. Hazırlanan karışım, 65°C’de 5 dakika inkübe edildi.  İnkübasyon 

sonrası buz üzerinde soğutma işlemi gerçekleştirildi. 

 

Çizelge 3.6. Komplementer DNA sentezinde kullanılan malzemeler ve miktarları 

 

Bileşenler (Tek reaksiyon için) Hacim 

RNA örneği 12 µl 

5X Reaction Buffer 4 µl 

RiboLock Rnase Inhibitor (20 U/µL) 1 µl 

10 mM dNTP Mix 2 µl 

RevertAid RT (200 U/µL) 1 µl 

Toplam Hacim 20 µl 

 

Son hacim 20 µl olacak şekilde reaksiyon bileşenleri RNA örnekleri üzerine eklenerek 

0,2 µl’lik PCR tüplerinde karıştırıldı ve Thermal Cycler cihazına yerleştirildikten sonra 

25°C’de 5 dakika priming, 42°C’de 60 dakika ters transkripsiyon ve 70°C’de 5 dakika 

ters transkripsiyon inaktivasyonu aşamalarından oluşan programa tabi tutularak 
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reaksiyon gerçekleştirildi. Elde edilen cDNA örnekleri, kantitatif gerçek zamanlı PCR 

analizine kadar -20°C’de saklandı. 

 

3.2.7.3. Primer Dizaynı ve Optimizasyonu 

 

Kantitatif gerçek zamanlı PCR testlerinin spesifikliği, tasarlanan primer ve probların 

uygunluğu ile yakından ilişkilidir. Bu nedenle, primer ve probların optimum tasarımı, 

test başarısında önemlidir (Rodríguez vd., 2015; Rosadas vd., 2013). Hedef gen 

bölgeleri ve referans gen bölgeleri için kullanılacak olan primerler, ‘NCBI’ ve 

‘Ensembl’ veri bankaları kullanılarak Canis cinsine spesifik olarak dizayn edildi. Hedef 

genlere ait primer dizileri Çizelge 3.7’de sunulmuştur.  

 

Çizelge 3.7. Kantitatif gerçek zamanlı PCR analizinde kullanılan 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 spesifikliği, BLAST programı ile kontrol edildi. Optimizasyon 

için tasarlanan primerler, 100 µM’a sulandırıldı. Sulandırılan primerlerden her 

parametre için 10 µM ara stoklar oluşturuldu ve kantitatif gerçek zamanlı PCR için 

hazır hale getirildi. 

 

3.2.7.4. Kantitatif Gerçek Zamanlı PCR Analizi 

 

Sentezlenen cDNA’lar, belirtilen gen bölgeleri için dizayn edilen primerler ile 

LightCycler® 480 SYBR Green I Master kullanılarak Roche LightCycler 480 II cihazı 

ile çalışıldı. Çalışmada kullanılacak olan her bir primer, spesifik olduğu canis cDNA’sı 

ile aşağıda belirtilen şekilde hazırlanıp cihaza yüklendi. Bileşenlere ait detaylar Çizelge 

3.8’de sunulmuştur. 

 

Çizelge 3.8. Kantitatif gerçek zamanlı PCR analizinde kullanılan reaksiyon karışımı  

 

Bileşenler (Tek reaksiyon için) Hacim 

Su, PCR-grade 5,8 µl 

Forward Primer(F) (ara stok 10 µM) 0,6 µl 

Reverse Primer(R) (ara stok 10 µM) 0,6 µl 

Enzim Karışımı (LightCycler® 480 SYBR Green I Master) 10 µl 

cDNA 3 µl 

Toplam Reaksiyon Hacim 20 µl 

 

cDNA hariç tüm reaksiyon bileşenleri (17 µl) 96 kuyucuklu PCR mikroplakasının tüm 

kuyucuklarına dağıtıldı. Son reaksiyon hacmi 20 µl olacak şekilde her kuyucuğa 3 µl 

cDNA örneği son hacim 20 µl olacak şekilde ilave edildi. Hazırlanan pleytlerin üzeri 

kapatılarak kısa süreli santrifüj edildi. Santrifüj sonrası mikroplaka Roche LightCycler 
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480 II cihazına yerleştirildi ve Çizelge 3.9’da sunulan cihaz protokolüne göre gerçek 

zamanlı olarak cDNA amplifikasyonu gerçekleştirildi. 

 

Çizelge 3.9. Kantitatif gerçek zamanlı PCR analizi için cihaz protokolü 

 

3.2.7.5. Veri Analizi 

 

Kantitatif gerçek zamanlı PCR analizi sonunda elde edilen veriler Mutlak Kantitasyon 

(“Absolute Quantification”) ve Gelişmiş Göreceli Kantitasyon (“Advanced Relative 

Quantification”) yöntemleri ile analiz edildi (Whelan vd., 2003). Elde edilen sonuçlarda 

“Relative Quantification” yapabilmek için target gen döngü eşik (cycle threshold: Ct) 

değerleri, referans gen Ct ile normalize edilerek ekspresyon değerleri bulundu. Bu 

bağlamda, her bir örneğin  Ct değeri, hedef genin ortalama Ct değerinden referans genin 

(housekeeping gen, ACTB ve GAPDH) ortalama Ct değerinin çıkarılmasıyla hesaplandı. 

Her grup için ΔCt değeri, bu değerden grup ortalamasının çıkarılmasıyla belirlendi. 

Hedef genin örneğe göre eksprsyon seviyesi ise 2-ΔΔCt olarak belirlendi (Tellmann, 

2006). 

 

3.2.8. İstatistiksel Analiz 

 

Tüm istatistiksel analizler, GraphPad Prism, versiyon 9.0 (GraphPad Software Inc., La 

Jolla, CA, ABD) programı kullanılarak yapıldı. Verilerin normal dağılım gösterip 

göstermedikleri, Anderson-Darling testi ile incelendi. İkiden fazla grubun 

Program Adı Pre-inkübasyon Amplifikasyon Erime Eğrisi Soğutma 

Analiz Modu 
Yok 

Kuantifikasyon 

Modu 

Erime Eğrisi 

Modu 
Yok 

Döngü Sayısı 1 45 1 1 

Hedef 

Sıcaklık [°C] 
95 95 57 72 95 62 97 40 

Süre 5dk 10s 15s 10s 5s 1dk 0s 00:00:30 

Sıcaklık 

Artış Hızı 

[°C/s] 

4,8 4,8 2,5 4,8 4,8 2,5 0,11 2,5 

Okuma 

Modu 
Yok Yok 

Yo

k 
Tek Yok 

Yo

k 
Yok Yok 
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karşılaştırıldığı durumlarda, normal dağılım gösteren verilerin kıyaslanması için tek 

yönlü varyans analizi testi uygulandı. Normal dağılıma uymayan verilerde ise Kruskal 

Wallis testi kullanıldı. İstatistiksel anlamlılık düzeyi P<0,05 olarak kabul edilmiştir. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. Hücre Kültürü Çalışmalarına İlişkin Bulgular 

 

Bu çalışmada, VPA, vinkristin sülfat ve dosetakselin farklı konsantrasyonlarda CMT-

U27 hücrelerine karşı sitotoksik etkileri, XTT hücre canlılık testi kullanılarak 

değerlendirilmiştir. VPA, vinkristin sülfat ve dosetakselin CMT-U27 hücrelerine etkisi 

24, 48 ve 72 saat boyunca aynı ortam koşullarında araştırılmıştır. 

 

4.1.1. Vinkristin Sülfatın Sitotoksik Etkisi ile İlgili Bulgular 

 

4.1.1.1. XTT Hücre Canlılık Testi Bulguları 

 

Vinkristin sülfatın, CMT-U27 hücreleri üzerindeki sitotoksik etkisini belirlemek için 

vinkristin sülfat 1,56-100 nM konsantrasyon aralığında hazırlanmıştır. Vinkristin sülfat 

DMSO’da çözdürülerek hazırlandığı için sitotoksisite sonucunu kontrol etmek amacıyla 

öncelikle DMSO ile karşılaştırılması yapılmıştır. Vinkristinin çözülmesi için gerekli 

DMSO dozunun sitotoksik olmadığı gözlenmiştir. Şekil 4.1’de gösterildiği gibi, negatif 

kontrol ile karşılaştırıldığında, vinkristin uygulanmış CMT-U27 hücrelerinin 

canlılıklarındaki azalışların istatistiksel olarak yüksek düzeyde anlamlı olduğu 

saptanmıştır (P<0,0001). 24 saatlik tedavi incelendiğinde, CMT-U27 hücrelerinin 

neredeyse tüm dozlarda benzer seviyede sitotoksik etkisi olduğu gözlemlenmiştir. 48. 

saatte 24 saatlik tedaviye kıyasla hücresel canlılıklarının yüzdeleri tedavi süresine bağlı 

olarak benzer oranda azalmıştır. Tedavide 72 saatlik süre sonucunda CMT-U27 

hücrelerinin sitotoksik aktiviteleri bağlamında daha iyi sonuçlar elde edilmiş ve 1,56 

nM’lık dozdan itibaren artan dozlarda önemli sitotoksik etkiler gözlenmiştir. 
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Şekil 4.1. Vinkristin sülfat tedavisi sonrasında CMT-U27 hücrelerinin canlılığının XTT 

testiyle elde edilen doza ve zamana göre değişimi. NK, Vinkristin sülfat uygulanmayan, 

sadece besiyeri ve hücre hattını içeren negatif kontrolü temsil etmektedir. (a) 24 saatlik 

inkübasyon (b) 48 saatlik inkübasyon (c) 72 saatlik inkübasyon. 

****P<0,0001 istatistiksel olarak anlamlılığı ifade etmektedir. Veriler ortalama±SD 

(n=3) olarak sunulmuştur.  
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Çizelge 4.1’de, vinkristin sülfatın CMT-U27 hücrelerine maruz bırakılması sonucu elde 

edilen IC50 dozları yer almaktadır. Tedavinin 24. ve 48. saatinde IC50 değeri tespit 

edilememiştir. 72 saatlik tedavide çalışılan doz aralığında önemli sitotoksik etkiler 

saptanmış olup IC50 değeri 18 nM’dir.  

 

Çizelge 4.1. XTT testi sonucu elde edilen vinkristin sülfat IC50 dozları 

 

CMT-U27 

IC50 Dozları (nM) 

24sa 48sa 72sa 

>100 >100 18  

 

 

4.1.2. Dosetakselin Sitotoksik Etkisi ile İlgili Bulgular 

 

4.1.2.1. XTT Hücre Canlılık Testi Bulguları 

 

Dosetakselin, CMT-U27 hücre hattındaki sitotoksisitesini saptamak amacıyla  25 – 200 

µM konsantrasyon aralığında dosetaksel hazırlanmıştır. CMT-U27 hücreleri üzerinde 

dosetakselin zamana ve doza bağlı olarak sistotoksik etkisi Şekil 4.2’de gösterilmiştir. 

XTT testi sonuçları incelendiğinde, 24 saatlik tedaviye göre 48 ve 72 saatlik tedavide 

negatif kontrol grubuna karşı hücre canlılığının ciddi anlamda düştüğü gözlenmiştir. 25 

-100 µM doz aralığında, tüm tedavi gruplarında sitotoksik etkinin benzer seviyede 

devam ettiği, 125 µM dozdan itibaren giderek artan dozlarda yüzde canlılık oranının 

azaldığı belirlenmiştir. 72. saatte 150 µM dozdan itibaren artan dozlarda canlılık tespit 

edilmemiştir. Çalışmadaki 24, 48 ve 72 saatlik tedavi gruplarında 150-200 µM dozlar 

arasında en güçlü sitotoksik aktiviteler tespit edilmiştir. 
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Şekil 4.2. CMT-U27 hücrelerinde dosetakselin zamana ve doza bağlı olarak değişimi. 

NK, dosetaksel uygulanmayan negatif kontroldür. (a) 24 saatlik inkübasyon (b) 48 

saatlik inkübasyon (c) 72 saatlik inkübasyon.  

*P<0,05; ****P<0,0001 istatistiksel olarak anlamlılığı ifade etmektedir. Veriler 

ortalama±SD (n=3) olarak sunulmuştur. 
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Çizelge 4.2, dosetaksel tedavisi uygulanan CMT-U27 hücrelerinde XTT canlılık testi 

sonucunda elde edilen IC50 dozlarını göstermektedir. Uygulanan 24, 48 ve 72 saatlik 

tedavi gruplarının üçünde de dosetakselin CMT-U27 hücreleri üzerindeki IC50 değerleri 

belirlenmiştir.  

 

Çizelge 4.2. Dosetakselin XTT testi sonucu elde edilen IC50 dozları 

 

CMT-U27 

IC50 Dozları (µM) 

24sa 48sa 72sa 

160,99 116,87 110,99 

 

4.1.3. Valproik Asitin Sitotoksik Etkisi ile İlgili Bulgular 

 

4.1.3.1. XTT Hücre Canlılık Testi Bulguları 

 

CMT-U27 hücreleri üzerinde VPA’nın sitotoksik aktivitesini saptamak amacıyla  1,56 –

100 mM konsantrasyon aralığında VPA hazırlandı. VPA’nın  zamana ve doza bağlı 

olarak CMT-U27 hücreleri üzerinde sistotoksik etkisi Şekil 4.3’te gösterilmiştir. XTT 

testi sonuçlarında görüldüğü gibi, 24, 48 ve 72 saatlik tedavi gruplarında sitotoksik 

etkinin doz artışına paralel olduğu gözlenmiştir. 24 saatlik tedavi grubunda 50 mM’lık 

doza kadar canlılık yüzdesinin benzer oranda azaldığı ancak 50 mM’lık dozdan sonra 

keskin bir şekilde düştüğü ve 100 mM’lık dozda yüzde canlılık oranının sıfırlandığı 

gözlenmiştir. 48. saatte, VPA’nın bazı dozlarında negatif kontrole göre yüksek canlılık 

yüzdesi elde edilmiştir. Bu, VPA’nın doza ve zamana bağlı olarak hücre 

proliferasyonuna değişen oranlarda etki gösterdiği şeklinde ifade edilebilir. 72 saatlik 

tedavinin ardından 25 mM’lık dozdan itibaren artan dozlarda canlılık %10’un altına 

kadar düşmüştür. Özellikle, 100 mM’lık VPA dozunun tüm tedavi gruplarında hücreleri 

öldürdüğü gözlenmiştir. 
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Şekil 4.3. Valproik asidin CMT-U27 hücreleri üzerinde doza ve zaman bağlı değişimi. 

NK, valproik asit uygulanmayan negatif kontrol grubunu temsil etmektedir. (a) 24 

saatlik inkübasyon (b) 48 saatlik inkübasyon (c) 72 saatlik inkübasyon. 

*P<0,05; **P<0,01; ****P<0,0001 istatistiksel olarak anlamlılığı ifade etmektedir. 

Veriler ortalama±SD (n=3) olarak sunulmuştur. 
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VPA’nın CMT-U27 hücreleri üzerinde sitotoksik aktivititesini belirlemek için 

uygulanan XTT testi sonucu elde edilen IC50 dozları Çizelge 4.3’te verilmiştir.  Tedavi 

grubunda yer alan 24, 48 ve 72 saatlik süreçlerin hepsinde IC50 dozları hesaplanmıştır. 

 

Çizelge 4.3. Valproik asidin XTT testi sonucu elde edilen IC50 dozları 

 

CMT-U27 

IC50 Dozları (mM) 

24sa 48sa 72sa 

66,69 16,84 11,77 

 

4.1.4. Kombinasyon Analizleri ile İlgili Bulgular 

 

Dosetaksel ile VPA’nın, VPA ile vinkristin sülfatın ve dosetaksel, VPA ve vinkristin 

sülfat kombinasyonlarının CMT-U27 hücreleri üzerindeki sitotoksik etkileri XTT 

canlılık testi kullanılarak değerlendirilmiştir. Kombinasyon tedavisinde, dosetaksel, 

VPA ve vinkristin sülfat için XTT testi ile belirlenen IC50 dozları 1:1 oranda dilüe 

edilerek kombinasyon dozları hazırlanmıştır. 24, 48 ve 72 saat olarak belirlenen tedavi 

süreci sonrası kombine etkiler, VPA, dosetaksel ve vinkristin sülfatın bireysel etkisinin 

incelendiği sitotoksik etkiler ile kıyaslanmıştır. 

 

4.1.4.1. VPA ile Dosetaksel Kombinasyonunun XTT Testi Bulguları 

 

Dosetaksel ve VPA kombinasyonu uygulaması, iki kemoterapötik ajanın bireysel 

etkilerinin belirlenmesi amacıyla yapılan XTT testi ile hesaplanan IC50 dozları olan 110 

µM ve 15  mM ile hazırlanmıştır. Şekil 4.4’te verildiği gibi kombine etki 24, 48 ve 72 

saatlik tedavi süreçlerinde takip edilmiştir. Negatif kontrol grubuna göre tüm tedavi 

gruplarında canlılık yüzdeleri düşük bulunmuştur. 24. saatte, VPA’ya maruz kalan 

CMT-U27 hücrelerinin yüzde canlılığı, dosetaksele ve kombine etkiye tabi tutulmamış 

olan negatif kontrol hücrelere göre oldukça düşüktür (P<0.01). Bireysel etkileri ile 

karşılaştırıldığında ilk 24 saatlik tedavide sadece dosetalsel ve kombine grubunun yüzde 

canlılığının negatif kontrole göre düşük olduğu ancak istatistiksel fark olamdığı tespit 

edilmiştir (P>0.05). Ancak 24 saatin aksine 48 ve 72 saatlik tedavide kombine etki 

bireysel etkilere göre düşüktür. Aynı zamanda her iki zaman diliminde de ikili 
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kombinasyonun yüzde canlılık bakımından etkisinin negatif kontrole kıyasla istatistiksel 

olarak anlamlı olduğu tespit edilmiştir. 48. saate gelindiğinde tedavi gruplarının 

canlılıklarının kayda değer ölçüde azaldığı, tüm grupların canlılığının %50’nin altında 

olduğu tespit edilmiştir. 72 saatin sonunda meydana gelen kombine etkinin CMT-U27 

hücreleri üzerinde yüksek düzeyde sitotoksik olarak etkili olduğu gözlenmiştir.   

 
 

Şekil 4.4. CMT-U27 hücrelerine uygulanan dosetaksel ve valproik asit 

kombinasyonunun 24, 48 ve 72 saat boyunca uygulanması sonrası XTT testi ile elde 

edilen hücre canlılığı verileri. NK, dosetaksel ve valproik asit uygulanmayan kontrol 

grubudur. Kruskal-Wallis testi sonuçları gösterilmektedir.  

*P<0,05; **P<0,01 istatistiksel olarak anlamlılığı ifade etmektedir. Veriler 

ortalama±SD (n=3) olarak sunulmuştur. 

 

4.1.4.2. VPA ile Vinkristin Sülfat Kombinasyonunun XTT Testi Bulguları 

 

VPA ile vinkristin sülfat kombinasyonu, iki bileşenin XTT testi ile belirlenen IC50 

dozları olan, sırasıyla, 15 mM ve 18 nM olacak şekilde hazırlanarak uygulanmıştır. 

Şekil 4.5, 24, 48 ve 72 saatlik tedavi süreçlerinde kombine etkileri göstermektedir. 24 ve 

72. saatlerde vinkristin sülfata karşı CMT-U27 hücrelerinin, negatif kontrol grubuna 

göre daha yüksek yüzde canlılığa sahip olduğu gözlemlenmiştir. Buna karşın, VPA’nın 

negatif kontrol grubuna kıyasla süreç ilerledikçe yüzde canlılığın oldukça azaldığı 

tedavi grubu olduğu belirlenmiştir. VPA’nın etkisi hem 48. saat (P<0.01) hem de 72. 

saat (P<0.05) için negatif kontrole kıyasla istatistiksel olarak anlamlıdır. VPA ve 

vinkristin sülfat kombinasyonu incelendiğinde, ilk 24 saatteki yüzde canlılık VPA’nın 

bireysel etkisine göre oldukça yüksektir. Buna göre, ilk 24 saatte bu kombinasyon 

grubunda vinkristin sülfatın VPA’nın etkisini zayıflattığı söylenebilir. Ancak 48 ve 72. 

saatler incelendiğinde VPA’nın etkisinin arttığı gözlenmiştir. Bunun sebebinin iki 
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kemoterapötik ajanın interaksiyonundan kaynaklandığı (potansiyel bir erken 

antagonistik etki) söylenebilir. Hem VPA’nın bireysel etkisinde hem de üçlü 

kombinasyonda çok net bir doz yanıtı görülmektedir. 

 

 
 

Şekil 4.5. Valproik asit ve vinkristin sülfat kombinasyonu uygulanan CMT-U27 

hücrelerinin 24, 48 ve 72 saat sonrası XTT testi ile elde edilen hücre canlılığı verileri. 

NK, sadece besiyeri içeren CMT-U27 hücreleridir. Kruskal-Wallis testi sonuçları 

gösterilmektedir. 

*P<0,05; **P<0,01 istatistiksel olarak anlamlılığı ifade etmektedir. Veriler 

ortalama±SD (n=3) olarak sunulmuştur. 

 

 

4.1.4.3. VPA, Vinkristin Sülfat ve Dosetaksel Kombinasyonunun XTT Testi 

Bulguları 

İlaçların kombine etkisini araştırmak amacıyla, üçlü kombinasyon her bir bileşenin XTT 

testi sonucu elde edilen IC50 dozu olan VPA 15 mM, vinkristin sülfat 18 nM ve 

dosetaksel 110 µM olacak şekilde hazırlanmıştır. Bu kombinasyonun sitotoksik 

aktivitesi 24, 48 ve 72 saatlik tedavi süreçlerinde takip edilmiştir. Tedavinin ilk 24 

saatinde, vinkristin sülfatın yüzde canlılığının diğer bileşenlere göre yüksek olduğu 

belirlenmiştir. İlk 24 saat için yüzde canlılık değerleinde herhangi bir istatistiksel 

anlamlılık gözlenmemiştir (P>0.05). Başlangıçta, üçlü kombinasyon grubundaki 

canlılık yüzdesinin, VPA’nın canlılık yüzdesi ile benzer seviyede olduğu gözlenmiştir. 

Süreç ilerlediğinde, 48. saat için üçlü kombinasyonun daha etkili olduğu; 72. saatte ise 

üçlü kombinasyon ile VPA’nın yine benzer bir etki gösterdiği görülmektedir. 48. saat 

için, VPA’nın dosetaksel ile ikili kombinasyonunun (P<0.05) ve üçlü kombinasyonun 

etkisinin (P<0.01) istatistiksel olarak anlamlı olduğu belirlenmiştir (Şekil 4.6).  
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Tüm zaman dilimlerinde, vinkristin sülfat negatif kontrole benzer canlılık yüzdeleri 

göstermiştir. VPA + dosetaksel kombinasyon grubundaki yüzde canlılık, 72. saatte 

negatif kontrole göre oldukça düşüktür (P<0,01). Bunun sebebi, VPA ile dosetakselin 

kombine etkisinin oldukça sitotoksik olmasıdır. 72. saatte, üçlü kombinasyon grubunun 

yüzde canlılığının dosetaksel ile VPA’nın yüzde canlılığının arasında ve VPA + 

vinkristin kombinasyonuna yakın olduğu gözlenmiştir. Sadece vinkristin sülfat 

uygulaması dışındaki tüm deneysel grupların etkisinin zamana bağlı olarak çok net bir 

şekilde arttığı görülmektedir (Şekil 4.6). Sonuç olarak, üçlü kombinasyon grubundaki 

bileşenlerin farklı süreçlerde, değişen oranlarda sinerjistik etki gösterdiği söylenebilir. 

 

 
 

Şekil 4.6. Valproik asit, vinkristin sülfat ve  dosetaksel üçlü kombinasyonu sonucu 

CMT-U27 hücrelerinin 24, 48 ve 72 saat sonrası XTT testi ile elde edilen hücre canlılığı 

verileri. NK, sadece besiyeri içeren CMT-U27 hücreleridir. Kruskal-Wallis testi 

sonuçları gösterilmektedir.  

*P<0,05; **P<0,01 istatistiksel olarak anlamlılığı ifade etmektedir. Veriler 

ortalama±SD (n=3) olarak sunulmuştur. 

 

4.2. Hücre Morfolojisi Değişikliklerine Ait Bulgular 

 

Vinkristin sülfatın, dosetakselin, VPA’nın ve kombinasyon gruplarının CMT-U27 

hücrelerinde 24, 48 ve 72 saatlik tedavi süresince neden olduğu morfolojik değişimler 

inverted mikroskop kullanılarak (10x) görüntülenmiş ve XTT testi uygulanmadan önce 

fotoğrafları kaydedilmiştir. Sonuçlar, negatif kontrol ile karşılaştırılmıştır. Vinkrisin 

sülfat, dosetaksel ve VPA’nın 24, 48 ve 72. saatte elde edilen sitotoksik aktiviteleri, 

fotoğraflarla da desteklenmiştir. 
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4.2.1. Vinkristin Sülfatın CMT-U27 Hücre Morfolojisi Üzerine Etkisi 

Vinkristin sülfatın, CMT-U27 hücreleri üzerine morfolojik etkileri Şekil 4.7’de 

verilmiştir. Zamana ve doza bağlı olarak CMT-U27 hücrelerinin canlılıklarını büyük 

oranda kaybettiği, hücresel yapılarının yuvarlak ve küçük hale gelmesinden 

anlaşılmaktadır. 

Dozlar (nM) 24sa 48sa 72sa 

Negatif 

Kontrol 

   

100 

   

50 

   

25 

   

12,5 

   

6,25 

   

3,12 
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1,56 

   

 

Şekil 4.7. Vinkristin sülfatın, köpek meme karsinomu (CMT-U27 hücre hattı) hücreleri 

üzerine morfolojik etkileri.  
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4.2.2. Dosetakselin CMT-U27 Hücre Morfolojisi Üzerine Etkisi 

Şekil 4.8, dosetakselin CMT-U27 hücreleri üzerindeki morfolojik etkisini 

göstermektedir. Doz miktarı ve süreç arttıkça hücrelerde meydana gelen değişiklikler 

kaydedilmiştir. Dosetakselin doz yükseldikçe etkisinin arttığı hücrelerin membran 

bütünlüğünün bozulduğu görüntülenen alanlardaki hücre artıklarından anlaşılmaktadır. 

Özellikle, en yüksek iki dozu olan 150 µM ve 200 µM’lık konsantrasyonlarda 

hücrelerin adezyon yeteneğini kaybettiği CMT-U27 hücrelerinin besiyeri içinde 

yüzdüğü gözlenmiştir. 

Dozlar (µM) 24sa 48sa 72sa 

Negatif Kontrol 

   

200 

   

150 

   

125 

   

100 

   

75 

   

 

Şekil 4.8. Dosetakselin, köpek meme karsinomu (CMT-U27 hücre hattı) hücreleri 

üzerine morfolojik etkileri 
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50 

   

25 

 

   

 

Şekil 4.8. Dosetakselin, köpek meme karsinomu (CMT-U27 hücre hattı) hücreleri 

üzerine morfolojik etkileri.  (devam) 

 

 

4.2.3. Valproik Asitin CMT-U27 Hücre Morfolojisi Üzerine Etkisi 

 

CMT-U27 hücreleri üzerine VPA’nın morfolojik etkisi Şekil 4.9’da yer almaktadır. 

Şekil 4.9’dan anlaşılacağı üzere, VPA tedavisinin köpek meme karsinomu (CMT-U27 

hücre hattı) hücreleri üzerinde doz ve zaman bağımlı morfolojik değişikliklere yol açtığı 

görülmektedir. Negatif kontrolde, hücreler düzenli morfolojilerini korurken, 

yoğunlukları yüksek ve sağlıklı bir görünümdedir. Artan dozlarda, hücrelerde küçülme, 

yuvarlaklaşma ve yapışkanlığın azalması gibi apoptoza özgü değişiklikler belirgin hale 

gelmiştir. Daha uzun süreli inkübasyonlarda, morfolojik bozulmalar daha yaygın olup 

hücre ölümünün arttığı izlenmiştir. Bu veriler, VPA’nın hücre morfolojisi üzerindeki 

etkilerinin hem konsantrasyon hem de süreye bağlı olarak değiştiğini göstermektedir. 

Yüksek dozlar ve uzun inkübasyon süreleri, hücrelerin apoptoza yönlendirildiğini ve 

proliferasyonlarının engellendiğini düşündürmektedir. Bu durum, VPA’nın kanser 

tedavisinde potansiyel bir terapötik ajan olarak kullanılabilirliğini destekler niteliktedir.  
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Dozlar (mM) 24sa 48sa 72sa 

Negatif Kontrol 

   

100 

   

50 

   

25 

   

12,5 

   

6,25 

   

3,12 

   

1,56 

   

 

Şekil 4.9. Valproik asitin, köpek meme karsinomu (CMT-U27 hücre hattı) hücreleri 

üzerine morfolojik etkileri.  
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4.2.4. Kombinasyonların CMT-U27 Hücre Morfolojisi Üzerine Etkisi 

 

Bu çalışmada, vinkristin sülfatın, dosetakselin ve VPA’nın bireysel etkileri yanında 

kombine etkilerinin de CMT-U27 hücreleri üzerinde morfolojik etkileri de 

araştırılmıştır. Bu bağlamda, vinkristin sülfat ile VPA, dosetaksel ile VPA ve vinkristin 

sülfat, dosetaksel, VPA kombinasyonları hazırlanmıştır. Kemoterapötik ajanların IC50 

dozlarının bireysel olarak CMT-U27 hücrelerine etkisi incelendiğinde, morfolojik 

olarak da ölü ve canlı hücreler gözlenmiştir. Kombine etkilerde ise, dosetaksel ve VPA 

kombinasyonunun, XTT testi sonucunu destekler nitelikte olduğu belirlenmiştir. 

Dosetaksel ve VPA kombinasyonunda, hücrelerin ölüm yüzdesinin fazla olduğu, süreç 

arttıkça hücre artıklarının arttığı gözlenmiştir. Vinkristin sülfat ve VPA 

kombinasyonunda, VPA’nın vinkristin sülfatın etkisini baskıladığı hücre 

morfolojilerindeki farklılıktan anlaşılmaktadır. Üçlü kombinasyon incelendiğinde, üç 

tedavi grubunda da canlılıkların büyük oranda kaybedildiği hücre morfolojileri ile 

belirlenmiştir. 72. saatte canlı hücrelerde dikkate değer değişiklik olduğu belirgindir 

(Şekil 4.10). 
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Şekil 4.10. Valproik asitin (VPA), vinkristin sülfat (VNK) ve dosetaksel (DOK) üçlü 

kombinasyonunun  köpek meme karsinomu (CMT-U27 hücre hattı) hücreleri 

morfolojisi üzerine etkileri.  

 

 

 

Dozlar 24sa 48sa 72sa 

Negatif 

Kontrol 

   

DOK 110 µM 

   

VPA 15 mM 

   

VNK 18 nM 

   

DOK 110 µM 

+ VPA 15 mM 

   

VNK 18 nM + 

VPA 15 mM 

   

DOK 110 µM 

+ VPA 18 nM 

+ VPA 15 mM 
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4.3. Floresan Mikroskobunda Hücre Ölüm Modunun Belirlenmesi ile İlgili 

Bulgular 

 

XTT hücre canlılık testi sonuçlarına göre, hücre ölüm modunun değerlendirilmesi için 

floresan mikroskobu ile üçlü boyama yöntemi (Hoechst 33342, Annexin V ve PI) 

uygulanmıştır. Vinkristin sülfat, dosetaksel ve VPA’nın bireysel ve kombine etkileri için 

tespit edilen IC50 dozları ile 16 saat muamele edilen CMT-U27 hücrelerinin, nükleus 

yapıları ve membran bütünlükleri negatif kontrol grubuyla karşılaştırılmıştır. 

 

Şekil 4.11’de sunulduğu şekilde, CMT-U27 hücrelerinin negatif kontrol grubunun 

yuvarlak nükleus morfolojisine sahip olduğu gözlenmiştir. Vinkristin sülfat, dosetaksel, 

VPA ve kombinasyonlarının tedavi ettiği CMT-U27 hücrelerinde ise, geç apoptotik ve 

nekrotik hücreler ve apoptoza özgü morfolojik değişiklikler saptanmıştır. Membran 

bütünlüklerini kaybeden hücreler PI boyasının hücre içine girmesi ile boyanır ve 

nükleusları kırmızı renkte görünür. Bu sebeple, XTT testi ile belirlenen IC50 dozlarının 

özellikle kombine etkilerinin CMT-U27 hücrelerinde apoptotik/sekonder nekrotik hücre 

ölüm modunun etkin olduğu gözlenmektedir. Bireysel ve kombine etkiler 

karşılaştırıldığında; vinkristin sülfat ve VPA kombinasyon grubuna kıyasla vinkristin 

sülfat ve VPA’nın bireysel etkilerinde daha fazla hücrenin PI boyasıyla boyandığı 

gözlenmiştir. Bunun aksine, dosetaksel ve VPA kombinasyon grubunun bireysel 

etkilerine göre daha fazla hücrenin PI boyasıyla boyandığı saptanmıştır. Üçlü 

kombinasyon grubuna ait verilerin (Vinkristin sülfat, dosetaksel ve VPA) hem 

sitotoksisite sonuçlarını hem morfolojik değişimleri destekler nitelikte olduğu 

belirlenmiştir. Özetle; tüm test bileşiklerinin tedavi sonrası CMT-U27 hücrelerinde 

gözlenen hücre ölüm şekli için genel olarak geç apoptotik/nekrotik hücreler olduğu 

anlaşılmaktadır. 
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 Hoechst Anneksin-V Propidyum İyodür 

Negatif 

Kontrol 

   

VNK 18 

nM 

   

DOK 110 

µM 

   

VPA  

15 mM 

   

VNK  

18 nM + 

VPA  

15 mM 

   

DOK 110 

µM + 

VPA 15 

mM 
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DOK 110 

µM + 

VPA 15 

mM + 

VNK 18 

nM 

   

 

Şekil 4.11. Vinkristin sülfat (VNK), dosetaksel (DOK) ve valproik asit (VPA) ile 

kombinasyon gruplarının köpek meme karsinomu (CMT-U27) hücreleri üzerinde 

floresan mikroskobunda üçlü boyama, Hoechst 33342 (mavi), Annexin-V-FITC (yeşil) 

ve PI (kırmızı), görüntüleri. Negatif kontrol, sadece besiyeri içeren CMT-U27 

hücrelerini ifade etmektedir. Büyütme 200X. (devam) 

 

4.4. Gen Ekspresyonu Analizi ile İlgili Bulgular 

 

Bu tez çalışmasında, VPA, vinkristin sülfat ve dosetaksel ile 18 saat tedavi sonrası 

köpek meme karsinomu (CMT-U27) hücrelerinde aktive olan ölüm modunun (nekroz, 

apoptoz, otofaji) mRNA düzeyinde belirlenmesi için kantitatif gerçek zamanlı PCR 

analizi uygulanmıştır. Hücre ölüm yolaklarında çok önemli roller oynayan genler 

seçilerek, bu genlerin ekspresyonları “housekeeping” genler olan GAPDH ve ACTB ile 

rölatif olarak değerlendirilmiştir. Bu bağlamda, BCL-2, NOXA, Myeloid Hücre Lösemisi 

1 (Myeloid Cell Leukemia 1: MCL-1), BAX, BH3 etkileşimli domain ölüm 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 değerlendirilmiştir. Kantitatif gerçek zamanlı PCR 

uygulaması için izole edilen RNA’ların saflıkları (260/280) ve miktarları (ng/µl) Çizelge 

4.4’te gösterilmektedir.  
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Çizelge 4.4. RNA izolasyonu sonucu Nanodrop ölçümleri 

 

Test Bileşikleri  
Konsantrasyon 

(ng/µl) 

Saflık  

(260/280)* 

Negatif Kontrol 293,7 2,10 

Vinkristin 18 nM 113,7 2,23 

Dosetaksel 110 µM 97,0 2,09 

Valproik Asit 15 mM 142,2 2,08 

Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15 mM 109,8 2,11 

Dosetaksel 110 µM + Valproik Asit 15 mM 50,6 2,11 

Dosetaksel 110 µM + Valproik Asit 15 mM 

+ Vinkristin 18 nM 

66,7 2,10 

 

*RNA örnekleri için, Nanodrop 260/280 absorbans oranı genellikle 2.0 civarında 

olmalıdır. Bu değerin 2.0 civarında (2.0-2.1) olması durumunda, RNA örneği oldukça 

saf kabul edilir. 1.8-2.0 arası, kabul edilebilir bir saflık aralığıdır ancak hafif protein 

kontaminasyonu olabilir. Bu değerin 1.8’in altında olması, protein veya diğer 

moleküllerin RNA örneğinde mevcut olduğunu gösterebilir. 

 

Apoptozis mekanizmalarını baskılayan önemli bir anti-apoptotik gen olan BCL-2’nin 

ekspresyonundaki azalma, kanser hücrelerinin kemoterapiye daha duyarlı hâle 

gelmesine katkıda bulunabilir. Şekil 4.12, köpek meme kanseri hücre hattında farklı 

tedavi koşullarının BCL-2 gen ekspresyonunda meydana getirdiği değişimleri 

göstermektedir. Yalnızca vinkristin ve VPA uygulanan hücrelerde, BCL-2 ifadesinde 

belirgin bir aşağı regülasyon gözlenmiştir. Bu iki ilacın etkisinin birbirinden istatistiksel 

olarak farklı olmadığı belirlenmiştir. VPA’nın vinkristin ve dosetaksel ile her iki 

kombinasyonunda da BCL-2 geni ekspresyonunun yukarı regülasyon gösterdiği 

görülmüştür. Ancak, üçlü kombinasyon (dosetaksel 110 µM+ VPA 15 mM + vinkristin 

18 nM) ile tedavi sonrasında BCL-2 gen ekspresyonun dikkat çekici bir şekilde aşağı 

regüle olduğu belirlenmiştir. Bu durum, üçlü kombinasyonun beklendiği şekilde kanser 

hücrelerinde apoptotik yanıtı artırmaya yönelik etkili olabileceğini göstermiştir. BCL-2 

proteini, anti-apoptotik rolüyle hücreyi ölüm sinyallerine karşı dirençli hâle getirir. Bu 

nedenle, BCL-2 seviyesinin kontrol grubuna göre düşmesi, kombinasyonun hücreyi 

birçok yönden baskılayarak güçlü bir pro-apoptotik ortam yaratmakta olduğunu ve 

hücreyi hayatta kalma sinyallerinden mahrum bırakarak apoptozisi tetikleme yönünde 
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etkili olduğuna işaret eder. Burada dikkat çekici bir diğer bulgu ise, tek başına 

dosetaksel (110 µM) uygulamasının BCL-2 ekspresyonunu en belirgin şekilde azaltmış 

olmasıdır (Şekil 4.12). Genel olarak elde edilen bu veriler, vinkristin, dosetaksel ve 

VPA’nın tekli veya üçlü kombine kullanımının BCL-2 ekspresyonu üzerinde dikkat 

çekici düşüşlere yol açtığını göstermiştir. İkili kombinasyonlarda (VPA + vinkristin ve 

VPA + dosetaksel) görülen yukarı regülasyonun aksine üçlü kombinasyondaki belirgin 

aşağı regülasyon, kemoterapi dinamiklerinin ne kadar karmaşık olabileceğinin güzel bir 

örneğidir.   

 

Üçlü kombinasyondaki belirgin aşağı regülasyon, tedavinin hücre için çok daha yoğun 

ve eşzamanlı bir “ölüm sinyali” oluşturmasından kaynaklanıyor olabilir. İkili 

kombinasyonlarda (VPA + vinkristin ve VPA + dosetaksel), VPA’nın epigenetik etkileri 

bazı hücresel koruma veya adaptasyon mekanizmalarını kısmen yukarı regüle edip 

hücre ölüm sinyallerine karşı bir direnç geliştirmeye çalışıyor olabilir. Üç ajanın birlikte 

kullanılmasıyla (üç farklı mekanizmanın aynı anda devreye girmesi), bu hücresel 

savunma mekanizmalarının üstesinden gelinerek BCL-2’de belirgin bir aşağı regülasyon 

sağlanması mümkün hâle gelmiş olabilir. Ancak bunun doğrulanabilmesi için farklı 

yolakların da ele alındığı daha kapsamlı genetik analizlere ihtiyaç vardır (Şekil 4.12). 
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Şekil 4.12. Köpek meme karsinomu hücrelerinde Vinkristin 18 nM; Valproik Asit 15 

mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15 mM; Dosetaksel 110 µM; Dosetaksel 110 µM 

+ Valproik Asit 15 mM ve üçlü kombinasyon (Valproik Asit 15 mM + Vinkristin 18 nM 

+ Dosetaksel 110 µM) ile tedavi sonrasında BCL-2 gen ekspresyon profillerindeki 

değişim.  

*P<0,05; ****P<0,0001 istatistiksel olarak anlamlılığı ifade etmektedir. Veriler 

ortalama ± SD (n=3) olarak sunulmuştur. 

 

Köpek meme karsinomu (CMT-U27) hücrelerinde, VPA, vinkristin ve dosetaksel ile bu 

kemoterapötiklerin kombinasyonlarının uygulamasının NOXA gen ekspresyonu 

profillerinde önemli değişikler yarattığı ancak bu değişikliklerin istatistiksel olarak 

anlamlı olmadığı belirlenmiştir (P>0.05). Bu bağlamda, yalnızca vinkristin sülfat (18 

nM) uygulanan hücrelerde, NOXA ifadesinde orta düzeyde bir artış gözlenmiştir. 

Vinkristinin mikrotübül dinamiklerini bozarak hücre içi stres yanıtını tetiklemesi, pro-

apoptotik genlerden biri olan NOXA’nın transkripsiyonunu belirgin biçimde artırabilir. 

Buna karşın tek başına VPA uygulanan ikinci koşulda, NOXA ekspresyonu yüksek 

değerlere ulaşmıştır. Bu sonuç, VPA’nın HDAC inhibisyonu sayesinde epigenetik 

düzeyde NOXA transkripsiyonunu güçlü biçimde indükleyebildiğini ortaya 
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koymaktadır. Üçüncü koşulda vinkristin ve VPA’nın birlikte uygulanması, tek başına 

her iki ajanın yarattığı artışlara kıyasla NOXA ifadesinde görece daha etkin bir 

yükselmeye neden olmuştur. Bu bulgu, vinkristin ve VPA’nın sinerjik etkisini 

göstermiştir. Dördüncü koşulda tek başına ve VPA ile birlikte dosetaksel 

uygulandığında, NOXA ekspresyonu sınırlı bir yükselme göstermiştir (Şekil 4.13).  

 

Son olarak, üçlü kombinasyon (VPA + vinkristin + dosetaksel) ile NOXA ifadesi, yüksek 

düzeyde bir değere ulaşmıştır. Üç ajanın aynı anda uygulanmasıyla oluşan çoklu 

mekanizmaların (mikrotübül bozukluğu, mikrotübül stabilizasyonu ve epigenetik 

düzenleme) NOXA ekspresyonuna etki etmesi, tek veya ikili kombinasyonlarda 

gözlenen düzeylerden farklı, karmaşık bir etkileşim modelini ortaya çıkarmıştır.  

 

 
 

Şekil 4.13. Köpek meme karsinomu hücrelerinde Vinkristin 18 nM; Valproik Asit 15 

mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15 mM; Dosetaksel 110 µM; Dosetaksel 110 µM 

+ Valproik Asit 15 mM ve üçlü kombinasyon (Valproik Asit 15 mM + Vinkristin 18 nM 

+ Dosetaksel 110 µM) ile tedavi sonrasında NOXA gen ekspresyon profillerindeki 

değişim. Sonuçlar negatif kontrol olarak kullanılan hücrelerdeki ekspresyon 

seviyelerine göre normalize edilmiştir. Veriler ortalama ± SD (n=3) olarak sunulmuştur. 

 

MCL-1 geni için, vinkristin sülfat ve VPA uygulamalarının çok belirgin bir aşağı 

regülasyon (>4 kat) meydana getirdiği görülmektedir (Şekil 4.14). Vinkristin + VPA 

kombinasyonu, her iki ajanın tekli kullanımına kıyasla MCL-1 ifadesinde, görece daha 

düşük bir azalma göstermektedir. Benzer şekilde, VPA’nın dosetaksel ile 

kombinasyonunun da çok belirgin bir aşağı regülasyona yol açmadığı belirlenmiştir. 
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Üçlü kombinasyon her ne kadar anlamlı bir aşağı regülasyona neden olsa da (>2,5 kat) 

VPA ve vinkristinin tekli uygulamalarındaki etkinin sağlanamadığı görülmüştür.   

 

 
 

Şekil 4.14. Köpek meme karsinomu hücrelerinde Vinkristin 18 nM; Valproik Asit 15 

mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15 mM; Dosetaksel 110 µM; Dosetaksel 110 µM 

+ Valproik Asit 15 mM ve üçlü kombinasyon (Valproik Asit 15 mM + Vinkristin 18 nM 

+ Dosetaksel 110 µM) ile tedavi sonrasında MCL-1 gen ekspresyon profillerindeki 

değişim. Sonuçlar negatif kontrol (hiçbir tedavi uygulanmayan) olarak kullanılan 

hücrelerdeki ekspresyon seviyelerine normalize edilmiştir.   

*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001 istatistiksel olarak anlamlılığı ifade 

etmektedir. Veriler ortalama ± SD (n=3) olarak sunulmuştur. 

 

Şekil 4.15, köpek meme karsinomu hücrelerinde vinkristin, VPA ve dosetaksel 

uygulamalarının BAX geni ekspresyonuna etkisini göstermektedir. BAX 

ekspresyonundaki bu değişimler, farklı tedavi kombinasyonlarının hücresel yanıtlarda 

ne kadar karmaşık etkileşimlere yol açabileceğini göstermektedir. Sadece vinkristin 

sülfat ve dosetaksel uygulamalarının BAX geninde anlamlı düzeyde bir yukarı 

regülasyon (>2 kat) meydana getirdiği görülmektedir (Şekil 4.15). Ancak tek başına 
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VPA uygulaması bu etkiyi yaratmamıştır. BAX geninin hücrede pro-apoptotik bir rol 

oynadığı ve özellikle kanser hücrelerinin tedaviye yanıtında yukarı regüle olmasının, 

apoptozun tetiklenmesi açısından önemli bir gösterge olduğu düşünüldüğünde, en 

belirgin ve istenen etkinin VPA + dosetaksel kombinasyonunda olduğu belirlenmiştir. 

Bu kombinasyonun, BAX geni ekpsresyonunu 4 kattan fazla yukarı regüle ettiği 

görülmektedir. Şaşırtıcı şekilde, bu kombinasyona vinkristinin dahil edilmesinin bu 

gende aşağı regülasyona yol açtığı belirlenmiştir. Bu bulgular, BAX ekspresyonunun 

“tek ilaç” gruplarında farklı derecelerde artış veya azalış gösterebildiğini, ancak 

kombine tedavilerde her zaman “beklenen” sinerjik veya katlanmış bir etkiyi 

yansıtmayabileceğini ortaya koymaktadır. 

 

 
 

Şekil 4.15. Köpek meme karsinomu hücrelerinde Vinkristin 18 nM; Valproik Asit 15 

mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15 mM; Dosetaksel 110 µM; Dosetaksel 110 µM 

+ Valproik Asit 15 mM ve üçlü kombinasyon (Valproik Asit 15 mM + Vinkristin 18 nM 

+ Dosetaksel 110 µM) ile tedavi sonrasında BAX gen ekspresyon profillerindeki 

değişim. Sonuçlar negatif kontrol (hiçbir tedavi uygulanmayan) olarak kullanılan 

hücrelerdeki ekspresyon seviyelerine normalize edilmiştir. 

**P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001 istatistiksel olarak anlamlılığı ifade etmektedir. 

Veriler ortalama ± SD (n=3) olarak sunulmuştur. 



102 
 

 

Çalışmada uygulanan kemoterapötiklerin BID gen ekspresyon profillerine etkisinin 

istatistiksel olarak değerlendirilmesi Şekil 4.16’da sunulmuştur. Çalışmadaki tüm 

koşullar BID genini yukarı regüle etmiştir. Tek başına vinkristin sülfat belirgin düzeyde 

bir etki göstermezken, yalnızca VPA ve dosetaksel kısmen daha yüksek bir ekspresyon 

(≥2,5 kat) düzeyine neden olmuştur. Vinkristin + VPA’nın birlikte uygulandığı koşul 

yine orta seviyede bir yükselme sağlamıştır. En çarpıcı sonuç ise, VPA ve dosetakselin 

kombinasyonu olup, bu koşulda en yüksek değer (>5,8 kat) elde edilmiştir. Buna karşın 

üçlü kombinasyon (VPA + vinkristin sülfat + dosetaksel), beklentinin aksine sinerjik 

zirve düzeyini yakalayamamakta; bu durum, çoklu ajanların hücrede tetiklediği olası 

direnç veya telafi mekanizmalarının devreye girerek genel etkiyi sınırlandırdığını 

düşündürmektedir. Meme kanseri de dahil olmak üzere birçok kanser türünde, pro-

apoptotik bir gen olan BID eskpresyonunun yukarı regüle olmasının tedavi açısından 

olumlu bir işaret olarak kabul edildiği göz önüne alınırsa, burada en etkili uygulamanın 

VPA + dosetaksel kombinasyonu olduğu söylenebilir. 

 

 
 

Şekil 4.16. Köpek meme karsinomu hücrelerinde Vinkristin 18 nM; Valproik Asit 15 

mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15 mM; Dosetaksel 110 µM; Dosetaksel 110 µM 

+ Valproik Asit 15 mM ve üçlü kombinasyon (Valproik Asit 15 mM + Vinkristin 18 nM 

+ Dosetaksel 110 µM) ile tedavi sonrasında BID gen ekspresyon profillerindeki 

değişim. Sonuçlar negatif kontrol olarak kullanılan hücrelerdeki ekspresyon 

seviyelerine normalize edilmiştir.   
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*P<0,05; ***P<0,001; ****P<0,0001 istatistiksel olarak anlamlılığı ifade etmektedir. 

Veriler ortalama ± SD (n=3) olarak sunulmuştur. 

 

PUMA geni ekspresyon verileri incelendiğinde, çok belirgin bir sonuç olduğu 

görülmektedir (Şekil 4.17). VPA + dosetaksel kobinasyonunun bu geni dikkat çekici bir 

şekilde yukarı regüle ettiği belirlenmiştir (~4 kat). Diğer tüm koşullarda ise PUMA gen 

ekspresyonu 2 kat değişikliğin altında kalmıştır. VPA + dosetaksel kombinasyonunun 

diğer tüm koşullardan farklı olduğu istatistiksel analizlerde de doğrulanmıştır (P<0,01, 

P<0,001).  

 

 
 

Şekil 4.17. Köpek meme karsinomu hücrelerinde Vinkristin 18 nM; Valproik Asit 15 

mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15 mM; Dosetaksel 110 µM; Dosetaksel 110 µM 

+ Valproik Asit 15 mM ve üçlü kombinasyon (Valproik Asit 15 mM + Vinkristin 18 nM 

+ Dosetaksel 110 µM) ile tedavi sonrasında PUMA gen ekspresyon profillerindeki 

değişim. Sonuçlar negatif kontrol (hiçbir tedavi uygulanmayan) olarak kullanılan 

hücrelerdeki ekspresyon seviyelerine normalize edilmiştir.   

**P<0,01; ***P<0,001 istatistiksel olarak anlamlılığı ifade etmektedir. Veriler ortalama 

± SD (n=3) olarak sunulmuştur. 

 

Bu tez çalışmasında yer alan tüm koşullar, kontrole göre ATM geni ekspresyonunu farklı 

oranlarda yukarı regüle etmiştir (Şekil 4.18). Daha önemlisi, VPA’nın hem vinkristin 

sülfat hem de dosetaksel ile ikili kombinasyonları belirgin bir şekilde (>4,7 kat) ATM 

genini aktive etmiştir. Ancak üçlü kombinasyonda benzer etki tespit edilememiştir. 
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Şekil 4.18. Köpek meme karsinomu hücrelerinde Vinkristin 18 nM; Valproik Asit 15 

mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15 mM; Dosetaksel 110 µM; Dosetaksel 110 µM 

+ Valproik Asit 15 mM ve üçlü kombinasyon (Valproik Asit 15 mM + Vinkristin 18 nM 

+ Dosetaksel 110 µM) ile tedavi sonrasında ATM gen ekspresyon profillerindeki 

değişim. Sonuçlar negatif kontrol (hiçbir tedavi uygulanmayan) olarak kullanılan 

hücrelerdeki ekspresyon seviyelerine normalize edilmiştir.   

***P<0,001 istatistiksel olarak anlamlılığı ifade etmektedir. Veriler ortalama ± SD 

(n=3) olarak sunulmuştur. 

 

Şekil 4.19’da de açıkça görüldüğü üzere, VPA + dosetaksel kombinasyonu net bir 

CASP3 gen aktivasyonu (~5,50 kat) gerçekleştirmiştir. Her ne kadar VPA’nın hem tek 

başına, hem de vinkristin sülfat ile kullanımı oldukça anlamlı bir CASP3 yukarı 

regülasyonuna neden olsa da VPA’nın dosetaksel ile kullanımındaki yanıt oldukça 

dikkat çekicidir.   
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Şekil 4.19. Köpek meme karsinomu hücrelerinde Vinkristin 18 nM; Valproik Asit 15 

mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15 mM; Dosetaksel 110 µM; Dosetaksel 110 µM 

+ Valproik Asit 15 mM ve üçlü kombinasyon (Valproik Asit 15 mM + Vinkristin 18 nM 

+ Dosetaksel 110 µM) ile tedavi sonrasında CASP3 gen ekspresyon profillerindeki 

değişim. Sonuçlar negatif kontrol (hiçbir tedavi uygulanmayan) olarak kullanılan 

hücrelerdeki ekspresyon seviyelerine normalize edilmiştir.   

**P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001 istatistiksel olarak anlamlılığı ifade etmektedir. 

Veriler ortalama ± SD (n=3) olarak sunulmuştur. 

 

Bu çalışmada, çok önemli bir tümör baskılayıcı gen olan P53’e ait ekspresyon profili 

CASP3 genindekine benzer bir kalıp sergilemiştir (Şekil 4.20). Tüm deneysel koşulların 

P53 geninde yukarı regülasyona yol açtığı görülmektedir. Ancak VPA + dosetaksel 

kombinasyonu, P53 gen ekspresyonunu negatif kontrole oranla yaklaşık 6,5 kat 

artırmıştır. Üçlü kominasyonun da bu geni yaklaşık 2 kat yukarı regüle ettiği 

belirlenmiştir. Ancak, VPA’nın dosetaksel ile kombinasyonunun diğer tedavi 

koşullarından istatistiksel olarak dikkat çekici düzeyde anlamlı farklılılar gösterdiği 

belirlenmiştir (P<0,001; P<0,0001).   
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Şekil 4.20. Köpek meme karsinomu hücrelerinde Vinkristin 18 nM; Valproik Asit 15 

mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15 mM; Dosetaksel 110 µM; Dosetaksel 110 µM 

+ Valproik Asit 15 mM ve üçlü kombinasyon (Valproik Asit 15 mM + Vinkristin 18 nM 

+ Dosetaksel 110 µM) ile tedavi sonrasında P53 gen ekspresyon profillerindeki değişim. 

Sonuçlar negatif kontrol (hiçbir tedavi uygulanmayan) olarak kullanılan hücrelerdeki 

ekspresyon seviyelerine normalize edilmiştir.   

*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001 istatistiksel olarak anlamlılığı ifade 

etmektedir. Veriler ortalama ± SD (n=3) olarak sunulmuştur. 

 

Bu çalışmada P21 geninde P53’e benzer ancak daha belirgin bir gen ekspreyon profili 

gözlenmiştir (Şekil 4.21). VPA ve dosetakselin kombinasyon şeklinde uygulanmasıyla 

negatif kontrole rölatif olarak yaklaşık 8 kat yukarı regülasyon görülmesi dikkat çekici 

bir sonuçtur. Diğer koşullar ile karşılaştırıldığında, bu kombinasyonun yüksek düzeyde 

bir istatistiksel anlamlılık göstererek farklılık yarattığı belirlenmiştir (P<0,0001). 
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Şekil 4.21. Köpek meme karsinomu hücrelerinde Vinkristin 18 nM; Valproik Asit 15 

mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15 mM; Dosetaksel 110 µM; Dosetaksel 110 µM 

+ Valproik Asit 15 mM ve üçlü kombinasyon (Valproik Asit 15 mM + Vinkristin 18 nM 

+ Dosetaksel 110 µM) ile tedavi sonrasında P21 gen ekspresyon profillerindeki değişim. 

Sonuçlar negatif kontrol (hiçbir tedavi uygulanmayan) olarak kullanılan hücrelerdeki 

ekspresyon seviyelerine normalize edilmiştir.   

*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001 istatistiksel olarak anlamlılığı ifade 

etmektedir. Veriler ortalama ± SD (n=3) olarak sunulmuştur. 

 

Meme kanseri hücrelerinde, apoptozis oranı ve kemoterapiye alınan yanıtlarla 

ilişkilendirilen BAX/BCL-2 oranının değerlendirilmesi önemlidir. Bu bağlamda, yüksek 

BAX/BCL-2 oranı daha yüksek apoptozis ve daha iyi tedavi yanıtları demektir. 

BAX/BCL-2 ekseninde en yüksek rölatif değerin (>3 kat) VPA ve dosetaksel 

kombinasyonunda elde edildiği tespit edilmiştir (P<0,0001). Benzer şekilde, VPA ve 

vinkristin sülfat kombinasyonu da yüksek bir oran sergileyerek dikkat çekmiştir (Şekil 

4.22). 
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Şekil 4.22. Köpek meme karsinomu hücrelerinde Vinkristin 18 nM; Valproik Asit 15 

mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15 mM; Dosetaksel 110 µM; Dosetaksel 110 µM 

+ Valproik Asit 15 mM ve üçlü kombinasyon (Valproik Asit 15 mM + Vinkristin 18 nM 

+ Dosetaksel 110 µM) ile tedavi sonrasında BAX/BCL-2 ekseninin rölatif olarak 

değerlendirilmesi.  

*P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001 istatistiksel olarak anlamlılığı ifade 

etmektedir. Veriler ortalama ± SD (n=3) olarak sunulmuştur. 

 

VPA ve dosetaksel kombinasyonunun, köpek meme karsinomu hücrelerinde güçlü bir 

sinerjik etki gösterdiği ve özellikle P53, P21, CASP3, ATM, PUMA, BID ve BAX gibi 

tümör baskılayıcı genlerde belirgin bir yukarı regülasyona neden olduğu tespit 

edilmiştir. Bu durum, hücrelerin apoptoza yönlendirilmesinde önemli bir rol oynayan bu 

genlerin, VPA ve dosetakselin birlikte kullanımıyla aktivasyonunun arttığını 

göstermektedir. Bununla birlikte, bu kombinasyonun etkinliği, hücrelerin apoptoza karşı 

direnç mekanizmalarını destekleyen BCL-2 ve MCL-1 gibi anti-apoptotik genlerde 

gözlenen anlamlı negatif regülasyonla da güçlendirilmiştir. Bu negatif regülasyon, 

tümör hücrelerinin hayatta kalma sinyallerinin baskılandığını ve bu sayede apoptozun 

daha etkin bir şekilde tetiklendiğini ortaya koymaktadır. 
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Şekil 4.23 incelendiğinde, VPA + dosetaksel kombinasyonun gen ekspresyonlarına ait 

ısı haritası grafiğindeki özgün desen açıkça görülmektedir. Bu kombinasyonun 

apoptozisin indüklenebilmesi için pro-apoptotik genlerdeki aktivasyon; buna karşın 

anti-apoptotik sistemlerdeki fonksiyon kaybı yoluyla etki gösterebileceğine işaret 

etmektedir. VPA, HDACi olarak histon asetilasyonunu artırarak kromatin yapısını daha 

erişilebilir hale getirmekte ve bu durum tümör baskılayıcı genlerin ekspresyonunu 

teşvik etmektedir. Öte yandan, dosetaksel, mikrotübül stabilizasyonu yoluyla hücre 

döngüsünde mitotik duraklama oluşturarak apoptozu indüklemektedir. Bu iki farklı 

mekanizmanın birleşimi, hem genetik hem de epigenetik seviyelerde sinerjik bir etki 

yaratarak hücrelerin ölümüne yol açmaktadır. Bu sonuçlar, VPA ve dosetaksel 

kombinasyonunun, köpek meme karsinomlarının tedavisinde umut verici bir yaklaşım 

olabileceğini göstermektedir. 
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Şekil 4.23. Köpek meme karsinomu hücrelerinde, Vinkristin 18 nM; Valproik Asit 15 

mM; Vinkristin 18 nM + Valproik Asit 15 mM; Dosetaksel 110 µM; Dosetaksel 110 µM 

+ Valproik Asit 15 mM ve üçlü kombinasyon (Valproik Asit 15 mM + Vinkristin 18 nM 

+ Dosetaksel 110 µM) ile tedavi sonrasında gen ekspresyon profillerindeki değişime ait 

ısı haritası grafiği (heatmap). Sonuçlar negatif kontrol (hiçbir tedavi uygulanmayan) 

olarak kullanılan hücrelerdeki ekspresyon seviyelerine normalize edilmiştir.   
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4. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 

Meme kanseri, günümüzde insanlarda olduğu gibi diğer birçok türde de en yaygın 

görülen öldürücü hastalıklardan birisidir. Tüm dünyada yaygın olarak yetiştirilen bir 

evcil hayvan türü olan köpekte de insanlarda olduğu gibi hayatı tehlikeye sokan en 

yaygın ve önemli hastalıkların başında kanser gelmektedir. Belirli bir yaşın üzerindeki 

dişi köpeklerde oldukça sık gözlenen meme kanserine ilişkin klinik çalışmalar 

literatürde olmasına rağmen; moleküler düzeydeki çalışmalar oldukça kısıtlıdır. Buna ek 

olarak, köpek meme kanserinde, VPA’nın yaygın olarak kullanılan kemoterapötik ilaçlar 

üzerine moleküler düzeyde etkileri hakkında mevcut bilgi tamamen yetersizdir.  

 

HDACi’lerin, köpek kanser hücre hatlarından elde edilen hücrelerde histon 

asetilasyonunu artırdığı, hücre proliferasyonunu azalttığı ve apoptozu indüklediğine dair 

in vitro kanıtlar bulunmaktadır. Bu etkilerin, insan kanser hücre hatlarında gözlemlenen 

etkilerle benzer olduğu görülmüştür (Kisseberth vd., 2008). Köpeklerde VPA’nın 

etkinliğiyle ilgili mevcut literatürde bildirilen son derece sınırlı in vivo çalışmalarda, 

osteosarkom üzerine odaklanılmıştır. Bu çalışmalarda VPA’nın oldukça iyi tolere 

edildiği ve serum VPA konsantrasyonlarının artan dozlarla birlikte lineer olarak artış 

gösterdiği gözlenmiştir (Wittenburg vd., 2010). Köpeklerde VPA’nın kemoterapötiklerle 

olan potansiyel sinerjist etkisinden de bahsedilmiştir. Örneğin, VPA’nın, köpek 

osteosarkomunu, insandaki çalışmaları destekler nitelikte, doksorubisine karşı daha 

duyarlı hale getirdiği belirlenmiştir (Wittenburg vd., 2011). Bu sonuçlar, mevcut köpek 

osteosarkom tedavi protokollerine HDACi’lerin eklenmesinin potansiyel faydasını ve 

insan ile köpek osteosarkomunun VPA’ya verdiği yanıttaki benzerlikleri ortaya 

koymaktadır (Wittenburg vd., 2011; Wittenburg vd., 2010). Bu sınırlı sayıdaki çalışma, 

aslında VPA’nın meme kanseri için de oldukça mantıklı bir seçenek olduğuna dair 

ipuçları sunmakla birlikte, bildiğimiz kadarıyla, köpek meme kanserlerinde VPA’nın 

direkt etkisi ya da kemoterapötikler ile kombinasyonlarının incelendiği herhangi bir in 

vitro ya da in vivo çalışma bulunmamaktadır. 

 

Bu çalışmada, köpek meme karsinomu hücrelerinde (CMT-U27 hücre hattı), VPA ve 

yaygın olarak kullanılan kemoterapötik ilaçlar olan vinkristin sülfat ve dosetakselin 
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VPA ile kombinasyonlarının terapötik etkinliği, moleküler yöntemler yardımıyla 

incelenmiştir. Bu yönüyle, bu çalışma, klinik uygulamalarda kullanılabilecek yenilikçi 

moleküler destekli tedavilere in vitro düzeyde veri sağlayacak ve aynı zamanda 

köpeklerde kanser tedavisinde HDACi moleküllerin potansiyel etkilerinin 

değerlendirilmesi ile klinik tedavi süreci ve prognoza da olumlu katkılar yapacaktır. 

Kanser biyolojisi, genomik, epigenetik, sistem biyolojisi, evrim ve immünoloji gibi 

farklı alanları içinde barındıran oldukça karmaşık bir konudur. Bu kapsamlı bir çerçeve, 

kanser anlayışımızı geliştirmekle kalmayıp bu hastalığın çok yönlü doğasını 

değerlendirmemizde önemli faydalar sağlamıştır (Maley vd., 2017; Prokop, 2021). 

Kanser araştırmalarının manzarası, teknolojik ilerlemeler ve tümör oluşumunun altında 

yatan biyolojik süreçlerin daha derin bir anlayışıyla hızla evrilmektedir. Moleküler 

genetik ve epigenetik regülasyon perspektiflerini benimseyerek ve kanserin evrimsel 

dinamiklerini dikkate alarak yapılan çalışmalar korunma, tanı ve tedavi için daha etkili 

stratejilerin geliştirilebilmesine olanak sağlar (Du ve Elemento, 2015; Siegel vd., 2018; 

Varmus, 2017). 

 

Köpek meme kanserlerinde, HDACi etkinliği ve kemoterapötiklerle kombinasyonlarına 

ait oldukça az bilimsel verinin olmasından hareketle, bu çalışmada, VPA, vinkristin 

sülfat ve dosetakselin köpek meme karsinomu (CMT-U27) hücreleri üzerindeki 

etkilerini anlamaya yönelik kapsamlı bir değerlendirme yapılmıştır. Bu ajanların tekli ve 

kombinasyon halinde uygulanmasının hücre canlılığı üzerindeki sitotoksik etkilerini 

belirlemek, hücre morfolojisindeki değişiklikleri incelemek, üçlü boyama yöntemi ile 

floresan mikroskobik analizler kullanarak apoptoz ve nekroz süreçlerini değerlendirmek 

ve gerçek zamanlı PCR ile apoptotik mekanizmalarda rol oynayan anti-apoptotik ve 

pro-apoptotik genlerin ekspresyon profillerini analiz etmek amaçlanmıştır. Bu kapsamlı 

yaklaşım, köpek meme kanseri hücrelerinde apoptotik yanıtların moleküler 

mekanizmalarını daha iyi anlamayı ve bu ajanların kanser tedavisindeki potansiyelini 

ortaya koymayı hedeflemektedir. 

 

Hücre morfolojilerinin değerlendirilmesi, kanser tedavisinde uygulanan ilaçların 

etkinliğini anlamak için önemli bir araçtır. Kanser hücreleri, tedaviye maruz 

kaldıklarında karakteristik morfolojik değişiklikler sergiler. Apoptozun bir göstergesi 



113 
 

olarak hücrelerde çekirdek yoğunlaşması, parçalanma ve hacim küçülmesi gibi 

değişiklikler gözlenebilir. Ayrıca, sitoplazmik yapının bozulması ve hücre zarının 

yuvarlaklaşması gibi durumlar, hücrelerin apoptoza yönlendirildiğini işaret eder (Chen 

ve Wang, 2002; Opferman, 2008). Bu değişiklikler, tedavi edilen hücrelerin ölüm 

mekanizmasını ortaya koyarak ilacın etkinliği hakkında bilgi verir. Apoptozis, 

programlanmış hücre ölümü olarak bilindiğinden, ilaçların bu süreci tetikleme yeteneği, 

kanser tedavisindeki başarıları için önemli bir göstergedir. Apoptoza ek olarak, nekroz 

gibi diğer hücre ölümü türlerine özgü morfolojik değişikliklerin tespiti, ilacın sitotoksik 

etkilerinin daha kapsamlı bir şekilde değerlendirilmesini sağlar. Hücre morfolojisi, 

yalnızca ilacın etkinliğini değil, aynı zamanda tedaviye hücrelerin nasıl tepki verdiğini 

ve yanıtın hangi yollarla gerçekleştiğini anlamak için de önemlidir. Bu bilgiler, kanser 

tedavisine yönelik stratejilerin optimize edilmesine yardımcı olur (Chen ve Wang, 2002; 

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

 

Bu bağlamda, bu tez çalışmasındaki tedaviler ve kombinasyonlar hücre morfolojisi 

açısından kapsamlı bir şekilde değerlendirilmiş ve karşılaştırılmıştır. Bulgular, köpek 

meme karsinomu hücrelerinde değerli sonuçlara ulaşılmasına yardımcı olacaktır. 

Vinkristin sülfatın köpek meme karsinomu hücre hattı (CMT-U27) üzerindeki 

morfolojik etkilerinin doz (1,56–100 nM) ve zaman (24, 48, 72 saat) bazında 

değerlendirildiğinde, negatif kontrol grubunda hücreler düzenli morfolojilerini 

korurken, artan dozlarda ve sürelerde hücrelerde belirgin apoptoz belirtileri 

gözlenmiştir. Düşük dozlarda (1,56–6,25 nM) minimal değişiklikler görülürken, 25 nM 

ve üzeri dozlarda hücrelerde yoğunlaşma, küçülme ve yapışkanlık kaybı gibi apoptotik 

değişiklikler meydana gelmiştir. 72 saat sonunda yüksek dozlarda (50–100 nM), 

hücrelerde yaygın çekirdek yoğunlaşması ve sitoplazmik bozulma izlenmiştir. Bu 

sonuçlar, vinkristin sülfatın, insanlarda yapılan çalışmalarda olduğu gibi (Zeng vd., 

2017; Zeng vd., 2015), CMT-U27 hücrelerinde de apoptozisi indüklediğini ve doz ile 

zamana bağlı etkili bir sitotoksik ajan olduğunu göstermektedir. 

 

Düşük dozlarda (25–50 µM) dosetaksel uygulanmasının ardından, hücrelerde ilk 24 saat 

içinde belirgin bir değişiklik gözlenmemiştir. Bununla birlikte, 48 saat ve sonrasında 

bazı hücrelerde hafif yoğunlaşma ve yuvarlaklaşma gibi apoptoz belirtileri görülmeye 
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başlanmıştır. Bu durum, düşük dozlarda dosetakselin etkisinin zamanla ortaya çıktığını 

ve hücre ölümünü yavaş bir şekilde tetiklediğini göstermektedir. 75–125 µM arası 

dozlarda, apoptoza özgü değişiklikler daha belirgin hale gelmiştir. Hücrelerin bir 

kısmında çekirdek yoğunlaşması, sitoplazmik küçülme ve yapışkanlığın kaybolması 

gibi morfolojik bozulmalar gözlenmiştir. Bu etkiler, özellikle 48 ve 72 saatlik 

inkübasyon sürelerinde daha belirgin hale gelmiş ve hücre yoğunluğunda kayda değer 

bir azalma olmuştur. 150–200 µM dozlarda ise, dosetakselin etkileri hızlı ve yoğun bir 

şekilde kendini göstermiştir. İlk 24 saatten itibaren hücrelerde yaygın çekirdek 

parçalanması ve sitoplazmik bozulma görülmüştür. 48 ve 72 saatlik sürelerde ise 

hücrelerin çoğunun apoptoz ve nekroz belirtileri sergilediği dikkat çekmiştir. Bu doz 

aralığında, hücre ölüm süreci çok daha hızlı ilerlemiştir. Özetle, dosetakselin etkisi hem 

doza hem de süreye bağlı olarak değişmiştir. Düşük dozlarda hücre ölümünün 

başlangıcı daha yavaş ve kademeli iken, yüksek dozlarda bu süreç hızlanmış ve yaygın 

hale gelmiştir. Bu sonuçlar, dosetakselin apoptotik mekanizmalar yoluyla kanser 

hücrelerini etkili bir şekilde yok edebildiğini ve tedavi stratejilerinde potansiyel bir ajan 

olduğunu göstermektedir. 

 

VPA için, düşük dozlarda (1,56–6,25 mM) ilk 24 saat içerisinde hücre morfolojisinde 

belirgin bir değişiklik gözlenmemiştir. Ancak, inkübasyon süresi 48 ve 72 saate 

uzadıkça bazı hücrelerde hafif küçülme ve yuvarlaklaşma gibi apoptoza özgü 

değişiklikler görülmeye başlanmıştır. Bu, VPA’nın düşük konsantrasyonlarda zamanla 

etkili olmaya başladığını göstermektedir. Orta dozlarda (12,5–25 mM) 24 saatlik tedavi 

süresi sonunda hücrelerde hafif morfolojik değişiklikler fark edilmiştir. 48 ve 72 saatlik 

sürelerde bu değişiklikler belirginleşmiş, hücre yoğunluğunda azalma, yuvarlaklaşma ve 

yapışkanlığın kaybolması gibi apoptoz belirtileri artmıştır. Bu, VPA’nın orta dozlarda 

hücre ölümünü daha etkili bir şekilde başlattığını göstermektedir. Yüksek dozlarda (50–

100 mM), 24 saat içerisinde hücrelerde yaygın sitoplazmik küçülme ve çekirdek 

yoğunlaşması gibi apoptotik değişiklikler izlenmiştir. 48 ve 72 saatlik inkübasyon 

sürelerinde ise hücrelerin büyük bir kısmı apoptoz belirtileri göstermiş, bazı hücreler 

nekroza yönelmiştir. Bu durum, yüksek dozlarda VPA’nın daha hızlı ve yoğun bir etki 

yarattığını ortaya koymaktadır. Genel olarak, VPA’nın doz ve zaman bağımlı bir şekilde 

hücre morfolojisi üzerinde güçlü apoptotik etkiler oluşturduğu görülmüştür. 
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Hücrelerdeki çekirdek küçülmesi, yuvarlaklaşma ve yapışkanlığın kaybolması, VPA’nın 

kanser hücrelerini apoptoza yönlendirdiğini desteklemektedir. Bu bulgular, VPA’nın tek 

başına veya diğer kemoterapötik ajanlarla kombinasyon halinde terapötik potansiyelini 

araştırmak için önemli bir temel sunmaktadır. 

 

VPA’nın, dosetaksel ve vinkristin sülfat ile ikili ve üçlü kombinasyonlarının hücrelerde 

doz ve süreye bağlı olarak apoptotik değişiklikler gözlenmiştir. İkili ve üçlü 

kombinasyon gruplarında hücrelerde yoğun apoptoz belirtileri, çekirdek yoğunlaşması 

ve yapışkanlığın kaybı gibi morfolojik bozulmalar artmıştır. Özellikle VPA + dosetaksel 

kombinasyonu ve üçlü kombinasyon grubunda hücre ölümünün maksimum düzeye 

ulaştığı ve kombinasyonların sinerjik bir etki yarattığı anlaşılmaktadır. Bu bulgular, bu 

ajanların birlikte kullanımının tedavi etkinliğini artırabileceğini göstermektedir. 

 

Bu çalışmada, hücre morfolojisindeki elde edilen veriler, sitotoksisite sonuçlarıyla 

örtüşür niteliktedir. Öncelikle, vinkristin sülfat tedavisinin CMT-U27 köpek meme 

karsinomu hücrelerinin canlılığı üzerindeki etkisini, XTT testi sonuçlarına dayanarak 

doz ve zamana bağlı bir şekilde gösterilmiştir. Negatif kontrol grubunda hücre canlılığı 

yüksek seviyelerde korunurken, artan dozlarda ve inkübasyon süresi uzadıkça hücre 

canlılığında belirgin bir azalma gözlenmiştir. Bu azalma, vinkristin sülfatın hücre 

proliferasyonunu baskıladığı ve apoptoz veya nekroz gibi hücre ölüm mekanizmalarını 

tetiklediğini işaret etmektedir. Sonuçlar, vinkristin sülfatın köpek meme kanser 

hücrelerine karşı da güçlü bir sitotoksik etkiye sahip olduğunu ve bu etkinin hem doz 

hem de zamana bağımlı olarak arttığını göstermektedir. Benzer şekilde, dosetaksel 

uygulaması ile artan dozlarda ve uzun inkübasyon sürelerinde hücre canlılığında 

belirgin bir düşüş kaydedilmiştir. Bu durum, dosetakselin kanser hücreleri üzerinde 

güçlü bir sitotoksik etki gösterdiğini ve apoptoz mekanizmalarını tetiklediğini 

düşündürmektedir. Bulgular, dosetakselin yalnızca hücre ölümünü artırmakla kalmayıp, 

aynı zamanda tedaviye bağlı olarak kanser hücrelerinin proliferasyon kapasitesini ciddi 

şekilde sınırladığını göstermektedir. Dosetaksel, mikrotübül stabilizasyonunu 

sağlayarak hücre bölünmesini durduran ve apoptozu tetikleyen bir kemoterapötik 

ajandır. Özellikle birçok solid tümörün tedavisinde etkilidir. Dosetaksel, hücre 

döngüsünü G2/M fazında durdurarak kanser hücrelerinin proliferasyonunu engeller ve 
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apoptoz mekanizmalarını aktif hale getirir (Crown vd., 2004). Bu tez çalışmasından elde 

edilen bulgular da bu bilgileri doğrulayan ve bu ajanın aynı zamanda köpek meme 

karsinomu için de oldukça etkili olabileceğini gösteren bir potansiyele işaret etmiştir. 

 

VPA için elde edilen veriler odukça orjinal ve dikkat çekicidir. Negatif kontrol grubunda 

hücre canlılığı yüksek seviyede korunurken, VPA için artan dozlarında ve uzayan 

inkübasyon sürelerinde canlılıkta belirgin bir düşüş kaydedilmiştir. Bu durum, bu ajanın 

hücre ölümünü teşvik eden etkili bir HDACi olduğunu ve kanser hücrelerinde apoptoz 

gibi ölüm yollarını etkin bir şekilde aktif hale getirebildiğini göstermektedir. Kullanılan 

dozların hızlı ve belirgin sitotoksik etki yarattığı, tedavinin etkinliğini ortaya 

koymaktadır. Literatürde, köpek meme karsinomları için yeterli bilginin bulunmadığı 

göz önüne alındığında elde edilen bu verilerin oldukça değerli olduğu düşünülmektedir. 

VPA’nın, köpek meme kanseri hücrelerinde ölüm yollarını aktif hale getirerek önemli 

bir sitotoksisite yaratması, hem veteriner onkolojisi hem de translasyonel kanser 

araştırmaları için önemli bir bulgu sunmaktadır. Elde edilen sonuçlar, dosetaksel ve VPA 

kombinasyonunun, tek başına uygulamalara göre hücre canlılığını daha etkili bir şekilde 

azalttığını göstermiştir. 24 saatlik inkübasyon süresi sonunda hafif etkiler gözlenirken, 

48 ve 72 saatlik sürelerde hücre ölüm oranında belirgin bir artış kaydedilmiştir. Bu 

durum, dosetakselin mikrotübül stabilizasyonu yoluyla hücre döngüsünü bloke etmesi 

ve VPA’nın epigenetik düzenleyici özellikleriyle apoptotik genlerin ekspresyonunu 

artırması ile açıklanabilir. Vinkristin sülfat ve VPA kombinasyonu da hücre canlılığını 

azaltmada etkili bulunmuştur. Özellikle düşük dozlarda ve erken sürelerde bile hücre 

canlılığında düşüş gözlenmiş, bu da vinkristin sülfatın mikrotübül dinamiğini bozarak 

apoptozu teşvik eden etkisi (Setthawongsin vd., 2019; Zeng vd., 2017; Zeng vd., 2015) 

ile ilişkilendirilmiştir. VPA ile birlikte kullanımı, apoptotik genlerin aktivasyonunu 

(sonraki bölümlerde ayrıntılı olarak tartışılacaktır) daha da artırarak bu etkinin 

güçlenmesini sağlamış olabilir. 

 

VPA, vinkristin sülfat ve dosetaksel üçlü kombinasyonu, VPA’nın dosetaksel ile 

kombinasyonu ile birlikte en güçlü sitotoksik etkiyi göstermiştir. 24 saatten itibaren 

belirgin bir hücre canlılığı azalması kaydedilmiş ve bu etkinin, kombinasyondaki her bir 

ajanın farklı mekanizmalarla apoptozu indüklemesi sonucu olduğu düşünülmektedir. 
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Dosetakselin mitotik duraklamayı indüklemesi, vinkristin sülfatın mikrotübül 

organizasyonunu bozması ve VPA’nın epigenetik düzenleyici etkisi birlikte 

değerlendirildiğinde, bu kombinasyonun sinerjik bir etki yarattığı görülmektedir. 

 

Bu sonuçlar, hem tekli hem de kombinasyon tedavilerinin, köpek meme karsinomu 

hücrelerinde etkili apoptoz indüksiyonu sağladığını ortaya koymaktadır. Özellikle 

VPA’nın dosetaksel ile kombinasyonu ve üçlü kombinasyon, köpeklerde meme kanseri 

tedavisi için umut verici bir strateji olarak değerlendirilebilir. Gelecekte, bu 

kombinasyonların etkinliğini artırmak ve spesifik biyobelirteçler üzerindeki etkilerini 

incelemek için daha fazla araştırma yapılması gerekmektedir. Ancak bu üçlü tedavide 

vinkristin sülfat yerine daha yüksek bir sinerjik etki yaratabilecek bir ajan için 

değerlendirmeler devam etmelidir. Ayrıca, bu tedavilerin klinik uygulanabilirliğini 

desteklemek için in vivo modellerde kapsamlı çalışmalar yürütülmesi önemlidir. Bu 

bulgular, köpeklerde kişiselleştirilmiş ve hedefe yönelik kanser tedavilerinin 

geliştirilmesi için yardımcı olacaktır. 

 

Bu çalışmada, floresan mikroskobunda yapılan ve ölüm modunun incelenmesi amacıyla 

yapılan değerlendirmelerde, VPA, vinkristin sülfat ve dosetaksel kombinasyonlarının 

önemli etkileri olduğu görülmüştür. Yalnızca besiyeri içeren sağlıklı CMT-U27 

hücrelerinde herhangi bir tedavi uygulanmadığı için morfoloji korunmaktadır. Hücre 

çekirdekleri düzenli, sitoplazmik yapı sağlam ve apoptoz ya da nekroz gibi ölüm 

belirtileri gözlenmemektedir. Vinkristin sülfat (18 nM) tedavisi uygulanan hücrelerde, 

belirgin sitoplazmik daralma ve çekirdek yoğunlaşması gözlemlenmiştir. Bu morfolojik 

değişiklikler, hücrelerin apoptoza yöneldiğinin ilk göstergelerindendir. Annexin-V 

boyamasında, erken apoptoz göstergesi olan pozitif hücrelerin sayısında artış 

gözlenirken, PI boyaması geç apoptoz ve nekrozda minimal bir artış olduğunu işaret 

etmektedir. Bu sonuçlar, vinkristin sülfatın hücre ölümüne yol açmada etkin bir ajan 

olduğunu göstermektedir. İnsan meme kanseri hücre hatlarında, vinkristin tedavisinin 

erken apoptozu artırdığı gösterilmiştir (Zeng vd., 2017; Zeng vd., 2015). CMT-U27 

hücrelerinde de benzer bir erken apoptoz yanıtı gözlenmiştir, bu da vinkristinin geniş bir 

tür yelpazesinde benzer mekanizmalarla etkili olduğunu göstermektedir. 
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Dosetaksel (110 µM) tedavisi uygulanan hücrelerde, apoptotik değişikliklerin daha 

yaygın olduğu gözlemlenmiştir. Annexin-V ve PI sinyallerinde belirgin bir artış, hem 

erken hem de geç apoptoz oranlarının yükseldiğini göstermektedir. Bu durum, 

dosetakselin mikrotübül stabilizasyonu yoluyla hücre döngüsünü bloke ettiği ve 

böylelikle apoptozu etkin bir şekilde indüklediğini ortaya koymaktadır. VPA (15 mM) 

tedavisi, hücrelerde apoptoza özgü belirgin değişikliklere yol açmıştır. Annexin-V 

pozitif hücrelerin artışı, VPA’nın erken apoptozisi indüklediğini göstermektedir. PI 

boyası ile geç apoptozda bir miktar artış olduğu, VPA’nın yalnızca erken değil, geç 

apoptoz mekanizmalarını da desteklediği anlaşılmaktadır. Ayrıca, VPA’nın histon 

asetilasyonu artırarak tümör baskılayıcı genlerin ekspresyonunu teşvik ettiği 

bilinmektedir (Aztopal vd., 2018). VPA, vinkristin sülfat ve dosetaksel 

kombinasyonlarının kullanıldığı gruplarda, tedavilerin sinerjik etkileri gözlemlenmiştir. 

Bu kombinasyonlar, özellikle Annexin-V ve PI boyamalarında apoptoz oranında 

belirgin bir artış göstermiştir. Üçlü kombinasyonda, hem erken hem de geç apoptoz 

oranlarının maksimum seviyeye ulaştığı görülmüştür. Kombinasyonların, hücrelerin 

apoptoz lehine programlanmasında daha etkili olduğu ve bu durumun hücre ölümünü 

hızlandırdığı anlaşılmaktadır. Bu bulgular, tedavi kombinasyonlarının köpek meme 

karsinomu gibi kanserlerin yönetiminde umut vadettiğini göstermektedir. 

 

Hoechst, Annexin-V ve PI üçlü boyama yöntemi, hücre ölüm modlarını, özellikle 

apoptoz (erken ve geç) ve nekrozu, nükleer morfoloji ve membran bütünlüğüne dayalı 

olarak ayırt etmek için güçlü bir araçtır. Hoechst boyası, DNA’ya bağlanarak apoptoz 

için tipik olan nükleer yoğunlaşma ve parçalanmayı ortaya çıkarır (Zhao vd., 2019). 

Annexin-V, apoptozun erken aşamalarında hücre zarının dış yüzeyine taşınan 

fosfatidilserine bağlanarak erken apoptotik hücreleri tespit eder (Tsai vd., 2010). Zar 

geçirgen olmayan bir boya olan PI, zarı hasar görmüş hücrelerin DNA’sını boyayarak 

nekrotik veya geç apoptotik hücreleri tanımlar (Mustufa vd., 2016). Bu kombinasyon, 

hücrelerin sağlıklı (Hoechst+, Annexin-V-, PI-), erken apoptotik (Hoechst+, Annexin-

V+, PI-), geç apoptotik/sekonder nekrotik (Hoechst+, Annexin-V+, PI+) ve nekrotik 

(Hoechst+/-, Annexin-V-, PI+) olarak sınıflandırılmasını sağlar (Orsolya vd., 2016). Bu 

yöntem, kanser araştırmaları ve toksikoloji alanlarında ilaçların ve tedavilerin sitotoksik 

etkilerini değerlendirmek, hücre ölüm yollarını ve terapötik etkinliği anlamak için 
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yaygın olarak kullanılmaktadır (Yan ve Efferth, 2018). Bu çalışmada da, üçlü boyama 

yöntemi kullanılan ilaç ve kombinasyonların etkinliğini başarılı bir şekilde ortaya 

koymuştur.  

 

Tümör hücrelerinin apoptozu, kemoterapötik ilaçlar tarafından indüklenebilir 

(Setthawongsin vd., 2019). İntrinsik yolak, BCL-2 ailesi tarafından düzenlenmektedir. 

BAX, apoptotik uyarılara yanıt olarak mitokondriyal membran geçirgenliğini tetikleyen 

pro-apoptotik bir proteindir. Buna karşılık, BCL-2, hücre ölümünü engelleyen anti-

apoptotik bir proteindir (Krampe ve Al-Rubeai, 2010). Bu nedenle, bu iki protein 

arasındaki denge büyük önem taşımaktadır (Basu ve Haldar, 1998; Kirkin vd., 2004). 

Diğer çalışmalarda, BAX ve BCL-2 ekseninin BAX lehine değişimi ve BCL-2 gibi anti-

apoptotik genlerin ekspresyonlarının aşağı regülasyonu malignite veya hayatta kalma 

kriterlerinin öngörüsü ile ilişkilendirilmiştir (Goldar vd., 2015; Kordezangeneh vd., 

2015; Yao vd., 2011). Bu nedenle apoptozis yolaklarında yer alan genlerin tartışılması 

büyük önem taşımaktadır. 

 

BCL-2 protein ailesi, dokuların homeostazını korumak ve hasarlı ya da potansiyel 

olarak zararlı hücreleri ortadan kaldırmak için gerekli olan apoptozun düzenlenmesinde 

hayati bir rol oynar. Bu aile, işlevleri ve yapısal bölgelerine göre üç alt gruba ayrılır: 

mitokondriyal bütünlüğü koruyarak hücre sağkalımını destekleyen anti-apoptotik 

proteinler (BCL-2, BCL-xL, MCL-1); mitokondri dış zar geçirgenliğini (mitochondrial 

outer membrane permeabilization: MOMP) kolaylaştırarak apoptozisi başlatan pro-

apoptotik efektörler (ör. Bax, Bak); ve anti-apoptotik proteinleri inhibe ederek veya pro-

apoptotik efektörleri aktive ederek düzenleyici rol oynayan proteinler (NOXA, PUMA, 

BID) (Koehler vd., 2013; Wolfsperger vd., 2016). Bu hassas sistemin bozulması, 

kanserin ayırt edici özelliklerinden biridir ve tümör hücrelerinin genetik, metabolik ve 

çevresel strese rağmen apoptozdan kaçmasına olanak tanır.  

 

BCL-2 ailesindeki anti-apoptotik üyelerin aşırı ekspresyonu, birçok malignitede yaygın 

olarak görülür ve kanser hücrelerinin kemoterapi, radyoterapi veya bağışıklık sisteminin 

gözetiminden kaynaklanan apoptotik sinyallere direnç göstermesini sağlar (Kennedy 

vd., 2015; Liu vd., 2018; Xiao vd., 2015). Bunun aksine, pro-apoptotik efektörlerdeki 
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mutasyonlar veya azalmış ekspresyon, hücrelerin apoptoz gerçekleştirme yeteneğini 

zayıflatır ve kontrolsüz çoğalma ile tümör progresyonuna katkıda bulunur. Bu 

dengesizlik, genellikle terapötik dirence yol açar, çünkü kanserler, hayatta kalmak için 

bu karşıt güçler arasındaki etkileşimden yararlanır (Wang vd., 2024; Young vd., 2016). 

BCL-2, BCL-xL ve MCL-1 gibi birden fazla aile üyesini aynı anda hedef alan 

kombinasyon terapileri, redundans ve direnç mekanizmalarının üstesinden gelmek için 

araştırılmaktadır (Louault vd., 2019; Munkhbaatar vd., 2020). BCL-2 ailesinin, hücre 

sağkalımını destekleme ve apoptozu düzenleme konusundaki çift yönlü rolü, kanser 

biyolojisindeki kritik önemini ve onkolojideki terapötik potansiyelini vurgulamaktadır. 

Bu tez çalışmasında, VPA, vinkristin sülfat ve dosetakselin BCL-2 gen ekspresyonu 

üzerindeki etkileri dikkat çekici sonuçlar ortaya koymuştur. Tek başına vinkristin ve 

VPA uygulamaları, BCL-2 ekspresyonunda belirgin bir azalma sağlarken, bu iki ilacın 

kombinasyonu BCL-2 seviyelerinde yukarı regülasyon göstermiştir. Benzer şekilde, 

VPA ve dosetaksel kombinasyonunda da BCL-2 gen ekspresyonu artmıştır. Ancak, üçlü 

kombinasyon (VPA + vinkristin + dosetaksel) BCL-2 geninde belirgin bir aşağı 

regülasyona yol açmıştır, bu da kombinasyonun kanser hücrelerinde pro-apoptotik bir 

yanıtı etkili bir şekilde tetiklediğini göstermektedir. Tek başına dosetaksel 

uygulamasının BCL-2 ekspresyonunu en güçlü şekilde azaltması da dikkat çekici bir 

bulgudur. Genel olarak, üçlü kombinasyonun, ikili kombinasyonlarda gözlenen yukarı 

regülasyondan farklı olarak, hücre hayatta kalma sinyallerini baskılayarak güçlü bir 

apoptotik ortam oluşturduğu söylenebilir. Bu sonuçlar, kemoterapi stratejilerinde 

kombinasyonların karmaşık dinamiklerini anlamanın önemini bir kez daha 

vurgulamaktadır. 

 

Bu tez çalışmasında, BCL-2 ailesine ait bir üye olan NOXA geninde dikkat çekici 

ekspresyon değişiklikleri gözlenmiştir. Tek başına vinkristin sülfat, mikrotübül 

dinamiklerini bozarak hücre içi stres yanıtını tetikleyip NOXA ekspresyonunu artırırken, 

VPA, HDACi etkisiyle NOXA transkripsiyonunu güçlü bir şekilde indüklemiştir. 

Vinkristin ve VPA’nın birlikte uygulanması, sinerjik bir etkiyle NOXA seviyelerinde 

daha belirgin bir artış sağlamıştır. Üçlü kombinasyon (VPA + vinkristin + dosetaksel), 

NOXA ekspresyonunu en yüksek düzeye çıkararak, mikrotübül bozukluğu, mikrotübül 

stabilizasyonu ve epigenetik düzenlemenin birlikte çalıştığı karmaşık bir etkileşim 
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modeli sergilemiştir. NOXA geni, bir diğer adıyla forbol-12-miristat-13-asetat ile 

indüklenen protein 1 (Phorbol-12-Myristate-13-Acetate-Induced Protein 1: PMAIP1), 

önemli bir pro-apoptotik üyedir ve apoptoz süreçlerinin mitokondriyal apoptotik yolak 

üzerinden düzenlenmesinde kritik bir rol oynar. NOXA’nın ekspresyonu, genellikle 

DNA hasarı, oksidatif stres ve hipoksi gibi çeşitli hücresel streslere yanıt olarak aktive 

edilen tümör baskılayıcı protein P53 tarafından düzenlenir. Bu koşullarda NOXA 

proteini, anti-apoptotik proteinlere, özellikle MCL-1’e bağlanarak onların koruyucu 

etkilerini nötralize eder ve mitokondri dış membran geçirgenliğini artırır. Bu 

geçirgenlik, apoptogenik faktörlerin, özellikle sitokrom C’nin serbest bırakılmasına yol 

açar. Serbest bırakılan sitokrom C, kaspaz kaskadını aktive ederek hücre ölümünü 

başlatır (Lin vd., 2012; Weller vd., 2022). NOXA, anti-apoptotik proteinlerin, özellikle 

MCL-1 ve BCL-2’nin etkilerini dengeleyen kritik bir apoptoz mediyatörüdür. Ancak 

birçok kanser türünde, P53 geni mutasyonları, anti-apoptotik proteinlerin aşırı 

ekspresyonu veya NOXA promotör bölgesindeki epigenetik susturma mekanizmaları 

nedeniyle NOXA ekspresyonu azalır. Bu bozukluklar, kanser hücrelerinin hayatta kalma 

mekanizmalarını güçlendirerek konvansiyonel tedavilere karşı direnç oluşumuna 

katkıda bulunur (Al Shboul vd., 2023; Torres-Adorno vd., 2017). Örneğin, NOXA’nın 

ekspresyonunun artırılması, özellikle HDACi’leri ve proteazom inhibitörleri gibi 

ajanlarla yapılan tedavilere kanser hücrelerinin duyarlılığını artırabilir. Bu ajanlar, 

dirençli kanser türlerinde bile standart tedavilere alternatif olarak etkili olduğunu 

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

 

İnsanlarda meme kanseri dahil olmak üzere meme tümörleri, moleküler özellikleri ve 

tedaviye yanıtları açısından önemli bir heterojenlik sergiler. NOXA proteini, bu 

tümörlerde apoptotik yolları düzenleyerek önemli bir rol oynar. Üçlü negatif meme 

kanseri (Triple-negative breast cancer: TNBC; Östrojen reseptörü (ER) negatif, 

Progesteron reseptörü (PR) negatif, Human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) 

negatif) gibi agresif alt tiplerde NOXA ekspresyonu sıklıkla azalır ve bu durum kötü 

prognoz ve tedavi direnci ile ilişkilidir. HDACi’ler gibi NOXA ekspresyonunu artırmayı 

hedefleyen terapötik stratejiler, TNBC’nin kemoterapiye duyarlılığını artırmada umut 

vaat etmektedir (Lee vd., 2014; Torres-Adorno vd., 2017). Ayrıca, anti-apoptotik 

proteinlerin, özellikle MCL-1’in yüksek seviyelerde olduğu hormon pozitif meme 
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kanserleri de NOXA-MCL-1 eksenini hedefleyen tedavilerden yararlanabilir. NOXA ve 

bu anti-apoptotik proteinler arasındaki denge, hücresel kaderi belirlemede hayati öneme 

sahiptir ve bu dengeyi apoptoz lehine değiştirmeye yönelik stratejiler, tedavi için umut 

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

 

NOXA geninin köpek meme tümörlerindeki rolü, insan kanserlerine benzer bir işlevi 

olduğu varsayılmakla birlikte, henüz spesifik olarak yeterince çalışılmamıştır. Köpek 

meme tümörleri, insan meme kanserleriyle önemli biyolojik benzerlikler taşır; bu 

benzerlikler arasında apoptozis yolaklarının düzenlenmesindeki bozukluklar ve MCL-1 

gibi anti-apoptotik proteinlerin aşırı ekspresyonu bulunur. İlk bulgular, NOXA 

ekspresyonunun artırılmasının, köpek meme tümörlerinde apoptozisi 

destekleyebileceğini ve terapötik sonuçları iyileştirebileceğini göstermektedir (Al 

Shboul vd., 2023; Lee vd., 2014; Torres-Adorno vd., 2017). Sonuç olarak, bu 

çalışmadaki, VPA’nın hem ikili hem de üçlü kombinasyonlarında gözlenen anlamlı 

NOXA yukarı regülasyonu, önemli bir bulgu olarak değerlendirilmiştir. 

 

MCL-1, BCL-2 ailesine ait kritik bir anti-apoptotik proteindir ve hücre sağkalımı ile 

apoptozisin regülasyonunda temel bir rol oynar. Mitokondri dış zarında bulunan MCL-

1, BAX ve BAK gibi pro-apoptotik proteinlerle etkileşime girerek onların 

aktivasyonunu etkili bir şekilde engeller. Bu etkileşim, mitokondri bütünlüğünü 

korumak, sitokrom C gibi apoptogenik faktörlerin salınımını inhibe etmek ve sonuç 

olarak apoptozis için merkezi bir mekanizma olan kaspaz kaskadının aktivasyonunu 

engellemek için kritik öneme sahiptir (Campbell vd., 2018). MCL-1 ekspresyonu, 

transkripsiyon, translasyon ve protein yıkımı olmak üzere birçok seviyede sıkı bir 

şekilde düzenlenir. Bu düzenleme, hücrelerin büyüme faktörleri, sitokinler ve DNA 

hasarı gibi stres sinyallerine hızlı bir şekilde yanıt vermesine olanak tanır (Floros vd., 

2021). 

 

Kanser bağlamında, MCL-1’in düzenlenmesindeki bozukluklar yaygın bir durumdur ve 

tümör gelişimi, ilerlemesi ve tedaviye direnç üzerinde önemli bir etkiye sahiptir. 

Lösemi, lenfoma ve multipl miyelom gibi hematolojik maligniteler ile meme, akciğer ve 

pankreas kanseri gibi solid tümörler de dahil olmak üzere birçok kanser türü, MCL-1 
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ekspresyonunun artışını göstermektedir. Bu aşırı ekspresyon, kanser hücrelerinin 

apoptozdan kaçmasına olanak tanır ve bu da kanserin bir ayırt edici özelliği olan 

kontrolsüz çoğalmayı ve sağkalımı kolaylaştırır. Üstelik, yüksek MCL-1 seviyeleri 

genellikle agresif tümör davranışı, kötü prognoz ve kemoterapi ile hedefe yönelik 

tedavilere direnç ile ilişkilidir. Bu direnç, onkolojide önemli bir zorluk teşkil eder çünkü 

birçok kanser tedavisi, malign hücrelerin ortadan kaldırılması için apoptozu 

indüklemeye dayanır (Louault vd., 2019; Williams vd., 2018). 

 

Meme tümörlerinde, MCL-1 aşırı ekspresyonu özellikle dikkate değerdir ve tedavi 

seçeneklerini sınırlayarak kötü prognoza katkıda bulunur. Yüksek MCL-1 seviyeleri, 

kanser hücrelerinin apoptozdan kaçmasına olanak tanıyarak standart kemoterapilere 

karşı dirençli hale gelmelerine neden olur (Liu vd., 2019; Zhou vd., 2020). Benzer 

şekilde, hormon pozitif meme kanserlerinde MCL-1, tamoksifen veya aromataz 

inhibitörleri gibi anti-östrojen tedavilere karşı dirence katkıda bulunur ve tümör 

hücrelerinin apoptotik yolları atlayarak tedaviye rağmen yaşamaya devam etmesini 

sağlar (Habata vd., 2016; Nakano vd., 2020). Ayrıca, MCL-1’in metastatik potansiyeli 

artırdığı ve tümör hücrelerinin uzak dokuların zorlu ortamlarında hayatta kalmasını 

sağladığı gösterilmiştir (Tron vd., 2018). MCL-1 inhibitörlerinin BCL-2 gibi diğer anti-

apoptotik proteinleri hedef alan bileşiklerle kombinasyonunun, apoptozun 

indüksiyonunu artırarak sinerjik etkiler üretme ptansiyeli vardır (Anderson vd., 2016; 

Leverson vd., 2015; Li vd., 2018). Ayrıca, HDACi kullanımının MCL-1 seviyelerini 

azaltarak meme kanseri modellerinde yanıtları iyileştirdiği gözlenmiştir (Merino vd., 

2017). Bu çalışmada uygulanan tüm deneysel tedaviler, MCL-1 geninin aşağı regüle 

olmasına neden olmuştur. Bu tedavilerin etkinliği açısından önemli bir bulgudur. Ancak 

burada tartışılması gereken bir diğer kritik nokta ise kombinasyonların etkinliğidir. 

MCL-1 geni, vinkristin ve VPA’nın tekli uygulamalarında belirgin bir şekilde (>4 kat) 

aşağı regüle olmuştur, bu da her iki ajanın MCL-1’in anti-apoptotik etkisini baskılayarak 

apoptozun indüklenmesinde güçlü bir rol oynayabileceğini göstermektedir. Ancak, VPA 

+ vinkristin sülfat kombinasyonu, her iki ilacın tek başına kullanımına kıyasla MCL-1 

ifadesinde daha az bir azalma sağlamış, bu da kombinasyonun sinerjik bir avantaj 

yaratmadığına işaret etmiştir. Benzer şekilde, VPA ve dosetaksel kombinasyonu da 

anlamlı bir aşağı regülasyon sağlamamış ve etkisi sınırlı kalmıştır. Üçlü kombinasyon 
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ise MCL-1 ekspresyonunu >2,5 kat azaltarak belirgin bir etki göstermiş olsa da, tekli 

VPA veya vinkristin uygulamalarındaki güçlü etkilerle karşılaştırıldığında daha zayıf 

kalmıştır. Bu sonuçlar, VPA ve vinkristinin tekli kullanımının MCL-1 üzerindeki anti-

apoptotik etkileri baskılamada daha etkili olduğunu ve kombinasyonların bu etkinliği 

tam olarak yansıtamadığını göstermektedir. İnsan ve köpek meme tümörlerinde, NOXA-

MCL-1 ekseninin düzenlenmesindeki bozukluklar, tümör progresyonunda ve tedavi 

direncinde kritik bir rol oynar. İnsan meme kanseri üzerine yapılan araştırmalar oldukça 

ileri düzeyde olsa da, köpek meme tümörleri üzerindeki çalışmalar sınırlıdır. Buna 

rağmen, bu tümörlerin karşılaştırmalı onkoloji modeli olarak potansiyeli büyüktür. 

Örneğin, her iki tümör tipi de agresif formlarda MCL-1’in aşırı ekspresyonunu ve 

muhtemelen NOXA protein seviyelerinin azalmasını sergileyerek, bu yolun 

hedeflenmesinin geniş terapötik bir öneme sahip olabileceğini düşündürmektedir (Al 

Shboul vd., 2023; Kawiak vd., 2019; Torres-Adorno vd., 2017). Bu çalışmadaki 

bulgular MCL-1-NOXA ekseni açısından özellikle uygulanan kombinasyonların 

moleküler etkilerinin daha kapsamlı çalışmalarla araştırılması gerekliliğini 

göstermektedir.   

 

BCL-2 ile ilişkili X proteini (BCL-2-associated X protein: BAX) adlı proteini kodlayan 

BAX geni, BCL-2 protein ailesinin bir pro-apoptotik üyesi olup apoptozun 

düzenlenmesinde önemli bir rol oynar. BAX, öncelikle MOMP’u teşvik ederek işlev 

gösterir. Bu olay, apoptotik yolakta kilit önem taşır. Meme kanserinde, BAX’ın 

ekspresyonu ve işlevi, çeşitli genetik ve epigenetik faktörler nedeniyle önemli ölçüde 

değişebilir ve bu durum tümör davranışını ve hasta sonuçlarını etkiler (Bhatt vd., 2021; 

Yao vd., 2011). Bu çalışmada, BAX gen ekspresyonundaki değişimler, tedavi 

kombinasyonlarının hücresel yanıtlarda karmaşık etkileşimlere yol açabileceğini 

göstermektedir. Vinkristin sülfat ve dosetakselin tek başına uygulamaları BAX geninde 

anlamlı bir yukarı regülasyon (>2 kat) sağlamış, ancak VPA bu etkiyi yaratmamıştır. En 

güçlü etki, VPA ve dosetaksel kombinasyonunda görülmüş ve BAX ekspresyonu 4 

kattan fazla artmıştır. Buna karşın, vinkristinin bu kombinasyona eklenmesi, BAX 

geninde aşağı regülasyona neden olmuştur. Bu bulgular, BAX geninin pro-apoptotik rolü 

göz önüne alındığında, tekli ve kombine tedavilerin her zaman sinerjik bir etki 

yaratmadığını ve hücresel dinamiklerin karmaşıklığını vurgulamaktadır.  
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BAX ekspresyonunun genellikle BCL-2 gibi anti-apoptotik proteinlerin düzeyiyle ters 

orantılı olduğu ve hücre kaderini belirleyen kritik bir denge oluşturduğu tespit 

edilmiştir. Meme kanseri hücrelerinde ise yüksek BAX/BCL-2 oranının artan apoptozis 

ve kemoterapiye daha iyi yanıtlarla ilişkili olduğu gösterilmiştir (Jalili vd., 2016; Sharifi 

vd., 2015). Bu çalışmada BAX/BCL2 dengesi değerlendirildiğinde, en yüksek rölatif 

değerin (>3 kat) VPA’nın dosetaksel ile kombinasyonunda olduğu belirlenmiştir 

(P<0,0001). Benzer şekilde VPA + vinkristin sülfat kombinasyonu da yüksek bir oran 

sergilemiştir (Şekil 4.22). Bu sonuçlar, VPA’nın, özellikle de yaygın olarak kullanılan 

kemoterapötikler ile kombinasyonlarının, köpek meme kanseri tedavisinde çok önemli 

ve değerli bir potansiyel taşıdığını açıkça göstermektedir.  

 

BAX ekspresyonu aynı zamanda tümör mikroçevrelerinde sıkça görülen hipoksi 

koşulları da dahil olmak üzere çeşitli faktörlerden etkilenebilir. Hipoksi altında BAX’ın 

yukarı regüle olması muhtemel olup, bu durum apoptozu teşvik ederek anti-apoptotik 

proteinlerin etkisini potansiyel olarak dengeleyebilir (Ghanbariasad vd., 2016; Rana vd., 

2019). Bu bulgular, BAX’ın yalnızca pro-apoptotik bir faktör olarak değil, aynı zamanda 

köpek meme kanseri tedavi stratejilerinde hedeflenebilecek önemli bir molekül 

olduğunu vurgulamaktadır. 

 

Çalışmalar, BAX ekspresyonunu veya aktivitesini artırmanın özellikle kemoterapi 

bağlamında meme kanseri hücrelerini apoptoza karşı daha duyarlı hale getirebileceğini 

göstermiştir. Örneğin, BAX düzeylerini yükselten tedaviler, doksorubisin gibi ilaçlara 

karşı gelişen direnci aşma konusunda umut verici bulunmuş; bu da BAX’ın tedaviye 

yanıtı öngörmede bir biyobelirteç olarak kullanılabileceğini düşündürmüştür 

(Kordezangeneh vd., 2015; Sharifi vd., 2015). Bu bağlamda, BAX gen ifadesi ve 

BAX/BCL2 ekseni çerçevesinde, bu çalışmada VPA’nın dosetaksel ile birlikte 

kullanımının köpek meme karsinomu kapsamında umut vadeden bir yaklaşım olduğu 

söylenebilir. 

 

Bir diğer önemli pro-apoptotik BCL-2 aile üyesi gen ise BID’dir. BID, ekstrinsik ve 

intrinsik apoptotik yolları birbirine bağlayan kritik bir aracı olarak işlev görür. Aktive 

olduğunda, BID kaspaz-8 tarafından kesilerek tBID’yi oluşturur ve tBID mitokondriye 
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geçerek BCL-2 ve BCL-xL gibi anti-apoptotik proteinlerle etkileşime girip MOMP’u 

tetikler (De Silva vd., 2014). Meme kanserinde, BID’in ekspresyonu ve aktivitesi; 

hormonal sinyalizasyon ve diğer apoptotik düzenleyicilerin varlığı gibi çeşitli 

etkenlerden etkilenebilir. Yapılan çalışmalar, BID ekspresyonunun normal meme 

dokularına kıyasla meme kanseri dokularında sıklıkla değiştiğini ve bu değişimin 

tümörlerde gözlenen apoptoz bozukluğuna katkı sunabileceğini göstermiştir (Shao vd., 

2021). Örneğin, özellikle hormon reseptör-pozitif bazı meme kanseri alt tiplerinde BID 

düzeylerinin baskılanması, kanser hücrelerinin uzun süre hayatta kalmasına ve apoptozu 

indükleyen tedavilere karşı direnç kazanmasına yol açabilir (Salhia vd., 2014; Wu vd., 

2018). 

 

BID’in meme kanserindeki rolü, kemoterapiye verilen yanıtla da ilişkilendirilmektedir. 

Araştırmalar, daha yüksek BID düzeylerine sahip meme kanseri hücrelerinin 

kemoterapötik ajanlara karşı daha duyarlı olduğunu, çünkü BID’in bu tedavilere verilen 

apoptotik yanıtı güçlendirdiğini göstermiştir (Fu vd., 2021). Buna karşılık, BID 

ekspresyonunun düşük olduğu tümörlerde ise kemoterapiye direnç artarak kanser 

hücrelerinin tedaviye rağmen hayatta kalması kolaylaşabilir (De Silva vd., 2014; Fu vd., 

2021; Salhia vd., 2014). Bu durum, BID’in meme kanseri hastalarında tedavi yanıtını 

öngörebilecek bir biyobelirteç olarak potansiyelini vurgulamaktadır. Bu bilgiler 

ışığında, bu çalışmada, özellikle de VPA + dosetaksel kombinasyonu açısından son 

derece değerli bilgiler elde edilmiştir. Çalışmada BID gen ekspresyonu tüm koşullarda 

yukarı regüle olmuştur. Tek başına VPA ve dosetaksel daha sınırlı bir artış sağlarken 

(≥2,5 kat), vinkristin sülfat + VPA kombinasyonu orta düzeyde bir yükselme 

göstermiştir.  Diğer gen belirteçlerinde olduğu gibi, en yüksek artış, VPA ve dosetaksel 

kombinasyonunda (>5,8 kat) gözlenmiş ve bu kombinasyon, en etkili uygulama olarak 

öne çıkmıştır. Yüksek BID düzeylerine sahip meme kanseri hücrelerinin kemoterapötik 

ajanlara karşı daha duyarlı olduğu göz önüne alındığında VPA’nın dosetaksel ile 

kombinasyonunun yeni tedavi bakış açıları için potansiyel bir hedef olabileceği 

sonucuna varılmıştır.  

 

PUMA, apoptozis sürecinde önemli rol oynayan bir diğer pro-apoptotik BCL-2 ailesi 

üyesidir. Özellikle meme kanseri bağlamında dikkat çekicidir. Tümör baskılayıcı protein 
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P53 tarafından hücresel stres veya DNA hasarına yanıt 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 sıklıkla baskılanmıştır; bu 

durum kanser hücrelerinin hayatta kalma kabiliyeti ve kemoterapi direncinin artmasına 

neden olur (Al-Bahlani vd., 2011; Um vd., 2011). Ayrıca, meme tümörlerindeki kanser 

kök hücrelerinin düzenlenmesinde PUMA’nın önemli bir rol oynadığı belirlenmiştir 

(Sun vd., 2014). Araştırmalar, PUMA fonksiyonunun yeniden sağlanmasının bu 

tedavilere duyarlılığı artırabileceğini (Ma vd., 2013; Roberts vd., 2011) ve dolayısıyla 

meme kanseri tedavilerinde apoptozise aracılık ettiği için etkili bir belirteç olabileceğini 

göstermiştir (Roberts vd., 2011; Zhang vd., 2010). Ek olarak, PUMA’nın da ekspresyon 

seviyeleri meme tümörlerinin agresifliği ile ilişkilidir. Yüksek PUMA ekspresyonu, 

tümör hücrelerinin strese yanıt olarak apoptoza uğrama eğiliminde artış gösterdiği daha 

iyi bir prognoz ve tedavi sonuçları ile ilişkilidir (Bektas vd., 2015; Sun vd., 2014). Buna 

karşılık, düşük PUMA seviyeleri, daha agresif tümör davranışı ve daha zayıf tedavi 

yanıtı ile ilişkilidir (Ambroise vd., 2015; Thorburn vd., 2014). Bu tez çalışmasındaki 

bulgular, VPA + dosetaksel kombinasyonu açısından yine oldukça dikkat çekici bir 

veriye işaret etmektedir. PUMA gen ekspresyonu sonuçlarında, bu kombinasyon en 

güçlü etkiyi göstererek ~4 kat yukarı regülasyon sağlamıştır. Diğer tüm koşullarda, 

PUMA ekspresyonu 2 katın altında kalmıştır. Düşük PUMA ekspresyonunun, daha 

agresif tümör özellikleri ve daha düşük tedavi etkinliğine neden olabileceği 

düşünüldüğünde bu VPA kombinasyonunun ileri tekniklerle araştırılmaya değer bir 

tedavi seçeneği olabileceği sonucuna varılmıştır. 

 

ATM, fosfatidilinozitol 3-kinaz ile ilişkili protein kinazlar (phosphatidylinositol 3-

kinases: PIKKs) süper ailesine ait önemli bir onkosupresör gendir (Moslemi vd., 2021; 

Stucci vd., 2021). Normal fizyolojik koşullarda memeli hücreleri, hasara karşı hücre 

döngüsünün ilerlemesini durdurarak, DNA hasarını onararak veya eğer DNA 

onarılamayacak kadar hasar görmüşse apoptozu indükleyerek yanıt verir. ATM’nin, bu 

süreçte kilit roller oynadığı açıkça gösterilmiştir (Angèle ve Hall, 2000). Bu gen, meme 

kanserlerinde genomik stabiliteyi koruyarak ve DNA hasarına karşı hücresel yanıtı 

düzenleyerek kritik bir tümör baskılayıcı olarak işlev görür. ATM, DNA çift zincir 
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kırıkları gibi durumlarda hücre döngüsünün durdurulması, DNA onarımı ve apoptoz 

gibi DNA hasar yanıt yollarını aktive etmek için gerekli olan bir serin/treonin kinazı 

kodlar (Balmus vd., 2019; Moslemi vd., 2021). ATM mutasyonları veya işlev kaybı, 

tümör oluşumuna yol açabilir (Liu vd., 2014). 

 

ATM’nin inaktivasyonu, hücrenin DNA hasarına etkili bir şekilde yanıt verme 

yeteneğini zayıflatarak daha agresif meme tümörleri ve kötü prognoz ile ilişkilendirilir 

(Ma vd., 2016). Araştırmalar, ATM mutasyonlarının meme kanseri de dahil olmak üzere 

çeşitli kanserlerde yaygın olduğunu ve DNA’ya zarar veren ajanlara karşı artan 

duyarlılığa yol açabileceğini göstermektedir (Angèle ve Hall, 2000; Xu vd., 2013). 

Örneğin, patojenik ATM mutasyonları taşıyan kadınların meme kanseri geliştirme riski 

yüksektir ve bu mutasyonlar özellikle kalıtsal meme kanseri bağlamında önemlidir 

(Lawrence vd., 2014; Stucci vd., 2021). Bazı meme kanserlerinde ATM’nin inhibe 

edilmesi, kanser hücrelerini seçici olarak öldüren ve normal hücreleri koruyan sentetik 

letaliteyi indükleyebilir (Sun vd., 2012). Bu tez çalışmasında VPA’nın vinkristin sülfat 

ve dosetaksel ile ikili kombinasyonları çok belirgin bir şekilde ATM ekspresyonunu 

aktive etmiştir. İnsan meme karsinomu hakkında yukarıda da özetlendiği üzere, ATM 

gibi oncospresör genlerin ekspresyon durumu ve klinik süreçler hakkında dikkate değer 

bir kümülatif bilgi mevcuttur. Ancak köpek meme karsinomlarında bu konu hakkında 

bilgi oldukça yetersizdir. Yukarıda da açıklandığı gibi meme kanserlerinde ATM geninin 

yukarı regülasyonu veya aşağı regülasyonu, tedavi etkinliğini belirlemede kritik bir role 

sahiptir ve bu durum tümörün moleküler özelliklerine bağlı olarak değişiklik gösterir. 

ATM’nin yukarı regülasyonu, DNA hasar yanıtını güçlendirerek DNA onarımı ve 

apoptoz mekanizmalarını aktive edebilir, bu da DNA’ya zarar veren kemoterapötik 

ajanların etkisini artırabilir. Ancak, ATM’nin yüksek aktivitesi bazı durumlarda hasarın 

onarılmasını kolaylaştırarak kanser hücrelerinin hayatta kalmasına ve tedaviye direnç 

gelişmesine neden olabilir. Buna karşılık, ATM’nin aşağı regülasyonu veya inhibisyonu, 

özellikle BRCA1/2 mutasyonu taşıyan tümörlerde, DNA onarım yollarını devre dışı 

bırakarak kanser hücrelerinin ölümüne yol açabilir. Bu nedenle, ATM’nin yukarı veya 

aşağı regülasyonuna yönelik tedavi yaklaşımlarının etkinliği, kanser hücresinin genetik 

yapısına ve tedaviye verdiği yanıta bağlıdır. Tedavi stratejileri, tümör alt tipi ve 

moleküler profiline göre dikkatle planlanmalıdır. Bu çalışmada, her ne kadar VPA 
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kombinasyonlarının belirgin bir etki gösterdiği belirlenmiş olsa da ATM belirteci 

bakımından kesin bir yargıya varmak doğru değildir. Dolayısıyla, daha farklı 

kemoterapötik kombinasyonları ile daha mekanistik yaklaşımlara sahip kapsamlı 

moleküler çalışmalara ihtiyaç vardır. 

 

Bu çalışmadaki dikkat çekici sonuçlardan birisi de apoptozis mekanizmalarında 

dolayısıyla kanser olgularında önemli bir belirteç olan CASP3 genindeki, VPA + 

Dosetaksel kominasyonu uygulamasıyla meydana gelen oldukça belirleyici yukarı 

regülasyondur. CASP3 geni, apoptozis sürecinde temel bir rol oynayan ve hücresel 

dengeyi koruyarak kanser gelişimini önleyen kaspaz-3 enziminin üretiminden 

sorumludur. Bu enzim, hücre ölüm sinyalleri ile aktive olur ve hücresel yapıların 

parçalanmasını sağlayarak hücre sağkalımını regüle eder. Meme kanserinde CASP3 çift 

yönlü bir rol üstlenir. Bir yandan, aktivasyonu kemoterapi ve radyoterapi gibi 

tedavilerin etkinliğini artırarak kanser hücrelerinin ölümünü destekler. Örneğin, CASP3 

aktivitesinin artırılması, meme kanseri hücrelerinin tedavilere duyarlılığını önemli 

ölçüde yükseltebilir (Nan vd., 2019). Diğer yandan, CASP3 ekspresyonunun azalması 

veya düzensiz çalışması, tedavi direnci ve kanser ilerlemesiyle ilişkilendirilmiştir. 

Azalmış kaspaz-3 seviyeleri, daha agresif tümör türleri ve kötü klinik sonuçlarla 

bağlantılıdır (Aushev vd., 2018). Ayrıca, CASP3’ün bağışıklık sistemi ve tümör 

mikroçevresi arasındaki etkileşimlerde rol oynayarak bağışıklık yanıtından kaçış veya 

metastaz gibi süreçlere katkı sağlayabileceği düşünülmektedir (Zhou vd., 2022).  

 

Tedavi açısından bakıldığında, CASP3 aktivitesini artırmaya yönelik stratejiler, özellikle 

düşük kaspaz-3 enzimi seviyelerinin neden olduğu dirençli tümörlerde tedavi etkinliğini 

artırabilir (Kim vd., 2010). Bu tez çalışmasındaki tüm deneysel koşullar CASP3 geninde 

yukarı regülasyona neden olmakla birlikte bu ikili kombinasyon uygulamasıyla negatif 

kontrole göre yaklaşık 5,50 kat yukarı regülasyon gözlenmiştir. Bu sonuç özellikle 

veteriner onkolojisi açısından değerlidir. Çünkü epigenetik temelli kemoterapötik 

ajanların kullanımı insan tıbbına göre sınırlıdır. Bu tez çalışmasındaki CASP3 

aktivasyonu bulgusu, VPA’nın yaygın kullanılan diğer kemoterapi ajanları ile 

kombinasyonlarının özellikle de CASP3 hedefi açısından köpeklerde de etkin bir şekilde 

kullanılabileceği potansiyelini açığa vurmaktadır.   
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VPA’nın dosetaksel ile kombinasyonu uygulaması, karsinogenezis konusunda çok 

önemli iki gen olan P53 ve P21 ekspresyonlarında dikkat çekici sonuçlara yol açmıştır. 

P53 gen ekspresyonunu yaklaşık 6,5 kat, P21 gen ekspresyonunu ise yaklaşık 8 kat 

artırarak en güçlü etkiyi göstermiştir. Her iki gen için de bu kombinasyon, diğer 

koşullardan istatistiksel olarak anlamlı farklılık yaratmıştır (P<0,001; P<0,0001). P53 

geni, genellikle “genomun koruyucusu” olarak adlandırılan ve meme kanseri de dahil 

olmak üzere kanser gelişimini önlemede merkezi bir rol oynayan önemli bir tümör 

baskılayıcı gendir. P53, DNA hasarı, oksidatif stres veya onkogen aktivasyonu gibi 

hücresel streslere yanıt olarak aktive olan bir proteini kodlar (Sato vd., 2018; Wang vd., 

2021). Aktivasyon sonrasında P53, transkripsiyon faktörü olarak işlev görerek hücre 

döngüsünün durdurulması, DNA onarımı, apoptoz ve yaşlanma süreçleri ile ilgili birçok 

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

 

Bu çalışmada P21 geninde VPA + dosetaksel kombinasyonu diğer deneysel koşullara 

kıyasla çok daha belirgin bir yukarı regülasyon göstermiştir (P<0,0001). Bu kullanılan 

kombinasyonun köpek meme karsinomundaki etkinliği hakkında oldukça değerli 

ipuçları sunmaktadır. P53 geninin önemli bir downstream hedefi olan P21 geni (Cyclin 

Dependent Kinase Inhibitor 1A: CDKN1A), siklin-bağımlı kinaz (CDK) inhibitörü olan 

P21 proteinini kodlar. P21, P53’e bağlı hücre döngüsü duraklamasını CDK aktivitesini 

inhibe ederek aracılık eder ve böylece hücre döngüsünün G1/S ve G2/M kontrol 

noktalarında durmasını sağlar (Wang vd., 2021). Bu süreç, hücreye DNA replikasyonu 

veya mitoz öncesinde hasarlı DNA’yı onarma zamanı tanır. Meme kanserinde P53 ve 

P21 arasındaki ilişki önemlidir, çünkü etkili hücre döngüsü kontrolü için işlevsel bir 

P53-P21 ekseni gereklidir. Bu çalışmada, VPA + dosetaksel kombinasyonunun hem P53 

hem de P21 genlerini çok belirgin bir şekilde yukarı regüle etmesi, bu kombinasyonun 

tümör baskılayıcı yolları aktif hale getirdiğini göstermektedir. P53’ün yukarı 

regülasyonu, DNA hasar yanıtlarını güçlendirerek hücre döngüsünün durdurulmasını ve 

apoptozun indüklenmesini sağlayabilir, böylece kanser hücrelerinin kontrolsüz 

büyümesi engellenebilir. Bununla birlikte, P21’in yukarı regüle edilmesi, hücre 

döngüsünü siklin-bağımlı kinazları inhibe ederek durdurur ve hücrelerin DNA onarımı 

veya apoptozis sürecine geçişini kolaylaştırır. HDACi’ler, histon asetilasyonunu 
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artırarak tümör baskılayıcı genlerin ekspresyonunu teşvik eder. Bu durum, HDACi’nin 

kanser hücrelerinde genetik stabiliteyi artırarak büyüme kontrolü ve tedavi etkinliğini 

sağlama potansiyelini ortaya koymaktadır. Bu çalışmadaki bulgular, VPA’nın dosetaksel 

ile kombinasyonunun, P53-P21 eksenini hedef alarak etkili bir terapötik strateji 

olabileceğini desteklemektedir. 

 

Bu tez çalışmasında, VPA ve dosetaksel kombinasyonunun, köpek meme karsinomu 

hücrelerinde güçlü bir sinerjik etki yarattığı ve P53, P21, CASP3, ATM, PUMA, BID, 

BAX gibi tümör baskılayıcı genlerde, diğer deneysel koşullar ile karşılaştırıldığında 

belirgin bir yukarı regülasyon sağladığı görülmüştür. Bu istenen sonuç aynı zamanda 

BCL-2 ve MCL-1 gen ifadelerindeki anlamlı negatif regülasyon ile de desteklenmiştir 

(Şekil 4.23). Bu durum, VPA’nın güçlü bir HDACi olarak histon asetilasyonunu 

artırarak tümör baskılayıcı gen ekspresyonunu teşvik etmesi ve dosetakselin mikrotübül 

stabilizasyonu yoluyla mitotik duraklama ve apoptozu indüklemesi ile 

ilişkilendirilebilir. Ancak, üçlü kombinasyonda (VPA, vinkristin sülfat ve dosetaksel) bu 

genlerde beklenen yukarı regülasyonun gözlenmemesi, ilaçların birbirinin etkilerini 

baskılaması veya hücre sinyal yollarında olası bir negatif geri besleme mekanizmasının 

devreye girmesiyle açıklanabilir. Özellikle vinkristin sülfat, mikrotübül dinamiklerini 

bozarak mitotik duraklama sağlasa da, diğer ilaçların etkisini azaltmış veya hücresel 

stres yanıtlarını değiştirmiş olabilir. Üçlü kombinasyonun daha az etkili olması, gen 

ekspresyon profillerinde ve apoptoz sinyal yollarında yetersiz aktivasyona yol açmış ve 

tedavi etkinliğini sınırlamıştır.  

 

Bu tez çalışması, VPA ve dosetaksel kombinasyonunun köpek meme karsinomu 

hücrelerinde güçlü bir terapötik potansiyele sahip olduğunu göstermektedir; ancak üçlü 

kombinasyonun etkinliğini artırmak için ilaç dozlarının ve uygulama protokollerinin 

optimize edilmesi gereklidir. Bu bağlamda, vinkristin sülfat yerine daha uyumlu bir ajan 

seçilmesi veya alternatif kombinasyonların denenmesi mantıklı bir yaklaşım olabilir. 

Örneğin, başka bir mikrotübül hedefleyici ajan ya da DNA hasarını artırarak P53 ve P21 

gibi genlerin aktivitesini destekleyen farklı bir kemoterapötik ilaç, sinerjik etkiyi 

artırabilir. Yeni kombinasyonlarla daha kapsamlı araştırmalar yapmak, tedavi stratejisini 

geliştirmek için önemli bir adım olacaktır. 
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VPA’nın kemoterapiyle kombine kullanımı, özellikle agresif tümörler gibi zorlu tedavi 

gerektiren kanser türlerinde etkileyici sonuçlar vermektedir. SCLC hastalarında yapılan 

çalışmalar, bu stratejinin önemini göstermiştir (Chu vd., 2013; Hashemi-Sheikhshabani 

vd., 2019; Leiva vd., 2012; Münster vd., 2007). Ayrıca, VPA’nın sadece kemoterapi ile 

değil, hedefe yönelik diğer standart tedavilerle de kombinasyon halinde terapötik 

etkinliği artırabileceği bilinmektedir (Juengel vd., 2013; Park vd., 2020; Song vd., 

2017). Bu bulgular, VPA’nın benzer moleküler dinamikleri barındıran köpek kanserleri 

için kemoterapi rejimlerinde önemli bir destekleyici ajan olabileceğini ve kanser 

tedavisinde daha etkili stratejiler geliştirilmesine katkıda bulunabileceğini 

göstermektedir. 

 

Günümüzde, kanser araştırmaları insan tıbbında büyük ilerlemeler kaydetmiştir ve 

özellikle epigenetik temelli kemoterapotik ajanlar, klasik tedavilere ek olarak önemli bir 

alternatif ya da destek tedavi unsuru hâline gelmiştir. Epigenetik düzenlemeleri hedef 

alan ilaç ve yaklaşımlar—HDACi, DNMTi veya diğer kromatin yeniden şekillendirme 

stratejileri—hem laboratuvar çalışmaları hem de klinik denemeler açısından oldukça 

detaylı biçimde incelenmektedir. İnsan tıbbında bu gelişmeler, kanser dâhil birçok 

kompleks hastalığın tedavisinde yeni ufuklar açarken aynı zamanda daha 

kişiselleştirilmiş, yan etkileri daha az, hedefe yönelik tedavi seçeneklerinin de önünü 

açmıştır. Ne yazık ki veteriner hekimliği alanında, epigenetik ve genetik temelli 

araştırmalar henüz beklenen düzeye ulaşamamıştır. Bu durumun birçok nedeni 

bulunabilir. Bir yandan, insan tıbbındaki araştırmaların yüksek finansal destek ve çok 

disiplinli iş birliği ağlarıyla ilerlemesi, temel bilimlerden klinik uygulamalara kadar 

geniş bir araştırma yelpazesi sunmaktadır. Diğer yandan, veteriner hekimliği alanında 

araştırma fonlarının, yetkin araştırma ekiplerinin ve yaygın çalışma gruplarının görece 

kısıtlı olması, epigenetiği merkeze alan projelerin sayısını oldukça sınırlandırmaktadır.  

 

Köpekler, özellikle son yıllarda “ailenin bir üyesi” olarak kabul edildiği için, onların 

sağlığıyla ilgili yapılacak her türlü yenilikçi araştırma büyük önem taşımaktadır. Pek 

çok insan için, bir köpeğin hastalanması, özellikle de kanser gibi zorlayıcı bir hastalıkla 

karşılaşması, hem hayvan hem de sahibi için son derece yıpratıcı bir süreçtir (Ardicli 
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vd., 2024). Köpeklerde kanser, tıpkı insanlardaki gibi çok çeşitli alt türlere ve biyolojik 

karmaşıklığa sahiptir. Bazı türleri genetik yatkınlıklara, bazıları ise çevresel veya 

beslenme faktörlerine, hatta virüs kaynaklı etkenlere kadar değişen faktörlerle 

ilişkilendirilmektedir. Ancak köpek genomu ve özellikle de epigenomuna dair bilgi 

eksikliği, hastalık mekanizmalarını tam olarak anlamada ve hedefe yönelik tedaviler 

geliştirmede önemli bir engel oluşturmaktadır. Bu noktada, insan tıbbında elde edilen 

bulguların, veteriner hekimliğine uyarlanması gerekmektedir; çünkü epigenetik 

düzenleme mekanizmaları evrenseldir ve köpekler gibi memeli türlerinde de benzer rol 

oynamaktadır. Epigenetik temelli kemoterapotik ajanlar—örneğin HDACi veya 

DNMTi—köpeklerde de potansiyel ilaçlar olarak kullanılabilir (Biondi vd., 2021). 

Nitekim sınırlı sayıda çalışmada, bu ilaçların bazı kanser türlerinde (lenfoma, mast 

hücre tümörleri vb.) kısmi faydalar sağladığı rapor edilmiştir. Ancak bu çalışmaların 

kapsamının darlığı ve uzun vadeli takip sonuçlarının yetersizliği, henüz net bir kanıya 

varmayı güçleştirmektedir. Üstelik her kanser türü farklı epigenetik imzaya sahip 

olduğundan, tek bir ilacın bütün köpek kanserleri için etkili olması beklenemez. Bu da 

daha fazla moleküler düzeyde araştırma, biyobelirteç tespiti ve hedef keşfi gerekliliğini 

ortaya koymaktadır. 

 

Köpeklerde kansere yönelik epigenetik araştırmalar sadece klinik fayda açısından değil, 

aynı zamanda insan tıbbıyla da doğrudan ilişkili bir “karşılıklı model” oluşturma 

potansiyeline sahiptir. Çünkü köpekler, insanların ev ortamındaki en yakın yoldaşlarıdır 

ve benzer çevresel faktörlere maruz kalırlar. Dolayısıyla, benzer yaşam koşullarında 

gelişen tümörlerin epigenetik mekanizmalarının aydınlatılması, hem veteriner hem de 

insan tıbbı için karşılıklı yarar sağlayabilir. Üstelik bir köpeğin kanserle mücadelesi 

yalnızca tıbbi ve veteriner hekimliği boyutuyla değil, duygusal ve ekonomik 

boyutlarıyla da oldukça yıpratıcı olabilir. Sahipler, “ailenin bir üyesi” gibi gördükleri 

dostlarının sağlığı için her türlü fedakârlığı yapmaya hazırdır; ancak mevcut tedavi 

seçenekleri yetersiz kaldığında yaşanan acı ve belirsizlik, çok daha derin bir probleme 

dönüşür. 

 

Bu sebeple, köpeklerde (ve genel olarak veteriner hekimliğinde) epigenetik temelli 

çalışmaların artması büyük önem taşır. Moleküler tanı yöntemlerinden hedefe yönelik 
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ilaç geliştirmeye, klinik araştırmalardan uzun süreli takip çalışmaları oluşturmaya kadar 

pek çok aşamada multidisipliner bir yaklaşıma ihtiyaç vardır. Genetik analizlerin 

yanında epigenetik profil çıkarmaya (DNA metilasyon haritaları, histon modifikasyon 

paternleri, non-kodlayıcı RNA’ların analizi vb.) yönelik altyapılar kurulmalı, sonuçlar 

biyoinformatik ve biyostatistik araçlarla derinlemesine incelenmelidir. Ayrıca, 

farmakogenomik veriler ışığında, her köpeğin kendi genetik ve epigenetik özelliklerine 

göre tedavi almasına yönelik kişiselleştirilmiş veteriner uygulamaları kurgulanabilir. 

 

Sonuç olarak, insan tıbbında epigenetik temelli kemoterapotik ajanlar ve genetik-

epigenetik odaklı çalışmalar hayli gelişmişken, veteriner hekimliği alanında özellikle 

köpek kanserlerinde benzeri düzeyde araştırma ve veri bulunmaması önemli bir 

eksikliktir. Bu alanda yapılacak geniş çaplı çalışmalar, sadece evcil hayvanların değil, 

aynı zamanda bu hayvanlarla bir arada yaşayan insanların da refahını artıracak, daha 

bütüncül bir sağlık anlayışına (Tek Sağlık Konsepti Kapsamında) hizmet edecektir. Bu 

nedenle, köpeklerde kansere yönelik kapsamlı moleküler çalışmaların değeri büyüktür 

ve bu çalışmalar, tıp ve veteriner hekimliği arasındaki araştırma köprülerini 

güçlendirecek büyük bir potansiyele sahiptir. Bu tez çalışmasının sonuçlarından yola 

çıkarak, VPA ve dosetaksel kombinasyonunun önemli bir tedavi seçeneği olabileceği 

görülmüştür. Elde ettiğimiz bu sonuç, hem sitotoksisite hem de karsinogenezis 

mekanizmaları bakımından önemli genlerin ekspresyon profillerinin 

değerlendirilmesiyle doğrulanmıştır. Bu ikili kombinasyona vinkristin sülfatın 

eklenmesi beklenen etkiyi yaratmasa da bu konuda daha kapsamlı moleküler analizlere 

ihtiyaç vardır. Aynı zamanda, bir sonraki inceleme basamağı olarak bu kombinasyonun 

kliniğe uyarlanabilmesi için in vivo olarak araştırılması gerekliliği açıktır. Diğer çok 

önemli bir nokta ise VPA ve dosetaksel kombinasyonunun köpek meme kanseri 

üzerindeki etkilerini doğrudan inceleyen spesifik bir bilimsel çalışma bulunmamasıdır. 

Dolayısıyla, bu çalışmadan elde edilen bulgular veteriner klinik genetik ve onkoloji 

alanlarına yenilikçi bakış açıları getirme ve ileride yapılacak çalışmalara rehber olma 

potansiyeline sahiptir. Aynı zamanda, bu çalışmanın sonuçları, köpek meme 

tümörlerinde epigenetik düzenlemenin ve ilgili ilaçların kliniğe uyarlanmasının ne kadar 

önemli olduğunu ve konvansiyonel tedavi yaklaşımlarının yenilikçi kemoterapi bakış 

açısı ile desteklenmesinin gerekliliğini vurgulamaktadır. 
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