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OZET

MEME KANSERI TUMOR MODELINDE CAPECITABINE VE MOCETINOSTAT
(HDAC INHIBIiTORU)'IN KOMBINE UYGULANMASININ APOPTOZ
MEKANIZMASI UZERINDEKI ETKISININ IN VIVO VE IN VITRO OLARAK
ARASTIRILMASI
TNBC (triple negative breast cancer)’nin zayif prognoza sahip olmasi, agresif Ozellik

gostermesi ve hedefe yonelik tedaviden yoksun olmasi nedeniyle hala klinik 6neme sahiptir.
TNBC tedavisi i¢in yeni tedavi stratejilerini destekleyen yeni verilere ihtiya¢ vardir. Kanseri
tedavi etmenin yollarindan biri, kanser hiicrelerinin kontrolsiiz biiylimesini kontrol altina almak
veya hiicre biiyiimesini sonlandirmaktir. Apoptoz kanserin 6nlenmesinde etkili olan
mekanizmalardan birisidir. Apoptoz, meme kanseri tedavisi dahil olmak iizere tiim kanser
tedavilerinde oldukca etkin bir yoldur. iki veya daha fazla ilacin kombine uygulanmas1 meme
kanseri tedavisinde yeni bir strateji olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Kombine tedavi ile kullanilan
ilaglar hiicreyi farkli mekanizmalarla etkilediginden, monoterapi ile karsilastirildiginda
kombine tedavide, terapotik etki artmakta ve yan etkiler azalmaktadir. Capecitabine,
DNA/RNA sentez inhibitorii olmakla birlikte birgok kanser tedavisinde kullanilmaktadir.
Mocetinostat ise bir HDACi olmakla birlikte apoptoz, farklilasma, hiicre siklusu tutulumu,
DNA onariminin inhibisyonu, oksidatif stres ve otofaji lizerinde etkilidir. 4T1 meme kanseri
hiicre hattt insan TNBC'ne olduk¢a benzediginden, in vivo meme kanseri arastirmalarinda
olduk¢a yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu ¢aligmanin amaci, Capecitabine, Mocetinostat,
Capecitabine+Mocetinostat meme kanseri tedavisinde kullaniminin apoptoz mekanizmasi
tizerindeki etkisini hem in vivo hem de in vitro olarak arastirmaktir. Bu nedenle ¢alismanin in
vitro kisminda tekli ve kombine uygulanan ilag dozlar1 ICso degeri belirlenmis ve survival,
DNA laddering, yara iyilesme ve apoptotik proteinlerin seviyesini incelemek i¢in western blot
testi yapilmistir. Calismanin in vivo kisminda ise 4T1 hiicreleri BALB/c farelere enjekte
edilerek meme tiimorii olusturulmustur. Hayvanlardan alinan meme ve akciger dokulari
histolojik ve immiinokimyasal olarak incelenmistir. Elde edilen sonuglara gore, kombine tedavi
tekli tedaviye gore diisiik dozda daha etkin olmus ve hiicreler {izerinde oldukga giiclii sitotoksik
etki gézlemlenmistir. Ayrica apoptotik yolakta gorevli olan Bcl-2, HDACI, AKT, PI3K, C-
myc, HDACIII proteinlerinin seviyelerinin 6nemli 6l¢iide azaldigi ve Bax, Kaspaz-3, PTEN,
Kaspaz-7, Kaspaz-9, p53 protein seviyelerinin Capecitabine ve Mocetinostat’in birlikte

uygulanmasi ile 6nemli dlgiide arttigr gozlemlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Capecitabine, Kombine Tedavi, Meme Kanseri, Mocetinostat,
4T1 Hiicre Hatt1.



ABSTRACT

THE EFFECT OF COMBINED TREATMENT WITH CAPECITABINE AND
MOCETINOSTAT (HDAC INHIBITOR) ON APOPTOSIS MECHANISM IN
BREAST CANCER TUMOR MODEL: IN VIVO AND IN VITRO INVESTIGATION

TNBC (triple negative breast cancer) is still of clinical importance due to its poor prognosis,
aggressive nature and lack of targeted therapy. New data are needed to support new treatment
strategies for the treatment of TNBC. One of the ways to treat cancer is to control the
uncontrolled growth of cancer cells or to terminate cell growth. Apoptosis is one of the effective
mechanisms in the prevention of cancer. Since apoptosis is not specific to the cause and type
of cancer, it is a highly effective way to treat all cancers, including breast cancer treatment.
Combined administration of two or more drugs is a new strategy in the treatment of breast
cancer. Comparing combination therapy to monotherapy, the therapeutic effect is greater and
the side effects are less because the drugs used in combination therapy affect the cell through
various mechanisms. Capecitabine is a DNA/RNA synthesis inhibitor and is used in many
cancer treatments. Mocetinostat is an HDACI and has effects on apoptosis, differentiation, cell
cycle involvement, inhibition of DNA repair, oxidative stress and autophagy. The aim of this
study is to investigate the effect of using Capecitabine, Mocetinostat, Capecitabine+
Mocetinostat in the treatment of breast cancer on the mechanism of apoptosis both in vivo and
in vitro.4T1 breast cancer cell line is very similar to human TNBC, it is widely used in in vivo
breast cancer research. In the in vitro part of the study, the IC50 value of single and combined
drug doses was determined. Then survival, DNA laddering, wound healing and western blot
testing were performed. In the in vivo part of the study, 4T1 cells were injected into BALB/c
mice to form mammary tumors. Tumor and lung tissues taken from animals were examined
histologically and immunochemically. According to the results obtained, the combined
treatment was more effective at low doses than the single treatment and showed a very strong
cytotoxic effect on the cells. In addition, the level of Bcl-2, HDACI, AKT, PI3K, C-myc,
HDACIII proteins, which are involved in the apoptotic pathway, were significantly decreased
and the level of Bax, Caspase-3, PTEN, Caspase-7, Caspase-9, p53 proteins was increased by

combine treatment of Capecitabine and Mocetinostat.

Keywords: Apoptosis, Capecitabine, Combine Threapy, Breast Cancer, Mocetinostat, 4T1 Cell
Line.
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GIRIS
Meme kanseri kadinlarda en sik teshis edilen kanserdir. Tiim meme kanserlerinin %10-
20'sini temsil eden triple negatif breast cancer (TNBC), Ostrojen steroid reseptorii (ER),
progesteron steroid reseptorii (PR) ve tirozin kinaz insan epidermal biiyiime faktoriiniin (HER2)
ekspresyon eksikligi ile karakterizedir. TNBC'nin tedavisi i¢in su anda etkili bir hedefe yonelik

tedavi mevcut degildir.

Kanser, artik sadece proliferasyon sorunundan ziyade apoptoz eksikligi olarak kabul
edildiginden, yeni antikanser ilaglar1 apoptozu indiikleme veya geri yiikleme yetenekleri ile
degerlendirilmektedir. Proliferasyon ve apoptoz arasindaki dengenin saglanmasi igin;

kemoterapi, radyoterapi ve daha yakin zamanda hormonal tedaviler kullanilmaktadir.

Kombine tedavi, ilaglarin farkli etki mekanizmalarinin belirlenmesi gibi birden ¢ok
hedefe ulagma konularinda avantaj saglamaktadir. Terapotik etkinligi artirmak ve tiimor
direncini atlatmak i¢in ilag kombinasyonlarinin kullanimi, kanser tedavisinin iyi bilinen
ilkesidir. Kanser biyolojisinin anlagilmas1 ve ¢oziim iiretilebilmesi agisindan in vivo ¢alismalar,

klinik 6ncesi arastirmalarda 6nemli yer tutmaktadir.

Mocetinostat (MGCDO0103), 6zellikle Sinif I (izoform 1, 2 ve 3) ve Smif IV (izoform
11) HDAC'leri inhibe eden HDAC inhibitoriidiir. Kesin mekanizmasi heniiz tanimlanmamis
olmasina ragmen, apoptoz, farklilasma, hiicre siklusu tutulumu, DNA onariminin inhibisyonu,
oksidatif stres ve otofaji iizerinde etkisi oldugu gosterilmistir. Tek basina ve kombinasyon
halinde kullanim1 hematolojik malignitelerin ve ilerlemis solid tiimdrlerin tedavisi igin klinik

olarak degerlendirilmektedir.

Capecitabine, DNA /RNA sentez inhibitorii olan tiimor hiicrelerinde timidin fosforilaz
(TP) enzimi tarafindan doniistiiriilen ve antitiimor etkileri olan 5 Fluorourasil (5-FU) ilaglarinin
bir onciisiidiir 5-FU'nun bir 6n ilact olarak gelistirilmistir. Capecitabine tek ajan olarak aktiftir,

ayn1 zamanda diger sitotoksik ajanlarla kombine edilebilir (taksan, sisplatin gibi).

Yaptigimiz bu calismada; 4T1 meme kanseri hiicre hatti ve 4T1 meme kanseri ile
indiiklenmis meme kanseri modelinde, Capecitabine ve Mocetinostat’in tekli ve kombine
kullaniminin, 4T1 hiicreleri tizerinde sitotoksik, antiproliferatif etkisini ve apoptotik siirecte,
yer alan Bcl-2, HDACI, AKT, PI3K, C-myc, HDACIII, Bax, Kaspaz-3, PTEN, Kaspaz-7,

Kaspaz-9, p53 protein seviyelerinin ilag uygulamalariyla iligkisini arastirmay1 amagladik.



BIRINCI BOLUM
KANSER

Kanser, giiniimiizde en ¢ok karsilasilan ve modern yasami olumsuz yonde etkileyen
insan patolojilerinin en yikici siniflarindan birisidir. Kanser, ilk zamanlarda viicut hastaligi
olarak tanimlansa da yirminci yy. baslarinda bir doku hastaligi olarak adlandirilmis ve
giinlimiizde ise hiicrelerin diizensiz ¢ogalmasi ile meydana geldigi gosterilmistir (Smith vd.,
2019: 188). Aslinda kanser, genetik veya epigenetik degisimlerin genler tizerindeki etkisiyle
kontrolsiiz hiicre proliferasyonunun komsu dokulara invazyon ve metastaz yapmasiyla
karakterize edilen kompleks bir hastalik grubu olarak tanimlanmaktadir (American Cancer
Society, 2021:3). Cogu durumda, onkogenlerin aktivasyonu ve tiimor baskilayicit genlerin
deaktivasyonu, kontrolsiiz hiicre dongiisii ilerlemesine ve apoptotik mekanizmalarin

inaktivasyonuna yol agmaktadir (Sarkar, 2013: 289).

Kanser olusum mekanizmasi ve tedavisi tam olarak aydinlatilmamis olmasi birgok
tilkede arastirma konusu olmaktadir (EImas, 2011: 4). Buna ragmen, kanser hiicresinin dogal
olusum siirecinde biriken mutasyonlarla birlikte heterojenik yapi gostermesi, hastalarin
tedaviye direng gostermesi, hastaligin tekrar etmesi ve yasam siiresinin kisa olmasi gibi etkenler

kanser tedavisindeki ilerleyisi olumsuz yonde etkilemektedir (Douglas, 2022: 31).

Kanser, viicuttaki farkli hiicre tiirlerinin herhangi birinin anormal g¢ogalmasindan
kaynaklandigi i¢in kanser hiicrelerinin davraniglari ve tedaviye yanitlari biiyiik Olgiide
degisebildiginden yiizden fazla farkli kanser tiirii mevcuttur. DNA da meydana gelen
mutasyonlar ile kanser hiicreleri, intrinsik (sinyal yolaklari, mutasyonlar, transkripsiyon
faktorleri gibi) veya ekstrinsik (mikrogevre, immun yanit) faktorlerine karsi yanitlarim

degistirerek kendi hayatta kalma sistemlerini olusturmaktadir (Dick, 2008: 4793).

Kanser patolojisinde en 6nemli konu iyi huylu (benign) ve kotii huylu tiimériin (malign)
ayirt edilmesidir. Tiimdr, iyi huylu veya kotii huylu olabilen hiicrelerin anormal ¢ogalmasidir.
Benign olarak tanimlanan tiimdrler, orijinal konumuyla siirli kalarak ne onu cevreleyen
normal dokuya ne de uzak viicut bolgelerindeki dokulara yayilmaktadir. Bununla birlikte kotii
huylu bir timor, hem ¢evredeki normal dokuyu istila edebilir hem de dolagim veya lenfatik

sistemler (metastaz) yoluyla tiim viicuda yayilabilmektedir (Ameli vd., 2021: 2605).

Kanserler, koken aldig1 hiicreye gore karsinom, sarkoma ve 16semi olarak ii¢ ana baglik
altinda siniflandirilmaktadir. Karsinom, deride veya i¢ epitel hiicrelerde gelismekte ve kanserin

en yaygin formu olarak bilinmektedir (%80-%90). Sarkoma ise; insanlarda goriilme siklig1 az



olmasma ragmen kemik, kikirdak, yag, kas veya kan damarlar1 gibi bag veya destekleyici
dokularda baglamaktadir. Losemi ise insanlarda goriilme sikligi %8 olmakla birlikte kan

hiicrelerini yapan dokulardan kéken almaktadir (Juliusson, 2016: 90).

Kanser, 6liim nedenlerinde ikinci siray1 aldig1 i¢in diinya ¢capinda 6nemli bir halk sagligi
sorunudur. 2020 yilinda yasanan 2019 koronaviriis hastaligi (COVID-19) pandemisinden,
kanser tanisi ve tedavisi olumsuz etkilenmistir. COVID-19'a maruz kalma korkusu nedeniyle
saglik hizmeti ortamlarinin kapanmasi ve hasta bakimina erisimin azalmasi, teshis ve tedavide
gecikmelere neden olmustur. Yasanan pandemi nedeniyle kanser insidansinda kisa siireli bir
diisiis yasanmis, ardindan ileri evre hastalikta bir artis gézlendigi i¢in 2019 verileri verilmekte,
2022 verileri ise tahmin edilmektedir (Yabroff, 2021: 907). 2022 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri'nde 1.918.030 yeni kanser vakasi ve 609.360 kanser 6liimiiniin meydana gelecegi
tahmin edilmektedir. Erkeklerde akciger, prostat ve kolorektal kanserlerinden; kadinlarda ise
akciger, meme ve kolorektal kanserlerinden kaynakli en fazla 6liim gergeklesmektedir (Sekil
1.1.). Her ne kadar herkes kansere yakalanma riskiyle karsi karsiya olsa da artan yas, tiitiin ve

alkol kullanimi, sagliksiz beslenme programi gibi etkenler kanser olusumunu tetiklemektedir.

Elde edilen veriler degerlendirildiginde erkeklerde 983,160 olguda ilk iki siray1 %27’lik
oranla prostat, %12’lik oranla akciger kanseri almakta iken kadinlarda ise 934,870 olguda ilk
iki sirada %30’luk oran ile meme, %12’lik oran ile akciger kanseri yer almaktadir. Kansere
bagli oOliimlerde ise en ¢ok Olim orami erkeklerde ve kadinlarda akciger kanserinde

goriilmektedir.



Male Female

Prostate 268,490 27% Breast 287,850 31%

Lung & bronchus 117,510 12% Lung & branchus 118,830 13%
% Colon & rectum 80,690 8% Colon & rectum 70,340 A%
] Urinary bladder 61,700 B% Uterine corpus 65,950 7%
E Melanoma of the skin 57,180 6% Melanoma of the skin 42,600 5%
= Kidney & renal pelvis 50,290 5% Mon-Hodgkin lymphoma 36,350 4%
i Non-Hodgkin lymphoma 44,120 4% Thyroid 31,%40 3%
E Oral cavity & pharynx 38,700 4% Pancreas 29,240 3%
E Leukemia 35,810 4k Kidney & renal pelvis 28,710 %

Pancreas 32,970 3% Leukemia 24 840 3%

All sites 983,160 All sites 934,870

Male Female

Lung & bronchus 68,820 21% Lung & bronchus 61,360 1%

Prostate 34,500 11% Breast 43 250 15%
- Colon & rectum 28,400 9% Colon & rectum 24,180 8%
E Pancreas 25570 B% Pancreas 23 860 8%
2 Liver & intrahepatic bile duct 20,420 6% Dvary 12,810 4%
kA Leukemia 14,020 4% Uterine corpus 12,550 4%
" Esophagus 13,250 4% Liver & intrahepatic bile duct 10,100 45
E Urinary bladder 12,120 4% Leukemia 9,980 %
i Mon-Hodgkin lymphoma 11,700 4% Non-Hodgkin lymphoma 8,550 3%

Brain & other nervous system 10,710 3% Brain & other nervous system 1.570 3%

All sites 322,090 All sites 287,270

Sekil 1.1. Birlesik Devletler’de 2022 Yilinda Goriilen On Ana Kanser Tiirliniin
ve Oliim Oranlarinin Cinsiyete Gére Dagilimlari

Kaynak: (Cancer Facts and Figures Yabrofff, 2021)

Diinya Saglik Orgiitii, Uluslararas1 Kanser Arastirmalari Ajans1 (IARC) verilerine gore
Tiirkiye’de 2020 yilinda 233 bin kisiye kanser tanis1 kondugunu, bunun da 132 bininin erkek
(%56,6), 101 bininin kadin (%43,4) oldugu agiklanmistir. 2020 yilinda Tiirkiye niifusu
84.339.067 iken, yillik yeni kanser vaka sayis1 233.834 ve kansere bagli yasam kaybi sayis1
126.335 olarak bildirilmistir (Globacan 2020). Ayrica, Tiirkiye’ de 2020 yilinda en sik goriilen
ilk 5 kanser grubunu; akciger kanseri, meme kanseri, kolorektal (kalin bagirsak) kanser,

prostat kanseri ve tiroid kanseri olusturmaktadir (Sekil 1.2.).



A) Akciger
34 207 (25.8%)
Diger kanserler
48 513 (36.5%)
G
Mide Prostat ) :‘“2‘:(1 7.6%)
8187(6.2%) 19444 (14.6%) 3
Mesane Kolorektum Meme
10476 (7.9%) 11989 (9%) Diger kanserker 2f 175 (10.3%)
. 114078 (48.8%) Kelosekta
Toplam: 132 816 21191 (9.1%)
B) Prostat
19444 (8.3%)
24 175(23.9%)
Tiroid
Diger kanserber 13682 (5.9%)
43632 (43.2%) 2
Toplam: 233 834
11034 (10 9%)
9 202 (9 1%)
Rahim Akciger
5918 (5.9%) 7057 (7%)

Toplam: 101018

Sekil 1.2. Tiirkiye’de Erkeklerde (A), Kadinlarda (B) ve Toplumda (C) Cinsiyet Ayrimsiz ve
Yasa Bagimsiz Goriilen Kanser Oranlari

Kaynak: (WHO-World Healt Organization-GLOBOCAN (IARC), 2022)
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MEME KANSERI
Meme kanseri, melanom dis1 cilt kanserinden sonra kadinlarda en sik teshis edilen
kanserdir. Kadimlarin yaklasik %12'sini etkilemektedir. Meme kanseri, tarama yoluyla birgok

kadinda erken donemde saptanabilmesine ragmen, kadinlarda kanser 6liimlerinde ikinci sirada

(Shiovitz, 2015: 1292), diinya ¢apinda ise birinci sirada yer almaktadir (DeSantis, 2015: 1496).

Meme kanseri, memede bulunan epitel hiicre kokenli olup, siit bezlerinde ya da siit
kanallarinda bulunan hiicrelerin kontrolsiizce ¢ogalmasindan kaynaklanmaktadir. Normal
meme dokusu gelisiminde birgok parakrin ve fibroblast biiylime faktorleri (FGF), progesteron,
epidermal biiyiime faktorii (EGF)/transforme edici biiyiime faktorii o (TGF-a) Ostrojen,
androjen, tiroid gibi otokrin hormonlar rol almaktadir. Memenin gelisiminde ve biiylimesinde
etkin olan bu hormonlar, baz1 genlerin ekspresyon seviyelerini artirirken, bazilarini azaltarak
hem normal meme dokusunun gelisimine hem de meme dokusunda bulunan malign hiicrelerin
gelisimine katki saglamaktadir. Ayrica sinyal iletim yollarinda meydana gelen bozukluklar,
kanser gelisimine zemin hazirlamaktadir (Eroglu, 2011: 5). Meme kanserinin baslamasi ve
ilerlemesinde genetik ve g¢evresel faktorlerin oldukga etkin oldugu yapilan calismalar ile

kanitlanmaktadir.
1. Meme Kanserinin Siniflandirilmasi

Meme kanseri, Ostrojen reseptorii pozitif (ER+), progesteron reseptorii pozitif (PR+),
HER?2 pozitif ve ii¢lii (triple) negatif meme (TNBC) olmak iizere gen ekspresyon paternlerine
dayali olarak molekiiler alt tiplere ayrilmaktadir (Perou, 2000: 749).

ER+ meme kanser tipi, tim tiimorlerin %60-70'ini olusturan en yaygin meme kanseri

tiiriidiir. Bu tip meme kanserinin hiicreleri, bilylimek i¢in 6strojen hormonunu kullanmalarina
izin veren reseptorlere sahiptir. Anti-Gstrojen hormonu (endokrin) tedavisi ile tedavi edilmesi

kanser hiicrelerinin biiyiimesini engelleyebilir (Brufsky, 2018: 528).

PR+ meme kanser tipi, progesterona duyarlidir ve hiicreler, biiyiimek i¢in bu hormonu

kullanmalarina izin veren reseptorlere sahiptir. Endokrin tedavisi ile tedavi edilmesi kanser

hiicrelerinin biiylimesini engellemektedir (Rojas, 2016: 652).

HER2+ meme kanser tipi, HER2 ad1 verilen biiyiimeye tesvik eden proteini ¢ok fazla

iretir. HER2 ile zenginlestirilmis tiimorler, tim meme kanserlerinin %12-20'sini olusturur
(Johnson 2021: 13). ER+ ve PR+ tipi meme kanseri tipi gibi HER2+ meme kanser tipi hormon

tedavisine cevap vermektedir.



1.1. Luminal Meme Kanseri

Luminal meme kanserleri, bati toplumlarindaki tim meme kanseri vakalarinin
neredeyse %70'ini olusturan ER-pozitif tiimorlerdir [Howlader,2014:106 N). Luminal benzeri
kanserler, 6zel bir alt tipi olmayan invazif meme kanseri olarak sunulmakta, ancak nadiren
invaziv lobiiler, tiibiiler, invaziv kribriform, miisindz ve invaziv mikropapiller karsinomlara
farklilagabilmektedirler (Weigelt, 2008: 142). Luminal benzeri timérleri farkli klinik sonuglara

sahip olmalarindan dolay1 luminal A ve B alt tiplerine ayrilmaktadir.

Luminal A tiimorlerinin dagilimi %71 oraninda olmakla birlikte Gstrojen reseptdrii
(ER) ve/veya progesteron reseptorii (PR) varligt ve HER2'min yoklugu ile karakterize
edilmektedir. Diger tiimorlere gore iyi prognoza sahiptir ve daha az agresif Ozellik

gostermektedir.

Luminal B tiimoérleri daha yiliksek derecelidir ve daha kotli prognoza sahiptir. ER
pozitiftirler ve PR negatif ve/veya HER2 pozitif olabilirler. Ek olarak, proliferasyonla iliskili
genlerin (Ki67) yiiksek ekspresyonuna sahiptir (Ades, 2014: 2796).

1.2. HER? ile Zenginlestirilmis Meme Kanseri

HER?2 ile zenginlestirilmis grup, meme kanserlerinin %10-15'ini olusturmaktadir. ER
ve PR yoklugunda HER2'min yiiksek ifadesi ile karakterize edilmektedir. HER2 ile
zenginlestirilmis kanserler, limen kanserlerinden daha hizli biiyiir ve alt tiplerin en koti

prognozuna sahiptir (Desai, 2018: 75).
1.3. Claudin-Diisiik Meme Kanseri

Claudin-diisiik (CL) meme kanserleri, cogunlukla ER-negatif, PR-negatif ve HER2-
negatif olan kotli prognozlu tiimorlerdir. CL tiimorleri, tim invaziv meme kanserlerinin %7-
14'tinii olusturur. Claudin-diisiik tiimorler ve diger kotii prognozlu alt tipler (Luminal B, HER2
ile zenginlestirilmis ve Bazal benzeri) arasinda hayatta kalma oranlarinda higbir fark
gozlenmemektedir. CL alt tipi, claudin 3, 4 ve 7, okludin ve E-cadherin gibi hiicre-hiicre
adezyonunda yer alan genlerin diistik ekspresyonu ile karakterize edilmektedir (Fougner, 2020:
2).



1.4. Vekil Belirtegleri ile Stmiflandirilmasi

Belirli tedavilerden fayda saglayan hastalar i¢in kullanilan belirteglerdir. Molekiiler
tahlillerin yiiksek maliyetli olmas1 nedeniyle, vekil belirtegler tercih edilmektedir. Patolojik
morfoloji i¢cin ER, PR ve HER2'nin bir kombinasyonu tiimérleri intrinsik alt tiplere
siiflandirmak i¢in kullanilirken (Parise, 2009: 593), Ki-67 ve PR 'nin yar1 niceliksel
degerlendirmesi, Luminal alt tipinin degerlendirilmesinde kullanilmaktadir (Carey, 2006:
2493). TNBC ve Bazal benzeri meme kanserini tanimlamak i¢in sitokeratin 5/6 ve epidermal

biiyiime faktorii reseptoriiniin kullanilmaktadir (O’Brien, 2010: 6101) (Tablo 2.1.).
1.4.1. KI 67

Ki-67, 359 kDa agirliginda histon olmayan niikleer DNA'ya baglanan bir proteindir.
Tiimor derecelendirmesi i¢in yaygin olarak kullanilan bir hiicre ¢ogalma belirtecidir (M.
Sobecki). Insan Ki-67 proteininin ekspresyonu, hiicre proliferasyonu ile siki bir sekilde
iligkilidir. Ki-67, esas olarak G1' fazinda periniikleolar bolgede lokalizedir. Yapilan bir¢ok
calismada Ki-67"nin hiicre dongiisiiniin G1, S ve G2 fazlarinda varligin1 gosterdigi ve GO
fazinda ekspresyonu gozlenmemektedir. Klinik durumlarda yiiksek Ki-67 indeksi genellikle
kotii prognozu gostermektedir Ki-67 antijeni tiim cogalan hiicrelerde (normal ve tiimor
hiicreleri) mevcut oldugundan, Ki-67 proteinine kars1 antikorlar, farkli neoplazma tiirlerinde

teshis i¢in oldukga sik kullanilmaya bagland1 (Perou, 1999: 9214).



Tablo 2.1. Meme Kanserinin Molekiiler Alt Tiplemesi Kaynak: (Nascimento ve Otoni, 2014)

Molekiiler alt Luminal A Luminal B HER2 (+) TNBC
tipi
HER2 (-) HER2(+)
Biyomarker ER (+) ER (+) ER (+) ER (-) ER (-)
PR (+) PR (-) PR (-) PR (-) PR (-)
HER2 (-) HER2 (-) HER2 (-) HER2 (+) HER2 (-)
Ki67 digik  Ki67 yiksek Ki67 Ki67 Ki67
diisiik/ytiksek yiiksek yiiksek
Vakalarda 40-50 20-30 15-20 10-20
goriilme
siklig1 (%)
Histolojik Grade | Grade II Grade 111 Grade 111
derecesi
Prognoz Iyi Orta Zayif Zayif
Tedaviye Endokrin Endokrin Endokrin Kemoterapi  Kemoterapi
yanit Kemoterapi  Kemoterapi  Hedefe Parp
Hedefe yonehk Inhibitorleri
. 1 Tedavi
yonelik
Tedavi

2. Meme Kanserinin Evrelemesi

Meme kanserli hastalarin olas1 prognozunu degerlendirmek i¢in AJCC derecelendirmesi

kullanilmaktadir. Bu sistem, immiinohistokimya biyobelirteclerini ve hastaligin anatomik

ilerlemesini i¢ermektedir. 2018 yilinda Amerikan Kanser Ortak Komisyonu’nun (AJCC)

Evreleme kilavuzunun 8. baskisina kadar, klinik ve patolojik degerlendirmelere dayali primer

timor (T) boyutu, nodal (N) tutulumu ve metastaz (M) degerleri ile anatomik bir evreleme

yontemi kullanilmistir. 2018 yilinda AJCC Evreleme kilavuzunun 8. Baskisinda meme kanseri

prognostik evreleme sistemine, anatomik Ozelliklere ek olarak biyolojik faktorler (ER, PR,

HER2, Ki67derece ve multigen) de dahil edilmistir. Evreleme sisteminde yapilan en son



giincelleme ile anatomik evreleme, tiimdr derecesi, hormon reseptorleri, onkogen ekspresyonu
ve multigen testi kullanilarak prognostik evreleme ile biitiinlesmistir (Hortobagyi, 2017).
Prognostik evreyi meme kanseri evreleme sistemine dahil etmek, doktorlarin hasta prognozunu
bireysellestirmesine izin vererek daha optimal bir prognoz tahminine yol agmaktadir. Evre 0-
Karsinomu in situ gosterirken, Evre I- lokalize kanseri, Evre 11- lokal olarak ilerlemis kanseri,
erken evreler, Evre Il1- lokal olarak ilerlemis kanser, Evre IV- metastatik kanser, geg evreleri
temsil etmektedir (Rosen, 2022).

3. Meme Kanseri Epidemiyolojisi ve Etiyolojisi

Meme kanseri her yil diinya ¢apinda 2,3 milyon yeni vaka teshis edilmekte ve kadinlar
arasinda en sik goriilen kanser tiirlerinden biridir (Ferlay J, 2020). Meme kanserindeki risk
faktorii profillerindeki degisim, son otuz yilda hastaligin insidansin1 ve hastaliga bagli 6lim
oranlar1 arttirmaktadir. Meme kanserli hastalarin, hastalik evresine, hayatta kalma 6zelligine ve
molekiiler alt tipine bagli olarak yaklasik %80'i 50 yas lstii bireyler olusturmaktadir (Sung
2021: 212). Meme kanseri, 2020 yilinda 684.996 6liimden sorumludur. insidans oranlari
gelismis bolgelerde en yiiksek olmasina ragmen, Asya ve Afrika'daki tilkelerde 2020 yilinda
toplam oliimlerin %63'linti olusturmaktadir. 1987 yillar1 arasinda meme kanseri insidansi her
yil %3,7 seviyesine artarken, postmenopozal donemde hormon replasman tedavisinin rutin
uygulamadan ¢ikarilmasi ve saglikli yasam sartlarinin artmasi ile 2020 yilinda meme kanseri
oliim-insidans oran1 (MIR), 5 yillik sagkalim oranlarmin 0.30 seviyesine geriletmistir. Meme
kanserinin klinik yayginligi géz oniine alindiginda, gelismis saglik hizmeti verilen yerlerde
(Hong-Kong, Singapur, Tiirkiye) 5 yillik sagkalim lokalize kanser i¢in %89,6 ve bolgesel
kanser i¢in %75,4 ‘lik kismi olusturmaktadir. Daha az gelismis iilkelerde (Kosta Rika,
Hindistan, Filipinler, Suudi Arabistan, Tayland) lokalize %76,3 ve bdlgesel meme kanseri
%47,4 oranlarin da olmakta ve sagkalim oranlart gelismis {ilkelere gdre daha diisiik

seyretmektedir (Lukasiewicz, 2021: 4287).

Meme kanseri etiyolojisi birgok faktore bagli olarak farklilik gostermektedir. Genetik
faktorler gibi baz1 faktorler meme kanseri riski icin degistirilemeyen faktorler siifinda yer
alirken beslenme, fiziksel aktivite ve davraniglari igine alan ¢evresel ve davranigsal faktorler
degistirilebilir risk faktorleri arasinda yer almaktadir. Meme kanseri riskinin ana
belirleyicilerini yas, cografi yerlesim alani, ilk dogum yasi, yumurtalik aktivitesinin belirli
gostergeleri, 1yl huylu meme hastalig1 6ykiisii ve ailede meme kanseri dykiisii olmak iizere
siralayabiliriz. Disiik seviyelerde androjen metabolitlerinin atiliminin, meme kanseri riskini
arttirmasiyla iliskilendirebiliriz (MacMahon, 1973: 25).
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4. Meme Kanseri Risk Faktorleri

Meme kanseri tedavisi i¢in birgok epidemiyolojik ve klinik aragtirmalara ragmen, meme
kanseri insidans1 hala artmaya devam etmektedir. Meme kanseri insidansini azaltmak hem
degistirilebilir risk faktorlerine maruz kalmayi azaltan niifus temelli bir yaklasim ile hem de
yiiksek risk altindaki kadinlarin belirlenmesi ve onlarin risk azaltici ilaglarla muamele
edilmesiyle miimkiin olabilecegi diisiiniilmektedir. Hem genetik hem de genetik olmayan risk
faktorleri meme kanseri gelisimini etkilemektedir. Kansere yatkinlik genleri olarak bilinen
BRCA1 veya BRCA2 ve kontrol noktasi kinaz 2 (CHEK?2) genlerinde meydana gelen patojenik
mutasyonlar ve meme kanseri ile iligkili tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler) genetik
faktorleri icermektedir (Britt, 2020:418). Genetik olmayan risk faktorleri arasinda ise artan yas,
kisisel meme patolojileri dykiisii (atipik hiperplazi ve lobiiler karsinoma in situ gibi), yiiksek
mamografik yogunluk (MD), terapotik gdégiis radyasyonuna maruz kalma (6rnegin, Hodgkin
hastaliginin tedavisi i¢in), yiiksek viicut kitle indeksi (BMI), ekzojen kadin hormon kullanima,
alkol kullanimi, yetersiz beslenme, fiziksel aktivite ve tireme faktorleri (erken menars, diisiik

dogum, daha kisa emzirme siireleri ve ge¢ menopoz) yer almaktadir (Bucholc, 2001: 1462).
4.1. Genetik Risk Faktorleri

1866 yilinda bazi ailelerde meme kanseri insidanst kaydedilmis; fakat 1994-1995
yilinda en yaygin meme kanseri duyarlilik geni olan BRCA1 ve BRCA2 geni Mary-Claire King
tarafindan kesfedilmistir (Hurst, 2014: 4149). BRCA-1 ve BRCA2 genleri homolog
rekombinasyon yoluyla DNA ¢ift zincir kiriklarmin onariminda rol oynamaktadir. Bu
genlerdeki kalitsal mutasyonlar, tim meme kanserinin yaklasik %2,5'in1 olusturmaktadir
(Ligtenberg, 1999: 1476). Yiiksek ve orta penetrasyonlu meme kanseri yatkinlik genleri
arasinda kaderin 1 (E-kaderini kodlayan CDH1), PTEN, serin/treonin protein kinaz 11 (STK11,
LKBI olarak da bilinir), TP53, CHEK2, ataksi telenjiektazi mutasyona ugramis (ATM), nibrin
(NBN) ve BRCA2min ortagi ve lokalizorii (PALB2) bulunmakta fakat bu genlerdeki
mutasyonlar meme kanserinde nadir olarak gézlenmektedir (Easton, 2015: 2252).

Diisiik penetrasyonlu SNP'ler de meme kanseri riskini etkilemektedir. Meme kanseri ile
iligkili SNP'lerden etkilenen gercek genleri tanimlamak i¢in kromatin organizasyonunu

degerlendirmeye yonelik ¢alismalar devam etmektedir (French, 2013: 492).
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4.2. Genetik Olmayan Risk Faktorleri

Cinsiyet: Kadinlarda, artan hormonal uyarim nedeniyle, meme kanseri riski artmakta
iken diisiik 6strojen seviyeleri sergileyen erkeklerde ise meme kanseri riski goriilme sikligt %1
den daha azdir. Endojen seks hormonlarinin fizyolojik seviyelerindeki degisimler,

premenopozal ve postmenopozal kadinlarda meme kanseri riskinin daha yiiksek olmasina

neden olmaktadir (Zhang X., 2013: 890).

Menars ve menopoz yasi: Yas ile Kanser olma riski arasinda gii¢lii bir iliski
bulunmaktadir. Yasa bagh olarak meme kanseri riski ve insidansi artis gostermektedir. Bir
kadinin menarsta oldugu her yil i¢in meme kanseri riski %5 artis gostermektedir. Menars yast
ile kanser riski arasinda ters orant1 bulunmaktadir. Menars yasini, gebelikte sigara dumanina
maruz kalma, diyet, psikolojik durum, annede kilo alim1 gibi etkenler diisiirmektedir ve menars
kanser riskini artirmaktadir Menopozda ileri yas, ortalama dogal menopoz yasi ile
karsilastirildiginda, gecikme basina yillik %2,9'luk meme kanseri riskini artirmaktadir (Jarrett,
1198: 2011).

Cocuk dogurma: Kadinlarin az ¢cocuk sahibi olmasit meme kanser riskini artirmaktadir.
35 yasindan Once c¢ocuk dogurmak, meme kanserine karsi daha uzun siireli koruma
saglamaktadir. 35 yasindan sonra ¢ocuk dogurmaya baslayan kadinlar i¢in meme kanseri riski,

hi¢ dogum yapmamis kadinlara gore daha yiiksektir (Albrektsen, 2005: 167).

Mamografik yogunluk (MD): Birgok ¢alismada, MD'nin meme kanseri igin bagimsiz
bir risk faktorii oldugu disiiniilmektedir. Diisiik MD'li (LMD) kadinlarin meme kanseri riski
olasilig1 diisiik iken, yiiksek MD (HMD) olan kadinlarda 1.8 ila 6 arasinda degisen bir meme
kanseri risk orani oldugu gosterilmistir. Hamile veya emzirme déneminde olan ve hormonal
replasman tedavisi alan geng¢ yastaki BMI (viicut Kitle indeksi)'si daha diisiik olan kadinlarda

meme yogunlugunun daha fazla oldugu gézlenmektedir (Kim, 2020: 4693).

Irk: Beyaz irktan olan kadinlarda, meme kanseri insidansi yiiksek orandadir. Siyah
irktan olan kadinlar arasinda, meme kanserine bagli 6liim oran1 6nemli 6l¢lide daha ytiksektir
ve siyah kadinlarin malignite i¢in en diisiik sagkalim oranlarina sahip oldugu diisiiniilmektedir

(Hill, 2019: 6).

Ailesel meme kanseri riski: Tiim meme kanseri vakalarmin yaklasik dortte biri aile
Oykiisii ile ilgilidir. Annesi veya kiz kardesi meme kanseri olan kadinlar bu hastalia yatkindir.
2017 yilinda Birlesik Krallik'ta 113.000'den fazla kadin tizerinde yapilan bir ¢aligmada, birinci

dereceden akrabasinda meme kanseri olan kadinlarin herhangi bir akrabasi olmayan kadinlara
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gore hastaliga yakalanma riskinin 1,75 kat daha yiiksek oldugunu gosterilmistir. Ayrica, meme
kanseri iki veya daha fazla birinci derece akrabasi olan kadinlar meme kanser riskini 2,5 kat
veya daha yiiksek oranda tagimaktadir (Sun, 2017: 1390). Meme kanserine kalitsal yatkinlik,
kismen BRCA1 ve BRCA2 gibi meme kanseri ile ilgili genlerin mutasyonlarma da baglidir
(Celik 2015: 3080).

Fazla kilo ve obezite: Yiiksek viicut kitle endeksi (BMI), premenopozal kadinlarda
meme kanserine karsi koruyucu olsa da postmenapozal kadinlarda risk olusturmaktadir.
Yapilan bir ¢alismada, en yiiksek viicut agirligina sahip postmenopozal kadinlarin, en diisiikk
viicut agirhgina sahip olanlara kiyasla ER" meme kanser riskini %82 oraninda artmistir (Suzuki,
2019:699). Artmis inflamasyon ve fibroz ile karakterize olan islevsiz yag dokusu, obezite ile
iligkili kanser ilerlemesinde 6nemli bir rol oynamaktadir. Yag dokusunun tiimor hiicreleri
tizerinde dogrudan bir etkiye sahip oldugu yapilan calismalar ile gosterilmistir. Ayrica, yag
dokusundan sitokinlerin ve yag asitlerinin salgilanmasi tiimoriin ilerlemesini de tesvik

etmektedir (Gallagher, 2020: 629).

Yasam tarzi1 ve beslenme: Alkol tiiketimi, kandaki Ostrojenle ilgili hormonlarin
seviyesini yiikseltmekte ve Gstrojen reseptor yollarini tetiklemektedir. Asiri alkol tiiketimi ve
cok fazla yag alim1 gibi modern yasam tarzlart meme kanseri riskini artirabilmektedir. Yapilan
bir ¢alismada, alkol aliminin meme kanseri riskini %32 artirabildigini gostermistir (Jung, 2016:
919). Ayrica g¢alismalar, 6zellikle erken yasta sigara igmenin meme kanseri olusumunda daha

yiiksek risk tasidigin1 gostermektedir (Knight, 2017: 917).

Radyasyon: 30 yasindan 6nce radyasyon tedavisi alan hastalarda, meme kanseri riski
daha ytiksektir. Ayrica radyoterapi alan hastalarda ailede meme kanseri Oykiisii olmas1 da

kanser olusum riskini artirmaktadir (Ng, 2014: 2).

Fiziksel hareketsizlik: Diinya Kanser Arastirma Fonu, fiziksel aktivitenin meme
kanserine kars1 koruyucu oldugunu gostermistir (World Cancer Research Fund, 2018). Fiziksel
aktivite yapan kadmlarin meme kanseri olma riski, yapmayan kadinlara gore %20 daha azdir.
Fiziksel aktivitenin, ostrojen metabolizmasina, insiilin duyarliligina, kronik diisiikk seviyeli
inflamasyona, oksidatif strese ve bagisiklik fonksiyonu iizerinde etkileri bulunmaktadir
(Neilson, 2017: 330).
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5. Meme Kanserinde Molekiiler Prognostik Biyobelirtecler

Yeni tan1 konmus meme kanserli hastalarda; lenf nodu metastazlarinin sayisi, timor
boyutu ve timor derecesi bagimsiz prognostik bilgi saglamasina ragmen, bu faktorlerin tek
basina hasta degerlendirme i¢in yetersiz oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir (Duffy, 2016:
195). Geleneksel prognostik belirteglerinin yeterli olmamasindan dolayi, tedaviye yaniti tahmin
edebilen molekiiler biyobelirteglerin gelistirilmesine ve dogrulanmasina yonelik 6nemli
arastirmalar yapilmistir. Bu nedenle son on yi1lda meme kanseri i¢in birkag¢ yeni prognostik test

onerilmistir (Senkus, 2015: 298).
5.1. Oncotype DX Testi

Oncotype DX'in meme kanserinde 2 ana kullanimi vardir; bunlar, hastaligin tekrarlama

olasiligim1 tahmin etmek ve adjuvan kemoterapiden fayda gormesi muhtemel olanlar

belirlemektir (Syed, 2020: 621).
5.2. MammaPrint Testi

Oncotype DX gibi, hastaligin tekrarlama olasiligini tahmin etmek ve meme kanserli
hastalarda tedavi kararin1 vermeye rehberlik etmek igin yapilan testtir. Bu testte, kanserin tiim
temel 6zelliklerinden sorumlu olan 70 genin ekspresyonunu 6l¢mek i¢in mikrodizi kullanir. Bu
genlerin ekspresyon seviyelerine gore meme kanseri hastalari, hastaligin tekrarlama riski diisiik

veya yliksek olmak tizere 2 gruba ayrilmaktadir (Goncalves, 2013: 175).
5.3. uPA ve PAI-1 Testi

UPA ve PAI-1 testi ise diger testlere oranla daha uygun bir testtir. Bu test, taze veya
dondurulmus meme kanseri dokularinda ELISA ile 2 proteinin Ol¢iilmesini igerir. Bu 2
proteinin yiiksek seviyelerine sahip hastalar, diisiik seviyelere sahip olanlardan 6nemli dl¢iide

daha kotii bir sonuca sahiptir (Look, 2002: 117).
6. Diger Prognostik Biyobelirtecler

Biyobelirteglerin en yaygin kullanilanlaridan biri Ki67'dir. Ki67, hiicre ¢ogalmasimnin
degerlendirilmesi i¢in iyi bilinen belirtectir. Ki67, interfaz sirasinda esas olarak niikleolar
kortekste bulunur ve mitoz sirasinda yogunlastirilmis kromozomlara alinir. Ki67 proteini G1,
S, G2 fazinda ve mitozda hiicrelerin ¢ekirdeklerinde saptanirken, GO fazinda hiicrelerin
cekirdeklerinde bulunmamaktadir. Bu nedenle Ki67 ekspresyon seviyesi hiicre
proliferasyonunun durumunu gosterir. Ki67 geni, kromozom 10g25-ter iizerinde bulunur ve

sirasiyla 345 ve 395 kDa' luk iki Ki67 izoformunu kodlar (Visapad, 2003: 846). Ki67, kanser
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hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edilmektedir. Ki67'nin belirlenmesinde metodolojik
sorunlar olmasina ragmen agikca belirlenmis klinik degeri, genis kullanilabilirligi ve diisiik

maliyeti nedeniyle Ki67 bir¢ok tilkede yaygin olarak kullanilmaktadir (Yang, 2018: 572).
6.1. Ongoriicii Biyobelirtecler

Prognostik biyobelirtegler hastaligin tekrarlama riskini belirlerken, Ongoriicii
biyobelirtegler, belirli tedavilere yanit vermesi veya direngli olmasi muhtemel hastalar1 6nceden

belirlemeye yardimci olmaktadir.
6.1.1. Ostrojen ve Progesteron Reseptorleri

Meme kanserinde endokrin tedavisine yanit dstrojen reseptorii (ER) ve progesteron
reseptdrii (PR) durumu ile iliskilidir. Ostrojen meme kanserinin gelismesinde ve biiyiimesinde
ana uyaricidir. Ostrojen reseptorleri alfa (ERa) ve beta (ERP), insanlarda bircok karmasik
fizyolojik siirecin diizenlenmesinde yer alan niikleer transkripsiyon faktdrleridir. Ostrojen
reseptorli (ER) ekspresyonu invaziv meme karsinomlarinda yaklasik %70-75 oraninda 6nemli
Ol¢iide arttigindan, 6nemli bir tanisal belirleyicidir. ERa ‘nin ekspresyon seviyesinin yliksek

olmasi meme kanseri riskinin arttigini gostermektedir (Paterni, 2014: 2).

Progesteron, birincil fizyolojik fonksiyonlarini progesteron reseptorleri A ve B'ye (PR-
A ve PR-B) baglanarak uygulayan, hedeflenen genlerin transkripsiyonunu baglatan ve
endometriumun sekretuvar endometriuma donistiiriilmesiyle sonuglanan 21 karbonlu bir
steroiddir (Trabert, 2020: 322). Saglikli meme dokusunda esit miktarlarda PR-A ve PR-B
bulunmakta iken meme kanserinde bu oran degismektedir. Meme dokusunda progesteronun,
parakrin mekanizma yoluyla normal insan gogiis epitelini uyardig1 ve meme kanseri i¢in bir
risk faktorii oldugu yapilan ¢alismalar ile kanitlanmistir (Conneely, 2000: 339). Ayrica
progesteronun, olgun meme epitelindeki meme kok hiicre havuzlarinda bulunan veya gizli
timor bagslatan hiicrelerin dongiisel proliferasyonu arttirdigr gozlenmistir. Bu baglamda,
kanserin ilerlemesinin progesteron/PR sinyalinin ve parakrin proliferasyonun otokrin

diizenlemesine gegisin bir sonucu oldugu ileri siiriilmektedir (Obr, 2012: 5).
6.1.1.1. HER2

Insan epidermal biiyiime faktorii reseptorii (HER) ¢oklu sinyal iletim yollari araciligiyla
hiicre biiylimesini, hayatta kalmasin1 ve farklilagmasimi diizenleyerek, hiicresel ¢ogalmay1
saglamaktadir. Insan kanserinin patogenezinde 6nemli rol oynamaktadir. Meme kanserleri,
HER2 geninin 25-50 kopyasina ve HER2 proteininde 40-100 kata kadar artisa sahip olabilir ve

timor hiicresi ylizeyinde yaklasik 2 milyon reseptor eksprese etmektedir. Boylelikle, meme
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kanserlerinin yaklagik %15-30'unda HER2 geninin amplifikasyonu veya asir1 ekspresyonu

mevcuttur (Igbal, 2014: 2).
6.1.1.2. MIB-1

MIB-1 monoklonal antikoru, Ki-67 antijeni boyamak i¢in siklikla kullanilmaktadir.
MIB-1 boyamasi, iyi bilinen bir proliferasyon belirtecidir ve meme kanserlerini karakterize
etmek i¢in kullanilmaktadir. MIB1 (Ki-67'ye karsi antikor) proliferasyon indeksi, Ki-67'ye
benzer sekilde meme kanserinin giivenilir bir tanisal biyobelirteci olmaya devam etmektedir
(Amatya, 2001: 972).

6.1.1.3. E-Kadherin

E-kadherin proteini (CDH1 geni), epitelyal polarizasyon ve farklilasma siireci igin
onemli bir proteindir. E-kadherin proteini tiimoriin duktal m1 yoksa lobiiler mi oldugunu

belirlemeye yardimci olmasi i¢in kullanilmaktadir. E-kadherin fonksiyonunun deregiilasyonu,

kotl prognoz ile iliskilidir (Singhai, 2011: 230).
6.1.1.4. P53

P53, insan kanserlerinde siklikla mutasyona ugrayan tiimor baskilayici genlerden
biridir. Genel olarak P53, DNA hasari, hipoksi, onkogen aktivasyonu ve besin yoksunlugu gibi
cesitli genotoksik ve hiicresel stres sinyalleri tarafindan stabilize edilen ve aktive edilen bir
transkripsiyon faktorii olarak islev gérmektedir. P53'tin hem normal hiicrelerin hem de kanser
hiicrelerinin metabolizmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. P53 genindeki heterozigosite
kayb1 (LOH), cok sayida kanser (osteosarkomlar, 16semi, beyin tiimorleri, adrenokortikal

karsinomlar ve meme kanserleri) tiirlinde gozlenmistir (Ozaki, 2011:9).
6.1.1.5. MikroRNA

miRNA'lar, ¢esitli fizyolojik ve gelisimsel siireglerde gen ekspresyonunu kontrol eden
kodlama yapmayan kisa, tek iplikli RNA dizileridir (19-25 niikleotid). Bu miRNA'larin anormal
ekspresyonu, meme kanseri de dahil olmak iizere ¢esitli insan hastaliklari ile etiyolojik olarak
baglantilidir. Hiicre proliferasyonu, apoptotik yanit, metastaz, kanser niiksli ve kemorezistans
gibi meme kanseri gelisimi farkli hiicresel yollar, onkojenik miRNA (oncomiR) veya tiimor
baskilayict miRNA (tsmiR) tarafindan diizenlenir. Baz1t miRNA'lar (miR21, miR195, miR199,
miR145) meme timoriiniin gelisimi, ilerlemesi ve tedaviye yaniti ile iliskilendirilmektedir
(Loh, 2019: 4940). miRNA'lar, DNA metiltransferazlar (DNMT'ler) ile ¢ift yonli bir iliski

sergilemektedir. Bazi miRNA'lar metilasyon siirecini gelistirirken, bazi DNMT'ler bu
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miRNA'larin biyogenezini diizenleyebilir. Epigenetik modifikasyonlar1 diizenleyen bu tiir
miRNA'lara epi-miR'ler denir. miR-9—1, miR-124a3, miR-148, miR-152 ve miR-663 Epi-miR
ornekleri olarak verilebilir. MiR-9, miR-21, miR-93, miR-181a/b, miR-182, miR-155, miR-21
dahil olmak tizere c¢esitli miRNA'lar TNBC'de oncomiR'ler olarak islev gormekte ve

karsinogenez siirecini koordine etmektedir eder (Jank, 2016: 96).
6.2. Tiimérle Iliskili Makrofajlar (TAMS)

Tiimorle iliskili makrofajlar (TAMS), tiimor mikro ortaminin bir pargasidir. TAM' lar,
gevredeki mikro ortamdan gelen sinyallere bagli olarak fenotiplerini degistirerek, timor
hiicrelerini 6ldiirebilmektedir. TAM' larin yogunlugu; hormon reseptdr durumu, timdriin
evresi, histolojik derecesi, lenf nodu metastaz1 ve vaskiiler invazyonu ile iligkili oldugu
gostermektedir. TAM' lar ayrica meme kanseri modellerinde ¢oklu tedavi tiirlerine direng

saglamaktadir (Laoui, 2011: 862).
7. Bazal Benzeri/Uclii Negatif Meme Kanseri

Uclii Negatif Meme Kanseri (TNBC), ER-negatif, PR-negatif ve HER2-negatif olarak
karakterize edilen heterojen bir meme kanserleri toplulugudur. TNBC, tiim meme kanserlerinin
yaklagik %20'sini olusturmaktadir (Newman, 2014: 875). TNBC’ nin yaklasik %80’ ninde
BRCAL germ hatti mutasyonu ortaya ¢ikmaktadir. TNBC'ler gen ekspresyon profiline gore,
bazal benzeri (BL1 ve BL2), mezenkimal (M), mezenkimal kok benzeri (MSL),
immiinomodiilatér (IM) ve luminal androjen reseptorii (LAR) ve ayrica belirtilmemis bir grup
(UNS) olmak iizere alt1 alt tipe ayrilmaktadir. Bununla birlikte, alt tiplemenin klinik 6nemi hala
belirsizdir ve TNBC tedavi kararlar1 iizerindeki etkisini netlestirmek i¢in daha fazla aragtirmaya

ihtiya¢ vardir (Lehmann, 2019: 2750).

TNBC'li hastalar kotii prognoza sahiptir ve 6lim oranmi yiiksektir. Diger alt tiplerin
aksine, TNBC gelisimi menopoz Oncesi kadinlarda yasamin erken doneminde daha sik
goriilmektedir (Badowska, 2019: 2056). TNBC’de p54 ve Ki67 ekspresyonu yiiksek, diisiik
BCL-2 ekspresyonu ile agresif bir ekspresyon profiline, biiyiikk tiimér boyutuna ve yiiksek
mitotik dereceye sahiptir (Costa, 1992: 956). TNBC hastalarinin 4 yillik sagkalim orani %85,5
‘tir ve hastaligin niiks etme y1l1 (1-2 y1l) diger kanser tiirlerine gore daha kisadir (Pistelli, 2013).
TNBC (triple negative breast cancer), zayif prognoza sahip olmasi, agresif 6zellik gdstermesi
ve hedefe yonelik tedaviden yoksun olmasi nedeniyle hala klinik 6nem tagimaktadir (Won,

2020: 1245).
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8. Meme Kanseri Tedavisinde Kombine Terapi

Meme kanseri tedavisi; cerrahi, radyoterapi, neoadjuvan ve adjuvan tedaviyi igeren
multidisipliner bir yaklasimi igermektedir. Meme kanseri tedavisinin etkin olmasi igin
istenmeyen etkilerin minimuma diisiirilmesinin yani sira maksimum terapdtik etkinlik

beklenmektedir (Moo, 2018: 340).

Kemoterapi ve radyoterapi, kanser hastalariin ¢ogu i¢in ilk tedavi hatti olarak tercih
edilmektedir. Bununla birlikte, ¢ogu hasta bu terapotik modalitelere direng gelistirmekte ve
hastaligin ilerlemesine yol agmaktadir (Kesson, 2012: 5). Molekiiler olarak tanimlanmig
timorleri olan hastalar i¢in kullanilan tek ajan hedefli tedaviler, kanser tedavisinin seyrini
degistirmektedir. Ilaca kars1 kazanilmis direng, en gelismis ilaglarin bile klinik faydasim
sinirlamaktadir. Yapilan ¢alismalar ile tiim malignite tiirlerinde mortalite oranlari azalmaktadir.
Yeni farmasotik anti-kanser ajanlari gelistirilmesine ragmen, bu ajanlarin maliyeti yiiksektir.
Ayrica piyasaya girmesi yaklasik 15 yil siirdiigii icin, kanser tedavisinde var olan ilaglarin
birbiriyle kullanilmasi tercih edilmektedir (DiMasi, 2003: 155).

Kombine tedavi ilk kez 1965 yilinda, Emil Frei, James F. Holland tarafindan akut 16semi
tedavisi igin Kullanilmistir (Frei, 1965:642). Kansere neden olan yollar1 spesifik olarak
hedefleyen iki veya daha fazla terapotik kombinasyonu, kombine tedaviyi tanimlamakta ve
kanser tedavisinin temel tasini olusturmaktadir (Yap, 2013: 1593). Genel olarak, ilag
kombinasyonlart: her ilacin uygun dozda uygulanabilmesi igin toksisiteni az olmasi, genis
spektrumlu ilag direncini bastirmak i¢in farkli terapotik mekanizmalar ve minimum ¢apraz
direng saglamasi, sinerjik terapotik etkiler i¢in optimize edilmis doz oranlari, ilaglarin benzer
¢coziiniirliik ve gegirgenlik saglamasi ile hiicre igi yiiksek seviyede olmasi prensiplerini
icermektedir (Wang, 2015: 1252).

Bir¢ok farkli kanser formlari igin monoterapi kullanimi halen devam etse de bu
geleneksel yontemin, genellikle kombine terapiden daha az etkili oldugu kabul edilmektedir.
Monoterapi segici olmayan teknikler ile ¢ogalan hiicreleri hedeflemektedir. Kombine tedavide
ise ¢cogalan hiicreleri azaltmak i¢in farkli yollar hedeflendiginden, kombine tedavi toksik etkiyi
onemli Ol¢lide azaltmakta ve 6nlemektedir (Huang, 2021: 1). Ayrica, monoterapide siirekli ve
tek bir bilesik kullanilmasi, kanser hiicrelerini ilag direncine karsi daha duyarli olmasini
saglamaktadir. Kombine tedavi daha etkili bir tedavi yaniti {iretebildiginden, kanser
hiicrelerinin direng insidansini azaltmaktadir. Sonug olarak, kombine terapi tedavi direncini

smirlamakta, toksisiteyi diisiirmekte ve ilag etkinligini arttirmaktadir (Mokatri, 2017: 38022).
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9. Epigenetik Mekanizmalar

Epigenetik, DNA dizisini degistirmeden gen aktivitesini degistiren ve yeni nesile
iletilen modifikasyonlar olarak tanimlanmaktadir.  Aslinda epigenctik DNA kromatin
dinamiginin incelenmesidir. Epigenetik, hiicresel bir homeostatik ortam iiretmek i¢in genomun
yapisini diizenlemekte, belirli genlerin ekspresyonunu ve susturulmasini agiklamaktadir. DNA
metilasyonu, histon asetilasyonu, histon fosforilasyonu, histon ubikitinasyonu, post
transkripsiyonel degisiklikler gibi birgok epigenetik siire¢ tiirii tantmlanmistir (Eroglu, 2018:
348). Epigenetik siiregler dogaldir ve bir¢ok organizma islevi i¢in gereklidir. Ancak uygunsuz
bir sekilde gerceklesirse, saglik ve davranig lizerinde olumsuz etkilere neden olmaktadir.
Epigenetik modiilasyon yolu, mutasyonlar ve stres gibi etkenler sonucu proliferatif aktivitenin
artmast ile kansere yol acacak sekilde degisebilmektedir (Weinhold, 2006: 163).

Epigenetik modifikasyonlar tarafindan yonlendirilen gen ekspresyonundaki farkliliklar,
hiicre tiplerinin farkli isleviyle sonuglanmaktadir. DNA kaliplart ve histon modifikasyonlari
erken gelisim sirasinda olusmakta ve ¢oklu hiicre boliinmeleri boyunca korunmaktadir.
Kanserde, normal epigenetik modeller bozulmakta anti-apoptotik ve proliferatif genlerin
ekspresyonuna degismektedir. Genlerde meydana gelen bu degisim, tiimor baskilayici genlerin

susturulmasina neden olmaktadir (Perrault, 2019: 267).

DNA metilasyonu, histon modifikasyonu ve kodlamayan RNA (ncRNA) olmak {izere

ti¢ farkl1 epigenetik mekanizma tanimlanmustir.
9.1. DNA Metilasyonu

DNA metiltransferaz enzimleri tarafindan katalize edilen DNA metilasyonu, genellikle
bir CpG adasi olusturan diger CpG'lerle ¢evrili bir sitozin-guanin dizisi (CpG) i¢indeki sitozin
niikleotidine dogrudan bir metil grubunun eklenmesini icermektedir. CpG adalari, 6zellikle
promotdr bolgelerindeki CpG adalar1 olmak {izere, epigenetik DNA metilasyonu igin ortak
hedeflerdir. Gen promotor boélgelerinin yaklasik %70'inin CpG adalart i¢inde oldugu
bildirilmistir. Bir promotdr bolgesindeki metillenmis sitozinler, gen baskilayici proteinleri alir

ve DNA ile transkripsiyon faktorleri arasindaki etkilesimi azaltmaktadir (Kulis, 2010: 28).

Bir promotoér bolgesindeki metillenmis sitozinler, DNA ile transkripsiyon faktorleri
arasindaki etkilesimi azaltir. Sitozin metilasyonu ayrica heterokromatin olusumunu da
yonlendirmektedir. Bu nedenle, promotor bolgelerdeki DNA metilasyonu, gen sessizlesmesine
neden olur. Timor baskilayici genlerin belirgin hipermetilasyonu ve proto-onkogenlerin

hipometilasyonu timér karsinogenezine katkida bulunmaktadir. Bu epigenetik mekanizma ayni
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zamanda dokuya Ozgii gen regiilasyonu, genomik damgalama ve X kromozomu

inaktivasyonunda da énemli bir rol oynar (McMahon, 2017: 2).
9.2. Kodlanmayan RNAIlar

Kodlamayan bir RNA (ncRNA), proteinlere ¢evrilmeyen fonksiyonel bir RNA
molekiilidiir. Son yillarda yapilan c¢alismalarda, ncRNA molekiillerinin epigenetik gen
ekspresyonunda ¢ok &nemli bir rol iistlendigini bulunmustur. Onemli ncRNA molekiilleri,
30'dan az niikleotit igeren mikroRNA'lar1 (miRNA) ve kisa enterferans yapan RNA'lari
(siRNA) ve 200 niikleotit veya daha uzun olan uzun kodlamayan RNA'lar1 (IncRNA) igerir.
Epigenetikteki rollerinin tam kapsami hala belirleniyor olsa da ncRNA'larin gen susturmaya ek
olarak DNA metilasyonuna ve histon modifikasyonlarina katildigini gosteren kanitlar vardir.
siRNA'larin ve IncRNA'larin heterokromatin olusumuyla gen ekspresyonunu diizenledigi

gosterilmistir (Esteller, 2011: 864).
9.3. Histon Modifikasyonlari

Histonlar, genellikle dkaryotik hiicrelerde bulunan, DNA’y1 saran, kiigiik agirlikli bazik
proteinlerdir. Histon proteinleri art1 yiiklii lizin ve arjinin proteini igerdiginden DNA’ ya sikica
baglanmaktadir. Histonlar; fosforilasyon, ubikitinasyon, asetilasyon ve metilasyon dahil olmak

tizere bir¢ok yolla kovalent olarak modifiye edilir (Alaskhar, 2018: 2).
9.3.1. Histon Asetilasyonu

DNA-histon etkilesimlerini zayiflatan, bdylece kromatini acan ve transkripsiyonu
kolaylastiran pozitif yiikli lizin kalintilarinda meydana gelmektedir. Histon asetilasyon
durumu, histon asetiltransferazlar (HAT'lar) ve histon deasetilazlar (HDAC’lar) olmak iizere
zit etkiler uygulayan iki grup enzim tarafindan diizenlenmektedir. HAT'lar, asetil-CoA'dan
aldig1 asetil grubunu histon kuyruklarindaki hedef lizin amino asitine transferini katalize
ederek, histonlar iizerindeki pozitif yiikiin ¢ikarilmasina yol agmaktadir (Holgate, 2015: 1).
Boylelikle histonlar ve negatif yiiklii fosfat arasindaki etkilesimi zayiflatmakta, kromatin daha
az kompakt olmakta ve dolayisiyla transkripsiyonel olarak aktif hale gelmektedir. HDAClar,
asetil gruplarini histon kuyruk lizin kalintilarindan uzaklastirir ve bdylece gen ekspresyonunun

baskilayicilari olarak ¢alismaktadirlar (Fierz, 2012: 3).

HAT lar bes (veya bazen alt1) aileye ayrilmaktadirlar. GCNS5 ile ilgili N-asetiltransferaz
(GNAT) ailesi, KAT2A ve KAT2B enzimlerini igerir. Histonlarin ve transkripsiyon
faktorlerinin  asetilasyonunda, dolayisiyla hiicre dongiisii  diizenlemesinde ve DNA

replikasyonu- onariminda yer almaktadirlar (Cieniewicz, 2014: 2896).
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HDAC siiper ailesine ait on sekiz enzim tanimlanmistir. Bunlar ayrica; simif I (HDACI,
HDAC2, HDAC3 ve HDACS), smif I1la (HDAC4, HDACS, HDAC7 ve HDAC9), sinif IIb
(HDAC6 ve HDACI10), sinif I ve simif IV (HDACI1 1) sirtuinler olarak adlandirilan dort sinifa
ayrilmaktadir. Siif I HDAClar, tiim dokularda, her yerde bulunan bir niikleer ekspresyon ile
karakterize edilirken, simif IIb HDAC’lar hem ¢ekirdekte hem de sitoplazmada bulunmaktadir.
Smif Ila HDAC’lar esas olarak sitozolik lokalizasyon gostermektedir. Cekirdekte, sitozolde ve
mitokondride lokalize olan HDAC11 ve sirtuinler hakkinda fazla bilgi yoktur (Hull, 2016: 2).
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Sekil 2.1. Histon Deasetilaz inhibitorleri Siniflandirmasi
Kaynak: (Garmpis, 2017: 301)

TNBC: Uglii Negatif Meme Kanseri; HAT: Histon Asetiltransferazlar; HDAC: Histon
Deasetilazlar

9.3.2. Histon Metilasyonuna

Lizin metiltransferazlar (KMT'ler) ve arginin metiltransferazlar (PRMT'ler) histon
demetilasyonuna histon metiltransferazlar (HMT'ler) ve histon demetilazlar (HDM'ler) aracilik
etmektedir. Histon lizinin asetilasyonu, histonlarin elektrik yiikiinii ve dolayisiyla DNA ile
etkilesimlerini etkilerken, histon lizin veya argininin metilasyonu bu elektrostatik bagi
etkilememektedir. Bunun yerine dolayli olarak farkli diizenleyici proteinlerin kromatine
alinmasini ve baglanmasini etkiler (Kaniskan 2017: 102). Histonlarin metillenmesiyle, gen

ifadesi a¢ik ya da kapali konuma gelmektedir.
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9.3.3. Histon Fosforilasyonu

Histona negatif bir yiik vererek daha acik bir kromatin konformasyonuyla sonuglanir.
Fosforillenmis histonlar DNA hasar onarim1 ve mitoz- mayoz ile iligkili kromatin sikismasinin
kontroliinii ve transkripsiyonel aktivitenin diizenlenmesini saglamaktadir. Histon asetilasyonu
ve metilasyonu ile karsilagtirildiginda, histon fosforilasyonu diger histon modifikasyonlart ile
birlikte calisarak aralarinda karsilikli etkilesimler igin bir platform olusturmaktadir (Rossetto,
2012: 1099).

9.3.4. Histon Ubikitinasyonu

Protein ubikitinasyonu, okaryotlarda birgok hiicre sinyal yolundaki hiicresel
fonksiyonun hemen hemen her yoOniinii diizenleyen Onemli bir translasyon sonrasi
modifikasyondur. Ubikitin, ubikuitin-proteazom sistemi tarafindan substrat proteinlerine
konjuge edilen ve boylece hedef proteinlerin stabilitesini ve doniisiimiinii diizenleyen 8.5 kD'lik
bir proteindir. Monoubikitinasyon, protein translokasyonu, DNA hasar sinyali ve
transkripsiyonel diizenlemede kritik bir role sahiptir (Schwertman, 2016: 380.).

10. Histon Deasetilazlar ve Kanser

HDAC’lar, tiimdr hiicresi proliferasyonu, metastaz, anjiyogenez, apoptoza direng ve
hiicre dongiisiiniin degistirilmesi dahil olmak tiizere kanser gelisiminde bir¢ok 6nemli rol
oynamaktadir (Sekil 2.2.). Bu islevlerle iligkili belirli HDAC substratlarini tanimlamak igin
daha fazla caligmaya ihtiya¢ vardir. Histon deasetilazlar, farklilagsma, anjiyogenez ve
metabolizma dahil olmak {izere ¢esitli fizyolojik hiicresel fonksiyonlarda dnemli asetilasyon

seviyelerini korumaktadir (Fajas, 2002: 904).

HDAC aktivitesinin degismesi, bir¢ok kat1 tiimor ve hematolojik malignite tiirii ile
iliskilendirilmektedir (Adams, 2010: 577). HDAC’larin kansere katkida bulunma
mekanizmalari ¢esitlidir. Cogu tiimorde, HDAC’larin anormal ekspresyonu, tiimor baskilayict
genlerin transkripsiyonunu susturarak veya onkogenik yollar1 diizenleyen hedef gen
ekspresyonunu degistirerek onkogenik sinyali uyarmaktadir (Ashraf, 2006: 1057). HDAC’larin
hiicresel fonksiyonlari i¢eren birgok gorevi bulunmaktadir. HDAC3, hiicre ¢ogalmasini tesvik
etmektedir. HDACS'in noroblastom, rahim agzi kanseri ve O6zofagus skuamdz hiicreli
karsinomda asir1 ekspresyonu, hastalarda kotii prognoz ile 6nemli dl¢iide iliskilendirilmektedir
(Vannini, 2004: 15065). HDACI11, néroblastom hiicre hatlarinda hiicre déngiisiinii, apoptozu
ve sagkalimi diizenlemektedir. insan meme kanseri hiicre hatlarinda HDAC1, HDAC6 veya

HDACS'in asir1 ekspresyonu, artan metalloproteinaz-9 (MMP-9) ekspresyonu yoluyla a
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metastaza katkida bulunmaktadir (Park, 2020: 205). Ayrica, HDAC6 ve HDACS'in a-tubulin

asetilasyonu yoluyla kanser hiicre gogiinii ve istilasini diizenlemektedir.

Kanser hiicrelerinin HDAC:H'lerine kars1 artan duyarliligi, kanser hiicrelerinde spesifik
HDAC izoformunun veya HDAC grubunun asir1 ekspresyonundan kaynaklanmaktadir. Buna
gore, HDAC’larin degistirilmis aktivitesi veya ekspresyonu, onlart HDAC inhibisyonuna,
hiicre proliferasyonunun durmasina ve hiicre 6liimiiniin indiiklenmesine kars1 daha duyarl hale
getirmektedir. HDAC’lar gen ekspresyonunu geri doniisiimlii bir sekilde modiile etmekte ve
¢ok sayida kanserin tedavisi igin yeni hedef olarak arastirilmaktadir. HDAC'larin hangi
kanserde ve hangi histopatolojik asamada eksprese edildigini bilmek kanser tedavisine 6nemli
katki saglayacaktir (Kim, 2001: 438).
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Sekil 2.2. Kanser Mekanizmasinda Histon Deasitilazlarin Gorevleri
Kaynak: (Hontecillas, 2020: 3)

11. Kombine Terapide Histon Deasetilaz Inhibitorleri

Epigenomu diizenleyen enzimlerde (histon asetilaz, HDAC ve transkripsiyon faktorleri)
meydana gelen mutasyonlar, genlerin regiilasyonunu degistirerek farkli gen {irlinlerini ortaya

cikarmakta ve kansere yol agmaktadir. Bu sebeple epigenetik degistiriciler, birgok onemli
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kanser tedavisi i¢in hedef olmaktadir (Lodish, 2000). Ozellikle son 10 yilda histon deasetilaz
inhibitorleri (HDACI) hiicre dongiisiinii durdurma, apoptozu indiikleme ve anjiyogenezi inhibe

edici Ozellikleriyle, kanseri tedavi etmede 6nemli ajanlar olarak kabul edilmektedir.
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Sekil 2.3. HDACI ve Kanser Tedavisi
Kaynak: (West)

HDAC inhibitorleri enzimlerin aktif bodlgelerine baglanmasiyla, histonlarin asetil
formda kalmasini saglayarak gen ifade degisikligine neden olmaktadir (Phiel, 2001: 276).
HDACIar kromatini kompakt hale getirdigi icin, hiicrelerin kanser hiicresi olusuna yardim
etmektedir. HDAC inhibitorleri, hiicrelerdeki histon ve histon olmayan proteinlerde
hiperasetilasyonu indiikleyerek hareket ederek hem tiimérlii hemde tiimor olmayan hiicreleri
etkilemektedir. Histonlarin hiperasetilasyonu, tiimor hiicrelerinde epigenetik olarak bastirilmis
genlerin ekspresyonunu degistirir, hiicre dongiisti durmasi, apoptoz, yaslanma, farklilasma ve
ayrica anjiyogenezin inhibisyonuna neden olmaktadir (Falkenberg, 2014: 675). Ayrica timor
hiicreleri normal hiicrelere gore HDACi kaynakli apoptoza daha duyarlidir (Gryder, 2012: 4).

Farkli endikasyonlarin tedavisi i¢in dogrulanmis HDAC aracili etki mekanizmasina
sahip, vorinostat, belinostat, romidepsin, tucidinostat ve panobinostat olmak tizere bes ajan
bulunmaktadir (Jones, 2012: 481). HDAC:i leri baska ajanlarla kombinasyon halinde yeniden
tasarlanmig ve klinik deneylerde test edilmistir. Preklinik ¢aligmalarda valporik asit ile
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desitabinin kombine kullanilmasi olumlu sonug vermekte ve kombine terapinin monoterapiye
oranla etkin oldugunu gostermektedir (Tassara, 2014: 123). Romidepsin, gemsitabin ile
kombinasyon halinde pankreas, meme, kiigiik hiicreli olmayan akciger tiimorleriyle ilgili
calismalarda kullanilmaktadir. Marizomib ve vorinostatin kombine uygulanmasi timor
biiyiimesini %37 oraninda diistirmiistiir (Millward, 2012: 2316). Sentetik bir benzamid HDACIi
olan MS-275 (entinostat veya SNDX-275), 5-azacytidine ile kombine kullanim1 kanser hiicre
sayisini, proliferasyonunu ve canliligini olumsuz yonde etkilemistir (Ryan, 2005: 3915).
Amerikan Gida ve ila¢ Dairesi (FDA) FDA onayli HDACi ‘lerin diger terapotik ajanlarla
kombinasyon halinde degerlendirilmesi olduk¢a umut verici yaklasim olarak goriilmektedir.
HDACI’ leri ile yapilan kombinasyonlarin, genel sagkalim oranini iyilestirmektedir. Ozetle,
HDACI gelecek vaat eden bir hedef teskil etmektedir ve bu alanda daha fazla klinik ¢alismaya
ihtiya¢ duyulmaktadir.

12. Meme Kanserinde Apoptoz Mekanizmasi

Apoptoz, hiicrelerin biyolojik gdrevlerini yerine getirdikten sonra hiicrenin kontrollii
6limiiyle gergeklesen bir siiregtir. Apoptoz, hiicre proliferasyonu arasindaki denge ile kontrol
edilir. Aradaki denge bozuldugunda hiicreler kanser hiicrelerine doniismeye baslamaktadir.
Tiimdr biiyiimesinin sadece kontrolsiiz proliferasyonun degil, ayn1 zamanda azalmis apoptozun
sonucu olduguna dair gliglii kanitlar vardir (Tamm, 2001: 34). Proliferasyon ve apoptoz

arasindaki denge, tlimoriin genel biiylimesini veya gerilemesini belirlemede 6nem tasimaktadir.

Kemoterapi, radyoterapi ve hormonal tedaviler apoptozu indiiklemektedir. Bu nedenle,
apoptozun kontrolii ve diizenlenmesi incelenerek, tiimorlerin biyolojisini molekiiler ve
biyokimyasal diizeyde tanimlanabilir. Bu tanimlamalarin yapilmast ile, timdr gerilemesi ve
tedavinin etkinligini en st diizeye ¢ikarilmasi saglanarak, tedaviye yanit vermeyen tiimorler

icin yeni ilag gelistirme yollarina yon gosterebilecektir (Ellis, 1997: 608).

Apoptozun regiilasyonu, DNA hasar1, ER stresi, hipoksi ve metabolik stres gibi hiicre
i¢i yollar tarafindan baslatilan igsel yollar (intrinsik) ve TRAILR ve FAS 6liim reseptorii
aktivasyonu tarafindan baslatilan digsal yollar (ekstrinsik) olmak {izere iki ana yoldan
diizenlenmektedir. Intrinsik yolun tetikledigi apoptoz daha ¢ok mitokondri iizerinden gelen
sinyalleri islerken, ekstrinsik yolda oliim reseptorleri araciligiyla 6liim sinyallerinin alinmasi

ve islenmesiyle olmaktadir (EImore, 2007: 495).
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Sekil 2.4. Apoptoz Yolagi
Kaynak: (Goldar, 2015)

12.1. Ekstrinsik Apoptoz Yolagi

Oliim reseptérii yolu olarak da bilinen ekstrinsik yol (Igney ve Krammer, 2002), TNF,
FAS-L veya TRAIL oliim ligandlarinin hedef hiicre zarinda bulunan kendi reseptorlerine
baglanmalariyla apoptozu tetiklemektedir (Obeng, 2021: 35). Bu baglanmanin gergeklesmesi
ile adaptor protein FADD ile prokaspaz- 8 proteinlerini bir araya gelerek bir 6liim indiikleyici
sinyal kompleksi (DISC) olusumunu tamamlamaktadir. Boylelikle DISC igerisinde Kaspaz 8
aktive olmaktadir. Aktif kaspaz-8 oncelikle prokaspaz-3,-6,7’ ninde aktiflesmesinin saglandigi
kaskadi baglatir (Sekil 2.4.). FLICE inhibitor proteini (FLIP), Kaspaz 8 in aktivasyonuna
miidahale ederek, Prokaspas 8 in DISC kompleksine baglanmasini engellemekte ve TRAIL
aracilt hiicre 6liimiinii giiglii bir sekilde bloke etmektedir (Roth, 2004: 189).

12.2. intrinsik Apoptoz Yolag

Apoptozun mitokondriyal yolu olarak da bilinen igsel yol, hiicre i¢inde birden fazla

hedef iizerine hareket eden ¢esitli uyaranlar1 icermektedir. Bu apoptoz formu, mitokondriden
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salinan faktorlere baglidir ve pozitif veya negatif bir yoldan baslatilmaktadir. Negatif sinyaller,
hiicrenin yakin ¢evresinde sitokinlerin, hormonlarin ve biiylime faktorlerinin yoklugundan
kaynaklanmaktadir (D'Arcy, 2019: 6). Apoptozu baslatan diger faktorler pozitif sinyal olarak
adlandirilir ve hipoksiye, toksinlere, radyasyona, reaktif oksijen tiirlerine, viriislere ve ¢esitli

toksik ajanlara maruz kalmay1 icermektedir (Brenner, 2009: 875).

Hiicre i¢inde meydana gelen DNA hasari, olusan metabolik stres gibi sinyaller tespit
edildiginde mitokondriden sitokrom c salinir. Mitokondriyal dis zar gecirgenligini (MOMP) ve
sitoplazmaya sitokrom ¢ salinimi, apoptozu tetiklemek igin kritik gereksinimlerdir.
Mitokondriden sitokrom c'nin salinimi BAX (BCL-2 ile iliskili X proteini), BAK (BCL-2
antagonist katil 1), BIM, BID, PUMA gibi proapoptotik BCL-2 ailesi iiyeleri tarafindan pozitif
olarak diizenlenirken BCL-2, BCL-XL, Bcl-w, Al ve MCL1 gibi anti-apoptotik BCL-2 ailesi
tiyeleri negatif olarak diizenlenir (Nijhawan,2003:1475). Sitokrom ¢ salinmasiyla APAF1
proteinine baglanarak, ADP molekiiliit ATP ye doniisiir ve heptamerik apoptozom kompleksi
olusturur. Olusan bu komplekse prokaspaz 9 baglanarak kaspaz 9°u aktive eder. Kaspaz 9’ un
aktiflesmesiyle prokaspaz —3,-6 ve -7’nin kesilimleri gerceklesmektedir. Bu sinyal yolaginda

kaspaz 3’ iin aktivasyonu sonrasinda geri doniisiim olmamaktadir (Bhola 2016, 696).

BCL-2 protein ailesi iiyelerinin diizeyi, hiicre ¢ekirdeginde meydana gelen genomik
degisiklikler ile artmaktadir. Her bir BCL-2 proteini apoptozdan sorumlu evrimsel siiregte
korunmus homoloji alanlar1 (BH1, BH2, BH3 ve BH4) icermektedir. BCL-2 ailesi BH
alanlarina gore li¢ alt bolgeye ayrilmaktadir. 4BH bolgesi igeren anti-apoptik BCL-2 proteinleri
(BCL-2, BCL- X, BCL-W, MCL-1, A1l/BFL-1), mitokondri membranindaki BAX ve BAD
pro-apoptotik proteinleri bloke etmekte, 3H bolgesi i¢eren pro-apoptik BCL-2 proteinleri
(BAX, BAK, BOK) dis mitokondriyal zardaki gecirgenligin artmasini saglamaktadir. Sadece
BH3 igeren pro-apoptik BCL-2 proteinleri (BIK, BIM, NOXA, BiD, BAD, BFK, EGI-1,
BNIP3, Beclin-1) ise mitokondriyal BAX veya BAK ile etkilesime girerek yapisal
degisikliklere neden olmaktadirlar (Kvansakul, 2017:290). BCL-2 ailesinde bulunan BCL-2 ve
BCL-X_ anti-apoptotik proteinler, pro-apoptotik proteinler olan BAX ve BAK’m
aktivasyonunu engellemektedir. BAX ve BAK, mitokondri dis zarinda MOMP'a neden olan
makro gozenekler olusturduklari ig¢in apoptozun merkezi efektorleridir. Aktivator proteinler
BIM, BID ve PUMA, BAX ve BAK’1 dogrudan aktive etmekte iken; BAD, NOXA, BIK, BMF,
HRK proteinleri

BAX ve BAK' dogrudan aktive etmemektedir. Fakat, bu proteinler anti-apoptotik
proteinleri (yani, BCL-2, BCL-XL, MCLI1) inhibe ederek 6nemli diizenleme saglamaktadir.
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BAD proteini BCL-2, BCL-W, BCL-XL'ye baglanmak i¢in daha gii¢lii bir afinite gosterirken
MCL1 proteini ise daha zay1f bir afiniteye sahiptir (Tsujimoto, 1998: 701).

Tiimor baskilayici protein olan P53; DNA hasari, hipoksi ve onkogen aktivasyonu gibi
hiicresel streslere yanit olarak hiicre dongiisii durmasin1 ve apoptozu indiikleyerek hiicresel
proliferasyonu sinirlamaktadir. P53 tarafindan transkripsiyonel olarak diizenlenen apoptozla
iligkili birgok gen tanimlanmistir. Bu genler P53 i¢in efektor islevini gérmektedir (Aubrey,
2018: 105) B). P53 DNA’ ya bagladiginda, P21 proteini uyarilir, P21 proteini sikline bagimli
kinaz 2 cycline dependent kinase 2 (CDK2) ile kompleks olusturarak hiicre boéliinmesini
durdurmaktadir. P53 geninde mutasyon gergeklesirse bu baglanma olusmadigindan hiicre
kontrolsiizce gogalir. Onkogen aktivasyonuna yanit olarak, P53, BAX trans aktivasyonunu,
sitozolden membranlara mitokondriden sitokrom ¢ salinimin1 ve kaspaz-9 aktivasyonunu igeren

lineer bir yol araciligiyla apoptoza aracilik etmektedir (Shen, 2001: 56).
12.3. Kaspazlar

Kaspazlar, hiicre 6liimii ve iltihaplanma tepkilerinde merkezi olarak yer alan, evrimsel
olarak korunmus bir sistein proteaz ailesidir. Isimlerini, aspartik asit rezidiilerini kesmek igin
sistein rezidiilerini kullanmalarindan dolayr almislardir (Crawford, 2011: 155). Insanlarda 14
kaspaz kesfedilmis ve fonksiyonlarina gore ii¢ gruba ayrilmistir. Inflamasyon kaspazlar1 olarak
bilinen birinci grup kaspazlar, Kaspaz-1,-4,-5 ve-12’dir. En iyi bilinen Kaspaz -1 proteini,
inflamasyon siirecinde IL-16 ve ile 18 ‘i aktive etmektedir. Efektor kaspazlar olarak bilinen
ikinci grup kaspazlari, apoptoz sirasinda hiicredeki hedefleri kesmekten sorumlu olan kaspaz-
3,-6 ve 7 olusturmaktadir. Grup ii¢ ya da 6ncii kaspazlar olan kaspaz-2,-8,-9 ve -10 protein
etkilesim bolgesine sahip (CARD) ve efektor kaspazda bulunan EXD sekansini kesmektedir
(Nagata, 2018: 490).

13. Kullanilan laclar ve Mekanizmlar
13.1. Capecitabine Mekanizmasi

5-florourasil (5-FU), gii¢li bir antimetabolittir ve ilk olarak Heidelberger tarafindan
1950’ 1i yillarda sentezlenmistir. Capecitabine (Xeloda, Roche), antineoplastik aktiviteye sahip
bir floropirimidin karbamattir (Sekil 2.5). Capecitabine hem kolorektal kanserli hem de meme
kanserli hastalarda tekli ve kombine kullanimiyla Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag
Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmistir. Capecitabine’in kimyasal ad1 5'-deoksi-5-floro-N-
[(pentiloksi) karbonil] -sitidindir (CisH22FN3Oe) ve molekiiler agirligi 359.35 g/mol diir
(Schuller, 2000: 292)
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Urasil ve timin igeren Capecitabine, bir¢ok insan timdriinde yiiksek konsantrasyonda
timidin fosforilaz enzimi bulunmas1 durumundan yola ¢ikilarak gelistirilmistir. Capecitabine,
uygulama kolaylig1 saglamakta ve diisiik toksisite 6zelligi gostermektedir (Miwa, 1998: 1276).
Bir¢ok tiimorde daha yiiksek konsantrasyonlarda eksprese edilen enzimler tarafindan
florourasil'e doniistiiriilene kadar ¢cok az farmakolojik aktiviteye sahip olan, FU’ e alternatif

olarak gelistirilmis bir bir 6n ilagtir.
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Sekil 2.5. Capecitabine’nin Kimyasal Yapisi
Kaynak: (Desmoulin, 2002)

Etki Mekanizmasi

5-Fluorourasil (5-FU), hiicre dongiisiiniin S fazi boyunca timidilat mevcudiyetini
kisitlayarak DNA sentezini inhibe etmekte ve hiicreleri apoptoza indiikklemektedir. Pirimidin
katabolizmasinda rol oynayan DPD (dihidroprimidin dehidrojenaz) ve Capecitabine’nin 5FU
dontismesinde rol oynayan CDA, Capecitabine metabolizmasi agisindan olduk¢a onemlidir
(Baskin, 2011). Capecitabine, bagirsak duvarindan bozulmadan emilmekte ve daha sonra ii¢
reaksiyon seklinde farkli enzimler tarafindan Kkatalize edilmektedir. Birinci reaksiyonda,
Capecitabine karacigerde bulunan karboksilesteraz ile aktif olmayan bir ara madde 5'-deoksi-
S5'fluorositidine dondstiiriilir. 5'-DFCR  karacigerde, sitidin deaminaz ile 5p-deoksi-5-
fluorouridin (5'-DFUR) 'e doniistiiriiliir. Ugiincii reaksiyon sirasinda, 5'-deoksi-5-florouridin
dokudaki timidin fosforilaz (TP) enzimi tarafindan 5-FU'ya doniistiiriiliir (Siddique, 2019: 402)
(Sekil 2.6.).

Saglikli doku ile tiimorlii doku karsilastirildiginda, TP enziminin aktivitesi, timor

dokusunda daha yiiksek seviyededir (Karakulak vd., 2016: 73). Primidin metabolizmasinda yer
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alan TP ve timidilat sentaz (TS) enzimlerinin ekspresyon diizeyi kanser hiicrelerinin ilaca
hassasiyetiyle iliskilendirilmektedir (Tablo 2.2). Antikanser ilaglara duyarliligi 6ngéren bu

molekiiler belirtecler, yalnizca potansiyel yanit verenlerin se¢ilmesinde degil, ayn1 zamanda

yeni kombinasyonlarin gelistirilmesinde de 6nemlidir (Mohammadian vd., 2019: 442).
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Sekil 2.6. Capecitabine’nin Etki Mekanizmasi CE: Karboksil Esteraz, CD: Sitidin De Aminaz
Kaynak: (Wang, 2014: 503)
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Tablo 2.1. Toksisiteyi Ongérmek Amaciyla Kullanilan Molekiiler Yapilar Kaynak: (Baskin,

2011)
Kimyasal Adi Biyobelirteg Rolii Sonugla iliskisi
5-Florourasil DPD 5-FU DPD enzimindeki
metabolizmasindaki  defekt 6liimciil
hiz sinirlandirict toksisitelere sebep
olabilir.
Capecitabine (5- TS 5-FU Enzimin ekspresyon
FU oral analogu) metabolizmasinda diizeyleri timoriin 5-
dUMP’nin FU hassasiyeti ile
metillenerek dTMP’e iliskilendirilmektedir
dontlistimiini
katalizler
5-FU
metabolizmasindaki
ilk enzimdir .
Enzimin ekspresyon
diizeyi kanser
TP hiicrelerinin, ilaca
hassasiyetiyle
iliskilendirilmektedir
Pirimidin
Ei;a:’gﬁgginda ol zimin eksikligi
ciddi toksisite
durumlartyla
iliskilendirilmektedir
DPD

Capecitabine, viicutta hizla emilir ve doruk konsantrasyonuna 2 saat igin de
ulagmaktadir. 0,55 ila 0,89 saat gibi kisa bir yar1 6mre sahiptir. Capecitabine ve metabolitler ilk

12 saatte %2,64 oraninda diski ile %95 oraninda idrarla tamamen viicuttan atilmaktadir.

Capecitabine hem tek bir ajan olarak hem de diger ilaglarla kombine olarak meme
kanseri tedavisinde kullanilmaktadir. Capecitabine; dosetaksel, paklitaksel, mitomisin gibi

cesitli kemoterapotikler ile kombine olarak uygulandiginda kanser hiicreleri iizerinde daha fazla
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etki gostermektedir (Joennsu, 2017: 293). Tiimor tizerine uygulanan, Capecitabine ve trifluridin

/ tipiracil kombinasyonu antitimor etkinligi arttirmistir (Raedler, 2016: 98).
13.2. Mocetinostat Mekanizmasi

Mocetinostat (MGCDO0103), 6zellikle Siif I (izoform 1, 2 ve 3) ve Smif IV (izoform
11) HDAC (Histon de-asetiltransferaz) 'lari inhibe eden Kanadada MethylGene tarafindan
gelistirilen HDAC inhibitoriidiir. Bir benzamid olan Mocetinostat’mn molekiiler formiili
C23H20N6O iken molekiiler agirligi 396.4 g/moldiir (Luger, 2013:31) (Sekil 2.7.).
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Sekil 2.7. Mocetinostat Kimyasal Yapisi
Kaynak: (Marson, 2015: 6804)

Etki Mekanizmasi

Mocetinostat, HDACI, HDACII, HDACII ve HDACI1'i secici olarak inhibe
etmektedir. Boylelikle, tiimor hiicrelerinde epigenetik degisiklikler meydana gelmekte ve
dolayisiyla tiimér hiicresi 6liimiine neden olmaktadir. Mocetinostat, miyeloid tedavisi i¢in Faz
[ agamasinda olup, diger kanserlerin tedavisi i¢in klinik denemeleri hala devam etmektedir. Kati
timorler ve hematolojik maligniteler i¢in Faz I/Il denemelerinde c¢alisilmaktadir.
Mocetinostat’in, mide, kolon, meme, prostat kanser hiicreleri {izerinde uzun siireli inhibe edici
aktivite gosterdigi belirtilmistir (Fournel, 2008: 760). MGCDO0103'iin yar1 émriiniin 6,7 ila 12,2
saat arasinda degismekte ve tekrarlanan dozlardan sonra dokularda birikme
gozlemlenmemektedir. Mocetinostat, hepatik metabolizmaya ugramakta ve fekal yollarla

elimine edilmektedir.

Mocetinostat’in hiicreler tizerinde kesin mekanizmasi heniiz tanimlanmamis olmasina
ragmen; apoptoz, farklilagsma, hiicre siklusu tutulumu, oksidatif stres ve otofaji lizerinde etkisi

oldugu gosterilmistir. Mocetinostat'in kat1 tiimorlerin tedavisi igin diger antitiimor ajanlarla

32



birlestirilmesi umut verici ek bir yaklasimdir ve klinik olarak degerlendirilmektedir (Cai,
2015.). Mocetinostat Mcl-1 proteininin ekspresyonu azaltarak ve Bax translokasyonunu
uyararak hiicreleri apoptozise yonlendirmistir (EI-Khoury vd. 2010). Ayrica mocetinostat
tiimor hiicrelerinde immiin ile iligkili genleri ve ayrica tiimor mikro ¢evresindeki immiin hiicre

tiplerini kontroliinii sagladigi gosterilmistir (Brierre, 2018: 382).
14. 4T1 Meme Kanseri Hiicre Hatt1 Ozellikleri

4T1 fare meme kanseri hiicre hatt1 calismanin hem in vivo hemde invitro kistminda
deney sonuglarinin paralellik saglamasi agisindan seg¢ilmistir. 4T1 meme karsinomu, yiiksek
oranda tiimdrijenik ve invaziv 6zellik gdstermesiyle ¢cogu tiimor modelinin aksine, meme
bezindeki birincil tiimdrden lenf diiglimleri, kan, karaciger, akciger, beyin, dokularina metastaz
yapmaktadir (Plaski, 2011: 2). 4T1 fare meme kanseri hiicre hatti, dstrojen reseptorii (ER),
progesteron reseptdrii (PR) ve epidermal biiylime faktorii reseptorii 2 (HER2) ekspresyonu
olmadig1 i¢in insan metastatik ti¢lii negatif meme kanserine (TNBC) benzemektedir. 4T1 meme
karsinomu hiicre hatti, ilk olarak Fred Miller ve Karmanos Kanser Enstitiisii'ndeki ¢alisma

arkadaslar1 tarafindan izole edilmistir (Miller, 1983: 22).

4T1 fare meme kanseri hiicre hatti 6-tioguanine karsi direncglidir. Bu o6zelligi ile
yayildiklarinda bile submikroskopik seviyelerde metastatik hiicrelerin kesin olarak dlglilmesini

saglamaktadir.

4T1 hiicrelerinin boliinme siireleri ortalama 14 saattir (Sekil 2.8). 4T1 hiicre hatt1
kolayca meme bezine nakledilmekte, anatomik olarak dogru bolgede biiyiimektedir. 4T1 ayni
zamanda ve immiin alicilara, hedefleme ve terapotik maddelere verilen cevabr dogru sekilde

taklit edebilmektedir (Francia vd., 2011: 136).

Sekil 2.8. 4T1 Hiicrelerinin Morfolojik Gorlintiisii
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Yaptigimiz bu calismada; 4T1 meme kanseri hiicre hatt1 ve 4T1 meme kanseri ile
indiiklenmis meme kanseri modelinde, Capecitabine ve Mocetinostat’in tekli ve kombine
kullaniminin, 4T1 hiicreleri lizerinde sitotoksik, antiproliferatif etkisini ve apoptotik siirecte,
yer alan Bcl-2, HDACI, Akt, PI3K, C-myc, HDACIII, Bax, Kaspaz-3, PTEN, Kaspaz-7,

Kaspaz-9, p53 protein seviyelerinin birbiri ile iliskisini aragtirmay1 amagladik.
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1. Gerecler

1.1. Cihazlar

UCUNCU BOLUM

GEREC VE YONTEM

Tablo 3.1. Laboratuvarda Kullanilan Cihazlarin Adi ve Markalari

Cihaz Ad1

Cihaz Markasi

Buz Makinasi

Buzdolabi (+4 °C/-20 °C /-80 °C)

Etuv

CO2’li Inkiibator

Hassas Terazi

Dikey Elektroforez Sistemi
Distile Su Cihazi

Western Transfer Sistemi
ELISA

Jel Goriintiileme Sistemi
Laminar Flow (Steril Kabin)
Neubauer Tip Thoma Lami1
Invert Mikroskop
Manyetik Karistirict

Su Banyosu

Sogutmali Santrifiij Cihazi
Yatay calkalayici1 (Shaker)
Rotator

pH Metre

Pasteur Firin1

Otomatik Pipet/Pipet Seti
Otoklav Cihazi

Vorteks

Biobase
Regal/Bosch/Panasonic

Jeio Tech-IB-E

Memmert

Ohaus

Cleaver

Mes

Biorad

ThermoFisher Scientific
TS100 Gel Logic-212 Pro
Scanlaf-Mars

Marienfeld Superior

Nikon Eclipse Safety Classe 2
Mtops MS300Hs

Niive- NF-800

Thermo Scientific-Micro CL 21R
Lab Companion SK-300
BioSan Multi Bio RS-24
Inolab-PH 7110

Jeio Tech-ON-12

Nichiryo/ Thermo Scientific
HMC Hiclave HG-80

Jeio Tech, Lab Companion




1.2. Kimyasallar

Tablo 3.2. Laboratuvarda Kullanilan Kimyasallarin Adi1 ve Markasi

Kimyasal ad1 Markasi
MTT Reagent Glentham Life Sciences
Sodyum Kloriir CalbioChem

Glasiyal Asetik Asit-2X Laemmli-
Acr/Bisacrilamid- Coommasie Brilliant Blue
Broadford Reagent- Metanol- Tripsin-EDTA- Sigma

SDS

Penicilin/Streptomycin- FBS Biological Industries
2- Propanol Merck Millopore
Protein Marker (11-250 kDa) Invitrogen

%>5’lik Yagsiz Siit- 10X TBS/10X TBS-T- CST
Sekonder antikor(fare)- Ripa Buffer- PMSF

BSA Carlo Erba
Mocetinostat- Capecitabine MedChem

APS- ECL Thermo Scientific
DMEM-F12 Gibco

DMSO Merck Millopore
Tripan Blue Soliisyonu (%0,4) Amresco

Primer Antikor CST/ Santa Cruz




1.3. Sarf Malzemeler

Tablo 3.3. Laboratuvarda Kullanilan Sarf Malzemeler ve Markasi

Sarf adx Markasi

T75 cm2- T25 Flask Thermo Scientific

1,5 ml Toplama Tiipii- 2 ml Toplama Tiipii  Isolab
Cryo Tiip (2 ml)- Cam Sise-

6 Kuyucuklu Petri SPL

PVDF Membran Merk Millopore
Whatman Kagidi Biorad
Enjektor (10 ml) Ayset

5 ml -10 ml Serolojik Pipet- Euro clone

15 ml Falkon

50 ml Falkon

1.4. Tamponlar

MTT (3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) Soliisyonu:

10 ml PBS igerisinde 0,05 g MTT kimyasali tartilmis ve olusan karisim, filtreden gegirildikten

sonra -20 °C’de saklandi.

Hiicre dondurma ortamu: Filtreden gecirilen, 9 ml fetal sigir serumu (FBS) ve 1 ml

dimetilstilfoksit (DMSO) karistirildiktan sonra -20° °C de saklandi.

APS (%10): 100 mg amonyum persiilfat, 1 ml dH20’da ¢6zdiiriilerek hazirlandi.

Transfer (Towbin) Tamponu (1X): 10X Transfer tamponundan 100 ml alinip {izerine

200 ml metanol eklenerek distile su ile 1000 m1’ye tamamlanarak hazirlandi.

Tris-HCI (10 mM/pH:8): 0,0121 g Tris 10 ml dH>O’da ¢ozdiiriildiikten sonra pH:8’e

ayarlandi.

Yagsiz siit (%5): 5 g yagsiz siit tozu 100 ml TBS-T (1X) tamponunda ¢ozdiiriilerek

hazirlandi.
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TBS soliisyonu: 6.05 g Tris ve 8.76 g NaCl 800 mL H>0 i¢inde ¢ozdiiriildii. 1 M HCI

ile pH'1 7.5'e ayarlanip iizeri 1 litre H20 ya tamamlandi,

TBST soliisyonu: TBS soliisyonuna %1’ lik tween 20 eklenmesiyle elde edildi.

1X PBS tamponu: Miktarlari ile birlikte verilen kimyasallar, distile su ile 1000 ml’ ye

tamamlanmis ve otoklavlandiktan sonra +4 °C’de sakland1 (pH 7.4) (Cizelge 3.4.).

Tablo 3.4. PBS Tampon Igerigi

Icerik Miktar
NaCl 8¢
KCI 0,29
NazHPO4 1,44 g
KH2PO4 0,24 g

Coommasie Brillant Blue: Miktarlari ile birlikte verilen kimyasallar distile su ile 250

ml ye tamamlandiktan sonra +4 °C’de saklandi (Cizelge 3.5.).

Tablo 3.5. Coommasie Brillant Blue icerigi

Icerik Miktar
Coommasie 0,259
dH:20 125 ml
Glasiyal asetik asit 25 ml
Metanol 100 mi

Destaining Soliisyonu: Miktarlari ile birlikte verilen kimyasallar distile su ile 250 ml

ye tamamlandiktan sonra +4 °C’de saklandi (Cizelge 3.6).
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Tablo 3.6. Destaining Soliisyon igerigi

Icerik Miktar
dH20 50 ml
Glasiyal asetik asit 10 ml
Metanol 90 ml

Avirici Tampon (1,5 M): Miktarlar ile birlikte verilen kimyasallar distile su ile 1000

ml’ ye tamamlandiktan sonra +4 °C’de saklandi(pH:8,8) (Cizelge 3.7.).

Tablo 3.7. Ayirict Tampon Icerigi

Icerik Miktar
Tris 181,59
SDS 4q

Yiikleme Tamponu (0,5 M): Miktarlar ile birlikte verilen kimyasallar distile su ile

1000 ml’ye tamamlandiktan sonra, sonra +4 °C’de saklandi (pH:6,8) (Cizelge 3.8-9).

SDS Poliakrilamid Jel
Tablo 3.8. %4’liik SDS Poliakrilamid Yiikleme Jeli igerigi

Icerik Miktar

dH20 1,15 ml
Tris-HCI-SDS 290 ul (0,5 M pH: 6,8)
Acr/Bis (%30, %0,8 w/v) 300 pl

APS 11,25 ul

TEMED 3,75 ul
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Tablo 3.9. %12,5’luk SDS Poliakrilamid Ayirma Jeli igerigi

Icerik Miktar

dH20 1,78 ml

Tris-HCI-SDS 1,445 ml (1,5M pH:8,8)
Acr/Bis (%30, %0,8 w/v) 2,340 ml

APS 32 ul

TEMED 9,5 ul

Transfer (Towbin) Tamponu (10X): Miktarlari ile birlikte verilen kimyasallar distile

su ile 1000 m1’ye tamamlandiktan sonra, sonra +4 °C’de saklandi (pH:8,3) (Cizelge 3.10).

Tablo 3.10. 10X Transfer Tamponu Icerigi

Icerik Miktar
Tris 30,25 ¢
Glisin 144q

1.5. Kullanilan Hiicre Hatt1

4T1 fare meme kanseri hiicre hatt:1 Ege Universitesi Biyomiihendislik B8liimii Dog. Dr.

Ayse NALBANTSOY tarafindan temin edilmistir.

2. Yontemler
2.1. Hiicre Kiiltiira

4T1 fare meme kanseri hiicre hatt:1 Ege Universitesi Biyomiihendislik B8liimii Dog. Dr.
Ayse NALBANTSOY tarafindan temin edilmistir. 4T1 meme kanseri hiicresi i¢in kullanilan
medyanin temel icerigi DMEM F12 olmakla birlikte, besiyerine %10 oraninda FBS ve
mikrobiyal enfeksiyon gelismesini engellemek igin %0,1 oraninda penisilin-streptomisin
eklenmistir. Hiicre hattiin kiiltiri %5 CO2 ve 37 °C sicaklik sartlari saglayan
karbondioksitli inkiibatorde (Memmert) steril sartlarda yapilmistir. Hiicrelerin pasajlanmasi

asagidaki islemleri takip ederek yapilmistir;

1. Hiicrelerin T25/75 flasklara ekimi yapilmaistir.

2. Hiicreler %80 yogunluga ulastiklarinda, flasktaki eski besiyeri uzaklastirilip, hiicreler
tizerine 2 ml fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) eklenerek ii¢ kez yikama islemi
yapilmistir.
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3. Daha sonra PBS flasklardan uzaklastirilip, hiicreler iizerine 2 ml Tripsin-EDTA
¢ozeltisi eklenerek flask yiizeyinden ayrilmasi igin inkiibatorde 3- 5 dk bekletilmistir.

4. Tripsin inaktivasyonu icin eklenilen miktar kadar besi yeri eklendi ve hiicreler 15 lik
falkona alinmistir. Santrifiij islemi 1200 rpm’de 3 dk yapilmistir.

5. Siipernatant atilarak, pellet tizerine 1ml taze besi yeri eklenmistir ve hemositometrede
hiicre sayim1 gergeklestirilmistir. Hiicre sayimi belirlenen alanlarda yapilmistir (Sekil

3.1).

Hiicre sayimi i¢in, Hiicre Konsantrasyonu (hiicre/ml) = Hiicre sayis1 x 10.000/ Diliisyon

faktorii X Alan sayist formiilii kullanilmastir.

6. Sayilan hiicreler, yapilacak deneylere gore ayrilmak iizere T25/T75 flasklara yeniden

ekimi yapilmistir.

Sekil 3.1. Thoma Lami ve Sayim Alani
(Saymm 1 olarak adlandirilan 4 biiyiik karede yapildi)

2.2. Kimyasallarin Hazirlanmasi

Mocetinostat (Ma: 396,454 g/mol) ve Capecitabine (Ma: 359,35 g/mol) Medchem

Express (New York, USA) firmasindan temin edilmistir. Kimyasallarin stok ¢ozeltileri sirasi
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ile ImM ve 5SmM olmak iizere DMSO (Dimethyl sulfoxide) ile hazirlanmigtir. Hazirlanan

kimyasallar 0.22 um steril filtreden gegirilmistir. Calisma stoklar1 besiyeri ile diliie edilmistir.
2.3. Hiicre Canlihiginin Belirlenmesi, MTT Analizi

MTT analizi, hiicre canlilifinin, ¢ogalmasinin ve sitotoksisitenin bir gostergesi olarak
hiicresel metabolik aktiviteyi Olgmek i¢in kullanilmigtir.  MTT, canli hiicrelerin
mitokondrilerinde meydana gelen dehidrojenazlar tarafindan tetrazolyum bilesiginin suda
¢Oziinmeyen formazan kristallerine enzimatik doniistimii prensibine dayanan kalorimetrik bir
ol¢iim yontemidir. Hiicre sayimi yapildiktan sonra, 96 kuyucuklu petrilere her kuyucukta 6x10°
hiicre olacak sekilde 4T1 hiicrelerinin ekimi gerceklestirilmis ve 24 saat hiicrelerin plate
yapigsmasi ic¢in beklenilmistir. Hiicrelere Mocetinostat’in (1,675 uM- 25uM) ve
Capecitabine’nin (800 uM- 2000 pM) belirlenen doz araliklarinda uygulamasi yapilmistir. 48
saatin ardindan hiicreler iizerine 10 ul MTT eklenmis ve hiicreler 4 saat boyunca inkiibe
edilmistir. inkiibasyon sonrasinda MTT eklenen besiyeri uzaklastirilip, yerine 100 ul DMSO
eklenmistir ve 5 dk karanlikta bekletilmistir. ELIZA (Multiskan™ FC Microplate Photometer,
ThermoFisher Scientific, Multiskan FC China) okuyucuda 590 nm’ de olglim
gerceklestirilmistir.

Inhibisyon sonuglarmin yiizdesi (ICso), Y = mx + C (Y = inhibisyon, x = Konsantrasyon,

C = Sabit, m = Katsayis1) formiilii kullanilarak hesaplanmaistir.
2.4. Hiicre Morfolojisi Analizi

Hiicre morfolojisi analizi, uygulanan kimyasallarin hiicreler iizerindeki morfolojik
degisimleri gozlemlemek icin yapilmustir. 4T1 hiicreleri, her kuyucukta 1 x 10° hiicre
yogunlugunda olmak tizere 6 kuyucuklu petrilere ekimi yapilmistir. Hiicreler flask yiizeyine
yapistiktan sonra, tiim kimyasallar ICso degerlerinde kuyucuklara eklenmistir. 0, 24, 48 ve 72

saat sonrasinda hiicrelerin morfolojileri inverted mikroskopta incelenmistir.
2.5. Hiicre Sagkalim Tayini

Hiicre sagkalim deneyi, hiicrelere kimyasal uygulandiktan sonra, canli hiicre yiizdesini
O0lcmek icin tripan blue boyasi kullanilarak yapilan deneydir. Canli hiicreler, membran
biitiinliigli bozulmadigindan tripan blue ile boyanmazken, membran biitiinliigli bozulan 6l
hiicreler ise boyanmaktadir. Hiicre canlili§i, boyanmis ve boyanmamis hiicre orani ile yiizde
olarak hesaplanabilmektedir. Oncelikle, 6 kuyucuklu petri igerisine 5x10* hiicre 2 ml besiyeri
ile kuyucuklara ekimi yapilmistir. Hiicreler 37°C ve %5 CO2’li inkiibatérde 24 saat inkiibe

edilerek, hiicrelerin yiizeye yapismalari saglanmustir. Inkiibasyonun ardindan kuyucuklar

42


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/dimethyl-sulfoxide

icerisindeki besiyeri pipetle uzaklastirillmigtir. MTT testi sonucunda belirlenen ICso degerleri,
Mocetinostat i¢in 3,125 uM, Capecitabine i¢cin 1700 pM. Capecitabine +Mocetinostat i¢in 50
uM +1,5 uM hiicrelere uygulanmistir. Hiicreler Mocetinostat, Capecitabine ve kombine gruplar
olacak sekilde ayrild1 ve hiicreler 24, 48, 72 ve 96. saatlerde sayimlar1 yapilmak {izere inkiibe
edilmistir. Belirlenen saatlerde hiicrelere tripsinizasyon islemi yapilmis ve toplama tiipiine
hiicreler alinmigtir. 2000 rpm’de +4°C’de 5 dk santrifiij edilmistir. Pellet iizerine 50 ul besiyeri

ve 50 ul tripan mavi boyasi eklenerek hemositometrede sayimi yapilmustir.
2.6. DNA Fragmentasyon Analizi

Apoptoz yoluyla hiicre oliimiinii dogrulamak i¢in agaroz jel elektroforez yontemi
kullanilarak DNA laddering analizi yapilmustir. 4T1 hiicreleri (1x10°), T75 flasklara ekilerek
ve 24 saat inkiibe edildi. Hiicrelere Mocetinostat (3,125 uM), Capecitabine (1700 pM),
Capecitabine+Mocetinostat (1,5 uM +50 uM) uygulanmistir. 48 saat inkiibasyondan sonra
gruplardaki hiicrelerin DNA izolasyonu gergeklestirilerek, 0.1 ug/mL etidyum bromiir igeren

%2’lik agaroz jelde goriintiisii analiz edilmistir.
2.7. Yara Iyilesme Deneyi

Capecitabine (1700 uM), Mocetinostat (3,125 uM), Capecitabine +Mocetinostat (1,5
uM +50 pM)’in hiicreler ilizerine uygulanmasinin, lateral hiicre gog¢ii ve hiicre-hiicre
etkilesimlerinin  incelenebilmesi  igin  yara iyilesmesi (wound-healing)  deneyi
gerceklestirilmigtir. 5x10* hiicre 2 ml besiyeri ile hazirlamp 6 kuyucuklu petrilere ekimi
yapilmustir. Hiicreler flask ylizeyine yapistiktan sonra, yapisan hiicreler tizerine 200 ul’lik pipet
ucu ile diiz bir hat olusturulmustur. Yiizeyden ayrilan hiicreler, PBS ile yikanmistir. Yikama
sonrasi kontrol grubuna sadece besiyeri eklenirken, diger kuyucuklara ICso degerinde
Capecitabine, Mocetinostat, Capecitabine+Mocetinostat eklenmistir. Belirlenen saatlerde yara

genisligi inverted mikroskop ile kaydedilmistir. Deneyler ti¢ tekrarl gerceklestirilmistir.
2.8. Koloni Olusum Deneyi

Capecitabine ve Mocetinostat’in hiicrelerdeki metastatik etkisini gdsterme ve bu ilaglara
maruz kalan tek hiicrelerin koloniler halinde biiyliyebilme yetenegine dayanan deneydir.
Hiicreler 6 kuyucuklu petrilere 1X10* hiicre ekilmistir. 24 saat sonra belirlenen ilag dozlar
hiicreler tizerine uygulanmis ve yaklasik 12 giin boyunca %5 COz2 i¢eren nemli 37°C’de inkiibe
edilmistir. Hiicrelerin ii¢ giinde bir besiyeri degistirilerek yaklasik 12 giin sonra hiicreler

mikroskop altinda incelenmistir. Hiicreler iki kez PBS ile yikanmistir. Daha sonra hiicreler, 15
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dakika boyunca metanol ile sabitlenerek Giemsa Boyasi ile boyanmis ve inverted mikroskop

altinda incelenmistir.
2.9. Western Blot Deneyi

Western Blot Deneyi, 4T1 meme kanseri hiicrelerine uygulanan Capecitabine (1700
uM), Mocetinostat (3,125 uM) ve Capecitabine 50 pM+ Mocetinostat’in (1,5 uM) apoptotik

sinyal yolu iizerinde yer alan proteinler lizerindeki etkisini incelemek i¢in gergeklestirilmistir.
2.9.1. Total Protein izolasyonu

Hiicrelerden protein izole etmek igin, 1x10° hiicre T25 flask icerisine ekildi ve
hiicrelerin flask yiizeyine yapismasi i¢in 24 sa. 37C %5 CO2’li inkiibatorde inkiibe edildi.
Flasklar kontrol Capecitabine, Mocetinostat, Capecitabine + Mocetinostat grubu, olmak {izere
dort gruba ayrildi. Kontrol grubuna sadece besiyeri eklenirken; diger gruplara belirlenen ilaglar
eklenmistir. 24 saat sonunda eski besiyeri uzaklastirilarak hiicreler 2ml soguk 1X PBS ile
yikanarak scraper ile hiicreler flask yilizeyinden ayrilmistir. Toplama tiipiine alinan hiicreler,
13200 rpm’de +4C’de 2 dk. santrifiij edilmistir. Pellete proteaz aktivitesini inhibe eden ve
verimli hiicre lizizi saglayan 50 pl RIPA soliisyonu (sodyum deoksikolat, %10 SDS, 10 mM
Tris-HCI pH: 7.5, 2 mM EDTA150 mM NaCl, NP 40) eklenmistir. Ornekler, 5 dk. buz
tizerinde, daha sonra oda sicakliginda 15 dk. bekletilmistir. Hiicreler 13200 rpm’de 15 dk.
+4°C’ de santrifiij edilmis ve ornekler -80 C’ ye kaldirilmastir.

2.9.1.1. Protein Konsantrasyonlarinin Bradford Yontemi ile Belirlenmesi

Bradford protein testi, ¢gesitli protein konsantrasyonlarina yanit olarak bir boyanin farkl
renk degisimine dayanan bir boya baglama testidir. Bradford yontemi konsantrasyonu bilinen
BSA (Bovine Serum Albumine) degerini baz alarak konsantrasyonu bilinmeyen protein
degerinin hesaplanmasi amaciyla yapilmaktadir. Oncelikle BSA, 0.025 g tartilarak 1 ml suda
¢oziilerek hazirlanmis ve diliie edilmistir. 96 kuyucuklu petrilere 1, 2, 3, 4, 5’er ul BSA iizerine
200 pl bradford reaktifi eklenmistir. Diger kuyucuklara Kontrol, Mocetinostat, Capecitabine ve
CapecitabinetMocetinostat gruplarindan 1 pl 6rnek alinarak tizerine 200 ul bradford reaktifi
eklenmistir. Her ornekten 3 kuyucuk hazirlanmistir. Ornekler oda sicakliginda 5 dk.
bekletildikten sonra ELISA Reader’da 595 nm’de 6l¢iimii yapilmistir. Excel programina veriler
kaydedilmis ve ortalamalar1 (AV) alinmistir. y=ax denklemine gore jele yiiklenecek protein
miktart (ul) hesaplanmigtir. Proteinler jele yiiklenmeden once, 1:1 oraninda 2X Laemmli ile

siispanse edilip su banyosunda 96 °C’ de 5 dk bekletilerek denatiire edilmistir
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2.9.1.2. Sodyum Dodesil Siilfat—Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) ve

Western Blot Yontemi

B-aktin (CST-4967), Bcl2(sc-7382), HDACI(sc-81598), Akt(sc-5298), PI13K(sc-1637),
C-myc(sc-40), HDACIII(sc-376957), Bax(sc-20067), kaspaz-3(CST-9662), PTEN(sc-7974)
,Parp(sc-8007), kaspaz7(CST-9492), kaspaz-9(CST-9508), p53(sc-126) proteinleri igin
%12,5’luk ayirict jel ve %4’lik yilikleme jeli hazirlanmig ve 250 kDa’luk protein marker
kullanilmustir (Sekil 3.2.) Kuyucuklara 30 pg protein olacak sekilde yiikleme yapilarak 6rnekler
akrilamid jele yiiklenmistir. Ornekler 90 V’ta 1 sa. ve 120 V’ta 2 sa. yiiriitiilmiistiir. Proteinler
akrilamid jelden PVDF membrana 100 V’ta 90 dk. da wet transfer sistemi kullanilarak
aktarilmistir. Bloklama islemi i¢in membran %S5°lik yagsiz siit igerisinde 1 saat boyunca
calkalayicida bekletildi. Antikorlarin membrana nonspesifik olarak baglanmasini 6nlediginden,
bloklama western blotlamanin ¢ok 6nemli bir adimidir. Bloklamadan sonra membranlar +4C’de
24 saat once uygun primer (1:100) de sonra ise sekonder antikorlar (1:1000) ile muamele
edilmistir. Membran yikama islemi i¢in TBS-T ve TBS soliisyonlari kullanilmistir. Membranlar
kemiliiminesans ajanlar (ECL) ile muamele edilerek protein goriintiilenmesi saglanmistir. ECL
immiinoblotlar lizerinde HRP tespiti i¢in olduk¢a hassas, radyoaktif olmayan, gelistirilmis
luminol bazli kemiliiminesan substrat olarak kullanilmistir. Protein bantlari, Image J programi

ile degerlendirilmistir.
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Sekil 3.2. Western Blot Yonteminde Kullanilan Protein Marker
Kaynak: (https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/26616)
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3. In Vivo Calismalar
3.1. Deneysel Meme Kanseri Olusturma
3.1.1. Deney Hayvanlari

Calismamizda, 8 haftalik 25-30 g agirhiginda toplam 35 adet BALB/c disi fare
kullanild1. Hayvanlar uygun refah kosullarinda;12 saat aydinlik 12 saat karanlik ortamda sikica
kapatilabilen, saydam, sert plastik kafesler i¢inde barindirilarak serbestce beslenmeleri ve su
igmeleri saglanmistir. Deney baslamadan 6nce hayvanlar bir hafta boyunca bekletilerek ortama

alistirlmistir. Calismamizda yapilan tiim islemler Anadolu Universitesi Hayvan Deneyleri

Yerel Etik Kurulu (HADYEK) 09/02/2022 tarihli ve 2022-02 karar numarasi ile onaylanmaistir.
3.1.2. 4T1 Meme Kanser Hiicresinin inokulasyonu

Capecitabine ve Mocetinostat’ in tekli ve kombine etkisinin in vivo olarak incelenmesi i¢in 4T1
meme kanseri hiicreleri belirtilen sartlarda ¢ogaltilmigtir. Her bir fareye meme kanseri modeli
i¢cin 1,5x10° 4T1 fare meme tiimér hiicresi 200 ul steril PBS ¢ozeltisi ile hazirlanmis ve 4. meme
cifti yag dokusuna ortotopik yontem ile hayvanlara enjekte edilmistir. Bu modelde, meme
timor hiicreleri, birincil tiimoér nodiillerini olusturmak i¢in meme yag dokusuna
nakledilmektedir. Primer tiimor daha sonra insan meme kanseri hastalarinda oldugu gibi cerrahi

olarak ¢ikarilmaktadir (Pascall,2016).
3.1.3. Deney Gruplarmin Olusturulmasi

Kimyasallarin in vivo antitlimor etkinligini belirlemek igin her grupta 7 fare olmak

lizere, 5 gruba toplamda 35 BALB/c disi fare olmak tizere ayrilmistir (Sekil 3.3.).

1. Negatif Kontrol Grubu: Bu grubu olusturan deney hayvanlarmma %0,1 DMSO
(Mocetinostat ve Capecitabine ¢oziiclisii oldugundan) ip. (intraperitonel) olarak
verilmistir.

15. giin sonunda 4T1 hiicreleri verilen ve tiimér olusumu (200 mm?®) gézlenen
hayvanlar tekrar 4 alt gruba ayrilmistir (Tablo 3.1.);

2. Pozitif kontrol grubu: Bu grubu olusturan deney hayvanlarina %0,1 DMSO
(Mocetinostat ve Capecitabine ¢0oziiclisii oldugundan) i.p (intraperitoneal) olarak
verilmistir.

3. Capecitabine Uygulanan grup: Bu gruptaki deney hayvanlarina 21 giin boyunca

giinde bir kez Capecitabine DMSO i¢inde ¢oziilerek 90 mg/kg i.p olarak verilmistir.
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4. Mocetinostat Uygulanan Grup: Bu gruptaki deney hayvanlarina 21 giin boyunca
giinde bir kez Mocetinostat DMSO i¢inde ¢o6ziilerek 50 mg/kg i.p olarak verilmistir.

5. Mocetinostat+ Capecitabine Uygulanan Grup: Bu gruptaki deney hayvanlarina 21
glin boyunca giinde bir kez Mocetinostat, Capecitabine DMSO iginde c¢oziilerek
Capecitabine (90 mg/kg i.p) + Mocenitostat (50 mg/kg i.p) olarak verilmistir.

Hayvanlara uygulanan tedavi, belirtilen gruplar ve dozlar halinde her giin ayni saatte 21

giin boyunca uygulanmistir.

Tablo 3.1. In Vivo Deney Gruplari

Timor inokiilasyonu Ttimor olusumu (~ Tedavi siireci ~ Otanazi

200mmd)

Kontrol grubu %0,1 DMSO

Capecitabine 90 mg/kg i.p

21. giin 21. giin sonu
Mocetinostat 50 mg/kg i.p
4T1 fare meme kanseri

hiicre hatts Mocetinostat (50 mg/kg i.p)
+ Capecitabine (90 mg/kg
i.p)
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4T1 hcrelerinin | Balbic farelerde timor | =) | Tumor olusumu gdzlenen Balbic
DMEM besi yerinde olusumunun farelere  Mocetinostat  ve
kulture edilmesi gozlenmesi Capecitabine'nin tekli, kombine
uyqulanmasi

J

Dokularin histolojik c: Hayvanlarin
analizlerigin sakrifiye edilmesi ve
ayriimasi dokulanin alinmasi

Sekil 3.4. BALB/c Disi Farelerde Meme Kanseri Olusturma

Her bir fareye (BALB/c) meme kanseri modeli igin 1,5x10° 4T1 fare meme timér
hiicresi 200 pl steril PBS ¢ozeltisi igerisinde 4. meme ¢ifti yag dokusuna ortotopik yontem ile
enjekte edilmistir. Inokiilasyondan yaklasik 15 giin sonra timér olusumu gozlenmistir (Sekil
3.4).
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3.1.4. Viicut Agirhklarimin Olciimii

Hayvanlarin viicut agirliklari, tiim gruplarda deney baslamadan ve 21 giinliik deney

sliresi boyunca hassas terazi yardimiyla ol¢iiliip, degerler kaydedilmistir (Sekil 3.5.).

Sekil 3.5. Deney Hayvanlarinin Hassas Terazide Tartilmasi

3.1.5. Dokularin Alinmasi

Hayvanlarin Ketamin (90 mg/kg) + ksilazin-hidrokloriir (10 mg/kg) verilerek anestezisi
saglanmigtir. Daha sonra servikal dislokasyon uygulanmistir. Deney i¢in gerekli olan timor

dokusu ve meme kanserinin en ¢ok metastaz yaptigi bilinen akciger dokusu ¢ikarilmigtir.
3.1.6. Tiimér Agirhklarimin Olgiimii

Kontrol, Mocetinostat, Capecitabine ve Capecitabine+Mocetinostat seklinde

gruplandirilan hayvanlarin timor agirliklar 21. giin sonunda 6lgiiliip, kaydedilmistir.
3.1.7. Dokularin Hematoksilen-Eozin (H+E) Boyanmasi

Primer tiimdrlerin ve metastazlarin histolojik incelemesi i¢in parafine gomiilii dokunun
standart H+E boyamasi kullanilmistir. Dokular, serum fizyolojik ile yikandiktan sonra %10’ luk
notral formalin fiksatifi i¢erisine konulmustur. Dokular bloklanarak, mikrotom cihazinda 4 mm
kalinliginda kesitleri alinmistir. Preparatlar H+E boyasi ile boyanarak, 1sik mikroskobu ile

histopatolojik olarak degerlendirilmistir.
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4. Istatistiksel Degerlendirme

Verilerin istatistiksel olarak degerlendirilmesinde Microsoft Excel 2010 (Microsoft,
ABD) ve GraphPad Prism, versiyon 5.0 (GraphPad, ABD) programlar1 kullanildi. Tiim veriler
ortalama + standart hata (SEM) olarak ifade edildi. Gruplar arasindaki onemli farkliliklari
netlestirmek i¢in tek yonliit ANOVA testi uygulandi. Western-blot deney sonuclar1 “Image G”
programu ile analiz edildi. Deneyler ii¢ tekrarli olacak sekilde yapildi.
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DORDUNCU BOLUM
BULGULAR
1. in Vitro Bulgular
1.1. Mocetinostat’in 4T1 Hiicre Hattinda Hiicre Canlihgi Uzerine Etkisi

Mocetinostat’in 4T1 hiicre hattinda doza bagli hiicre canlilif1 {izerine etkilerinin
incelenebilmesi amaciyla MTT deneyi gergeklestirilmistir. Bu amag i¢in 4T1 hiicrelerine artan
konsantrasyonlarda Mocetinostat (1,675 uM- 25uM) 48 saat boyunca uygulanmistir. Elde
edilen sonuclar neticesinde Mocetinostat’in artan dozlariyla birlikte 4T1 hiicre canliliginin

azaldig1 gozlendi ve ICso degeri 3,125 uM olarak belirlenmistir (Sekil 4.1.).

Mocetinostat

_ 100~ _
=
& * %k
: .
8 50+
al
S
=
T

0- I I I

pk vk 1,675 3,1256,25 12,5 25

ilag Konsantrasyonu (M)

Sekil 4.1. Mocetinostat’in Farkli Dozlarinin (1,675 uM- 25uM) 4T1 Hiicre Hattinda 48
Saatteki Hiicre Canlilig1 Uzerine Etkisi

(llag uygulamas1 yapilmayan kontrol grubu (pk), negatif kontrol grubunda (vk) ise besi
yerinde %0,1 DMSO ¢6zdiirtilmiistiir.)
1.2. Capecitabine’nin 4T1 Hiicre Hattinda Hiicre Canlihgi Uzerine Etkisi

Capecitabine’nin 4T1 hiicre hattinda doza bagli hiicre canlilig1 lizerine etkilerinin
incelenebilmesi amaciyla MTT deneyi gerceklestirilmistir. Bu amag i¢cin 4T1 hiicrelerine artan

konsantrasyonlarda Capecitabine (800 uM- 2000 uM) 48 saat boyunca uygulanmistir. Elde
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edilen sonuglar neticesinde Capecitabine’nin artan dozlariyla birlikte 4T1 hiicre canliliginin
azaldig1 gézlenmistir ve hiicrelerdeki yari-maksimal (%50) inhibitoér konsantrasyonu 1700 uM
olarak belirlenmistir (Sekil 4.2.).

Capecitabine

100 -

L & e ok

Hiicre Canlhiligi (%)
8
]

pk ‘.rll( Qd(l 1 13001 1 1700 1

ilag Konsantrasyonu (p)

Sekil 4.2. Capecitabine’nin Farkli Dozlarinin (800- 2000 uM) 4T1 Hiicre Hattinda 48
Saatteki Hiicre Canlilig1 Uzerine Etkisi

(llag uygulamasi yapilmayan kontrol grubu (pk), negatif kontrol olarak(vk) ise besi yerinde
ise %0,1 DMSO ¢ozdirildii)

1.3. Capecitabine ve Mocetinostat’in Kombine Uygulamasinin 4T1 Hiicre Hattinda

Hiicre Canlih@1 Uzerine Etkisi

Capecitabine ve Mocetinostat’in kombine uygulamasinin 4T1 hiicre hattinda doza bagl
olarak hiicre canliligi iizerine etkilerinin incelenebilmesi amaciyla MTT deneyi
gerceklestirilmistir. Bu amag¢ i¢in 4T1 hiicrelerine Capecitabine ve Mocetinostat
konsantrasyonlari sirasiyla 25 pM+2 pM, 30 pM +2 uM,30 uM +1,5 uM, 20 uM +2, 25 uM
+1 uM, 40 uM +1,5 uM, 50 uM +1,5 uM, 100 uM +1 uM, 100 uM +2 uM, 100 uM +1,5 uM
olarak belirlendi ve hiicrelere 48 saat boyunca uygulanmustir (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. Capecitabine ve Mocetinostat’in Farklt Dozlarinin 4T1 Hiicre Hattinda
48 Saatteki Hiicre Canliligi Uzerine Etkisi

(llag uygulamas1 yapilmayan kontrol grubu (pk), negatif kontrol olarak (vk) ise besi yerinde
ise %0,1 DMSO ¢ozdiiriildii)

Elde edilen sonuglar neticesinde Capecitabine ve Mocetinostat’in birlikte uygulanmasi
ile 4T1 hiicre canliliginin azaldig1 gézlenmistir ve hiicrelerdeki inhibitdr konsantrasyonlar: 50
uM Capecitabine+1,5 pM Mocetinostat olarak belirlenmistir (Sekil 4.3.). Deneyler {i¢ tekrarl
yapildi.

Yapilan MTT sonuclar1 degerlendirildiginde, 48 saatlik deney siiresi sonunda
Capecitabine ve Mocetinostat’in artan konsantrasyonlarmin 4T1 meme kanser hiicreleri
tizerinde yiiksek toksik etki gosterdigi bulunmustur. 4T1 meme kanser hiicrelerinde
Mocetinostat 25 uM’da, Capecitabine ise 1800 uM da oldukca yiiksek toksisite gosterdigi ve

hiicre canliliginin yaklasik %70 oraninda azaldig1 gozlenmistir.

Ozetle, kimyasallarin tekli ve kombine sonucu elde edilen 1Cso degerlerine bakilacak
olursa, tekli uygulanan ilaglar yiiksek konsantrasyonda hiicre hatt1 tizerine etkiliyken, kombine

uygulamada ilaglarin diisiik konsantrasyonunun hiicreler iizerinde etkisi gozlenmistir.
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1.4. Hiicre Morfolojisi Analizi

4T1 hiicrelerinin morfolojilerini incelemek i¢in kontrol grubu, Mocetinostat,
Capecitabine uygulanan grup ve Capecitabine +Mocetinostat uygulanan grubun zamana bagl

degisimleri (24 saat, 48 saat, 72 saat) inverted mikroskopta incelenmistir.

4T1 hiicreleri iizerine; Capecitabine, Mocetinostat, Capecitabine+Mocetinostat ilag
uygulamasiyla birlikte hiicrelerde; hiicre c¢ekirdeginde yogunlasma, hiicre yogunlugu ve
sayisinda azalma, hiicre boyutunda kiigiilme ve hiicre uzantilarinin kaybolup hiicrelerin
yuvarlak sekle doniismesi gibi anormal degisiklikler gézlenmistir (Sekil 4.4.). Bu sonuglar ile
uygulanan kimyasallarin zamana ve konsantrasyonuna bagli olarak, 4T1 hiicre hatt1 lizerinde

etkin oldugu gosterilmistir.

Capecitabine Mocetinostat Capecitabine+Mocetinost

Sekil 4.4. 4T1 Meme Kanseri Hiicrelerinde Capecitabine, Mocetinostat, Capecitabine+
Mocetinostat Ilag Uygulanmasi Ile Hiicrelerin Zaman Bagli Olarak Degisen Morfoloji
Gortintiileri

1.5. Hiicre Sagkalim Tayini

4T1 hiicre hatt1 kiiltiire edildikten sonra 24, 48, 72 ve 96 saat siireyle Capecitabine,
Mocetinostat, Capecitabine+ Mocetinostat uygulanmistir. Kontrol grubunda hiicre sayisi zaman
bagli olarak artis gosterirken, Capecitabine, Mocetinostat, Capecitabine+Mocetinostat

uygulanan hiicre gruplarinda hiicre proliferasyonunda 6nemli bir azalma goézlemistir. Sayimlar
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sonucunda tiim gruplarda 6li ve canli hiicre oranlari hesaplanmistir. Gruplar kontrol grubu ile
karsilastirildiginda; Capecitabine uygulanan grupta zamana bagli olarak hiicre sayist %24,
%45,2, %69,1 ve %86,6 oraninda, Mocetinostat uygulanan grupta %28, %42, %61,5 ve %77,8
oraninda, Capecitabine ve Mocetinostat uygulanan grupta ise %16, %34,3, %51,5 ve %88,2
oraninda artan bir dldiiriicii etkiye neden oldugu gosterilmistir (Sekil 19). Ilaglarin kombine
uygulamasinda, ilaglar diisiik doz konsantrasyona sahip olmasma ragmen oSldiiriicii etkisi,

ylksek konsantrasyonlu tekli uygulamaya yakin oldugunu diistinmekteyiz

A
} 350
— Kontrol
300
N 250
E — OSSO
S 200 -
A .
w 150 4 Capecitabine (1700
= pM)
T
100
~— Mocetinostat(3,125
<o i)
o - ] ] ] ) == Capecitabine (50
0 24 a8 73 a8 HM)}+Mocetinost at
(1,5uM )
Zaman (saat)
B)
250
B 245
£ 200- =3 48s
3 A =3 72
= 1504
W =3 9%s
3
1004
L
o 50
n- i [ m | A
Kontrol Capecitabine Mocetinostat  Capecitabine+Maocetinostat

Sekil 4.5. Capecitabine, Mocetinostat, Capecitabine+Mocetinostat Uygulanmasi Sonucu

4T1 Meme Kanser Hiicrelerinin Zamana Bagli Hiicre Sayisi (A) ve Canli Hiicre Sayisi
Grafigi (B)
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1.6. DNA Laddering Deneyi

Capecitabine, Mocetinostat ve Capecitabine+Mocetinostat’in antitiimor aktivitesi,
DNA laddering deneyi ile dogrulanmistir. DNA laddering deneyi kaspaz-3’iin aktive olmasiyla
hiicreler apoptoza gitmektedir. Kimyasallarin kullanilmasiyla meme kanseri hiicrelerinde DNA

hasar1 olusmustur ve bu hasar jelde fragmantasyon seklinde gozlenmistir (Sekil 4.6.).

Marker(100bp) Control Capecitabine Mocetinostat Capecitabine

Sekil 4.6. Kontrol, Capecitabine, Mocetinostat ve Capecitabine+Mocetinostat Uygulanan
Hiicrelerden Elde Edilen DNA Jel Gorlintiisi

1.7. Koloni Olusum Deneyi

Capecitabine ve Mocetinostat’in hiicrelerdeki metastatik etkisini ve tek hiicrelerin
koloniler halinde biiyliyebilme yetenegine dayanan bir in vitro hiicre hayatta kalma deneyidir.
Mocetinostat, Capecitabine ve kombine ila¢ uygulanan 4T1 meme kanseri hiicre proliferasyonu

zaman bagli olarak kontrol grubuna gore azalmistir (Sekil 4.7.).

56



Kontrol Capecitabine Mocetinostat Capecitabine~
Mocetinostat

Sekil 4.7. Capecitabine ve Mocetinostatin 4T1 Meme Kanseri Hiicre Hatlarinin Metastaz
Uzerindeki Etkisinin Belirlenmesi

1.8. Yara lIyilesme Deneyi

Hiicre-hiicre etkilesimi ve migrasyonu i¢in yapilan bu deneyde 4T1 meme kanseri
hiicrelerinin Capecitabine, Mocetinostat, Capecitabine +Mocetinostat tedavisinden 24 saat, 48
saat, 72 saat sonra yara genigliginde olan hiicre yogunlugu kaydedilmistir. Capecitabine,
Mocetinostat, Capecitabine +Mocetinostat tedavi edilen hiicrelerin go¢ hizi, kontrol grubuyla
karsilastirildiginda hiicrelerin gog¢ hizinin oldukg¢a azaldig1 gozlenmistir. Kontrol grubunun yara
genisligi 0. saatte ortalama 851,7 um olarak kaydedilmis olup, 72. saat sonunda yara
genisliginin tamamen kapandigi gozlenmistir. 48 saatte ise kontrol grubu 456,05 pm,
Capecitabine 866,50 pm, Mocetinostat 825,17 pum, Capecitabine+Mocetinostat 856,14 um
olarak kaydedilmistir (Sekil 4.8.). Bu sonuglar 4T1 hiicrelerinde zamana bagl olarak ilag

tedavisi ile hiicre proliferasyonunun azalmasi ve yara genisliginin artmasi gézlemlenmistir.
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Sekil 4.8. Capecitabine Mocetinostat, Capecitabine+Mocetinostat Uygulamasinin Hiicre Gogli
Uzerine Etkisi

1. Kontrol grubu; 2. Capecitabine uygulanan grup 3. Mocetinostat uygulanan grup 4.
Capecitabine+Mocetinostat uygulanan grup; s: saat (4X-Nikon Eclipse TS100)

1.9. Western Blot Analizi

4T1 meme kanseri hiicrelerine, Capecitabine (1700 pM), Mocetinostat (3,125 uM) ve
Capecitabine (50 pM) +Mocetinostat (1,5 uM) "in apoptotik sinyal yolu iizerindeki etkilerini
incelemek igin, ilag uygulamasindan 48 saat sonra western blot analizi yapilmistir. Western blot
analizi sonucglarma goére; Bcl2, HDACI, AKT, PI3K, C-myc, HDACIII proteinlerinin
ekspresyonunun 6nemli Ol¢lide azaldigi ve Bax, kaspaz-3, PTEN, kaspaz-7, kaspaz-9, p53
protein ekspresyonu, Capecitabine ve Mocetinostat’ in birlikte uygulanmasi ile birlikte 6nemli
olgiide artt1 gézlemlenmistir (*p <0.05, **p <0.001, <0.05, **p < 0.0001) (Sekil 4.9.-4.11.).
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Sekil 4.9. 4T1 Meme Kanseri Hiicrelerine; Capecitabine, Mocetinostat, Capecitabine+
Mocetinostat Uygulamasiyla Bax, Bcl-2, Kaspaz-3, Kaspaz-7 Protein Seviyeleri
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Sekil 4.10. 4T1 Meme Kanseri Hiicrelerine; Capecitabine, Mocetinostat, Capecitabine+
Mocetinostat Uygulamasiyla Kaspaz-9, PTEN, P53 ve HDACIII Protein Seviyeleri
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Sekil 4.11. 4T1 Meme Kanseri Hiicrelerine; Capecitabine, Mocetinostat, Capecitabine+
Mocetinostat Uygulamasiyla PI3K, AKT, HDACI ve C-myc Protein Seviyeleri
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2. In Vivo Deney Sonugclar
2.1. Viicut Agirhiklarinin Degerlendirilmesi

Deney hayvanlart ilk alindiginda viicut agirliklar1  birbirine yakin olanlar
gruplandirilmistir (~ 28-30 g). Tiimor olusturulmadan 6nce hayvanlarin viicut agirliklarinda bir
degisim gozlenmemigken, tiimor olustuktan ve tedaviye baslandiktan sonra viicut agirliklar
zamanla azalmistir. NK grubunda viicut agirliklari zamana bagl artis gosterirken diger
gruplarda azalis gostermistir. Ayrica kontrol grubuna kiyasla Mocetinostat ve Capecitabine

uygulanan grupta yaklasik %18 oraninda viicut agirliginda azalma gézlenmistir (Sekil 4.12).

0o -15 0 2 4 6 8 0 12 14 16 18 20 22
Glnler

e K e PK
Mocetinostat Capecitabine

== \ocetinostat+Capecitabine

Sekil 4.12. NK (Negatif kontrol), PK (Pozitif kontrol), Mocetinostat, Capecitabine,
Mocetinostat+Capecitabine Uygulanan Gruplardaki Hayvanlarin Viicut Agirliklar1 Degisimi
2.2. Timor Agirhklarinin Degerlendirilmesi

Disseksiyon isleminden sonra her gruptaki hayvanlardan tiimorlii meme dokusu alinip
hassas terazi ile tartilmistir. Pozitif kontrol grubunda tiimér agirligi 1,2 g iken tedavi uygulanan

diger gruplarda tiimor dokusu agirhigi azalmistir (Sekil 4.13. ve 4.14.).
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Pozitif Kontrol Mocetinostat Capecitabine  Mocetinostat + Capecitabine

Sekil 4.13. PK (Pozitif Kontrol), Mocetinostat, Capecitabine, Mocetinostat+Capecitabine
Uygulanan Gruplardaki Tiimorlii Meme Dokusunun Gozlemlenmesi

1
DJE I '

0
Mocetnostat+la

Tumar sgirhg (g)

PK Mocetinostat C itabi
oCetino specitabine pecitabine
12 (0,95 0,87 0,66
Gruplar

Sekil 4.14. PK (Pozitif Kontrol), Mocetinostat, Capecitabine, Mocetinostat+Capecitabine
Uygulanan Gruplardaki Olusan Tiimor Agirliklart Degisim Grafigi

2.3. Dokularin Hematoksilen-Eozin (H+E) ile Boyanmasi

Alinan meme timor dokusu ve en ¢ok metastaz yaptigr akciger dokulari standart

hematoksilen-eozin (H+E) boyama ile incelenmistir (Sekil 4.15.- 4.17.)
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Sekil 4.15. 4T1 Meme Kanseri Hiicresi ile Olusturulan Kitlenin Isik Mikroskop Goriintiisii.

a) Pozitif Kontrol Grubu, b) Capecitabine Uygulanan Grup, ¢) Mocetinostat Uygulanan Grup,
d) Capecitabine+Mocetinostat Uygulanan Grup. Kanser kitlesi (y1ldiz)’ nin biiytikligi
Capecitabine+Mocetinostat uygulanmasiyla birlikte anlamli bir sekilde azalmigtir.
(Bar:100um)
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Sekil 4.16. Akciger Dokusunun Makroskobik Goriintiisii

(Akciger lizerinde koyu lekeler halinde metastaz yapmis 4T1 hiicre kitleleri (ok)
gozlenmistir.)

Sekil 4.17. Akciger dokusunun 151k mikroskop goriintiisii. a) Negatif Kontrol Grubu, b)
Pozitif Kontrol Grubu, ¢) Capecitabine, d) Mocetinostat, €) Capecitabine+Mocetinostat
Grubu. Metastatik kanser kitlesinin (ok) kombine grupta kii¢iildtigii goriildii. (Bar:100 pm.)
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BESINCi BOLUM
SONUC VE TARTISMA
1. Sonug¢

Yaptigimiz doktora tez ¢alismasinda in vitro ve in vivo olarak 4T1 meme kanseri hiicre

hatt1 tizerinde Capecitabine ve Mocetinostat’in tekli ve kombine kullaniminin antiproliferatif

etkisini ve apoptotik siirecte yer alan B-Actin (kontrol olmak tizere), Bcl-2, Akt, PI3K, C-myc,
Bax, Kaspaz-3, PTEN, kaspaz-7, kaspaz-9, p53, HDACI ve HDACS3 proteinlerinin ilaglar ile

iliskisini arastirmak amaglanmustir. Yaptigimiz ¢alismayi 6zetleyecek olursak;

>

Capecitabine 1700 uM, Mocetinostat 3,125 uM, 50 uM Capecitabine+1,5 uM
Mocetinostat konsantrasyonlarinda 4T1 hiicreleri iizerine 48 saat siireyle
uygulanmasiyla sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir.

Yapilan canlilik analizi ile Capecitabine, Mocetinostat ve ilaglarin kombinasyonlari
zamana bagli olarak apoptotik hiicre sayisinin arttig1 gézlendi. Capecitabine uygulamasi
zamana bagli olarak %24, %45,2, %69,1 ve %86,6 oraninda, Mocetinostat %28, %42,
%61,5 ve %77,8 oraninda, Capecitabine+Mocetinostat %16, %34,3, %51,5 ve %88,2
4T1 hiicreleri lizerinde artan oldiiriicti etkiye neden oldugu ve hiicreleri apoptoza
indiikledigi belirlenmistir.

4T1  hiicreler1 Tlzerine uygulanan Capecitabine, Mocetinostat, Capecitabine+
Mocetinostat’in hiicre ¢ekirdeginde yogunlagma, hiicre yogunlugu ve sayisinda azalma,
hiicre boyutunda kiigiilme ve hiicre uzantilarin1 kaybederek hiicrelerin yuvarlak sekle
doniismesi gibi anormal degisiklikler gozlenmistir.

Yara iyilesme deneyi ile ila¢ uygulanan gruplar kontrol ile karsilagtinldiginda yara
araliginin kapanmadigi, Capecitabine +Mocetinostat uygulamasinin koloni olusumunu
%65 oraninda azalttig1 belirlenmistir.

Capecitabine, Mocetinostat, Capecitabine+Mocetinostat uygulamasinin hiicreleri
apoptoza indiikledigi, hiicre DNAlarinda fragmentasyon olustugu, DNA laddering
deneyi ile belirlenmistir.

Capecitabine ve Mocetinostat’ in birlikte uygulanmasi ile 4T1 meme kanseri hiicreleri
tizerinde hiicre sagkalimini, proliferasyonunu, Bcl-2, AKT, PI3K, C-myc, protein
seviyelerini azalttigi, ayrica Bax, kaspaz-3, PTEN, kaspaz-7, kaspaz-9, p53 protein

seviyelerini 6nemli 6l¢iide arttirdigr gdzlemlenmistir.
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» Kanser hiicrelerinde HDACI seviyesi olduk¢a yiiksek iken Capecitabine ve
Mocetinostat’in kombine kullanim1 HDACI ve HDACIII protein seviyesi ise kombine
uygulamayla birlikte ¢ok azaldigi belirlenmistir.

» Deneysel olarak olusturulan meme kanseri modelinde kombine uygulanan grup kontrol
grubu ile karsilastirildiginda tiimor agirhigr yaklasik olarak %55 oraninda azaldigi ve

viiciit agirliklarinin %18 oraninda azaldig belirlenmistir.

Arastirmamiz sonucunda Mocetinostat ve Capecitabine’nin kombine kullaniminin
meme karsinomu hiicrelerine karsi yararli bir antitimor ajan olabilecegi ve hiicre
proliferasyonunun inhibisyonunu apoptoz indiiksiyonu ile gergeklestigini soyleyebiliriz. Ayrica
Capecitabine uygulanmasi ile ilaca bagli olas1 yan etkilerinin aza indirilmesi kombine kullanim
ile miimkiin olabilir. Bu sonuglar, diisiik konsantrasyonlu kombine tedavinin, tek bagina yiiksek

konsantrasyonlu ila¢ tedavisine gore daha etkili oldugunu gostermistir.

Capecitabine ve Mocetinostat’in 4T1 hiicrelerine ve 4T1 ile olusturulan meme tiimoriine
kombine olarak uygulanmasi ve bu uygulamanin apoptotik yolaktaki genlerin tizerindeki etkisi
ilk kez doktora tez arasgtirmamizla gosterilmistir. Elde ettigimiz veriler ile Capecitabine’ nin
Mocetinostat ile kombine tedavisi ile ila¢ konsantrasyonlar1 tekli kullanima gore azalmistir.
Konsantrasyon azalmasina bagli Capecitabine’nin olusturdugu yan etkilerin azaldigi
kanisinday1z. Capecitabine ve Mocetinostat’in kombine uygulanmas: diger ¢aligmalar i¢in

zemin olusturacaktir.
2. Tartisma

TNBC, invaziv meme kanserlerinin %10-20'sini olusturmaktadir. Kemoterapi, TNBC
tedavisinin temelidir. Tlaglarm kombinasyonunun kullanilmasi, kanser hiicrelerinin yok edilme

sansini1 artirmaktadir (Buvoskova, 2015: 352).

Capecitabine, timidilat mevcudiyetini kisitlayarak DNA sentezini inhibe etmektedir.
Capecitabine tekli kullaniminda 6zellikle metastatik meme kanseri i¢in etkin olmakla birlikte,

kombine kullaniminda diger kanser tiirleri lizerinde de etkinlik gostermektedir (Miwa,1998:

1274).

Mocetinostat benzamidler grubunda yer alan izotip bir HDACi olmakla birlikte, Sinif I
ve IV HDAC inhibitorleri i¢in oldukga spesifik 6zellik gdstermektedir. Mocetinostat, dokularda
¢cok az miktarda birikmesine ragmen kanser hiicreleri lizerinde oldukc¢a uzun inhibe edici

Ozellige sahiptir (Buglio vd., 2010: 387).
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Yaptigimiz bu c¢alismada; 4T1 meme kanseri hiicre hatt1 ve 4T1 meme kanseri ile
indiiklenmis meme kanseri modelinde, Capecitabine ve Mocetinostat’in tekli ve kombine
kullaniminin, 4T1 hiicreleri lizerinde sitotoksik, antiproliferatif etkisini ve apoptotik siirecte,
yer alan Bcl-2, HDACI, AKT, PI3K, C-myc, HDACIII, Bax, Kaspaz-3, PTEN, Kaspaz-7,
Kaspaz-9, p53 protein seviyelerinin birbiri ile iliskisini aragtirmay1 amagladik.

Calismamizda yapilan MTT testi sonucunda ilaglarin hiicreler iizerine 48 saat siireyle
uygulanmasiyla, ICsg degerleri sirasiyla; Capecitabine 1700 uM, Mocetinostat 3,125 uM ve
Capecitabine 50 uM + Mocetinostat 1,5 uM olarak bulunmustur. Bulgularimiza gore 4T1
hiicrelerinin canlilif1 konsantrasyona ve zamana bagli bir sekilde azalmistir. Ayrica, 4T1
hiicreleri iizerine Capecitabine’nin yiiksek dozda kullanilmasina ragmen, Mocetinostat’in

oldukea diisiik dozda hiicre canliligini1 azaltmasi dikkat ¢ekici oldugu goriilmektedir.

Literatiir calismalarina baktigimizda, Capecitabine ile ilgili yapilan tekli calismalarda
Capecitabine’nin ICso degeri genellikle 1000 pM ‘dan biiyiik oldugu gosterilmistir.
Capecitabine’nin ICso degeri farkli hiicre hatlarinda 24 saatlik uygulama ile 800-1600 uM
araliginda degisim gostermektedir (HCT116: 2850 uM, HT29 :1590 uM, SW620: 4190 pM,
HCT8: 5957 uM, HCT15 :5840 uM, COL0O205: 863 uM) (Guichard, 2008: 310).

Zhang vd. yaptiklar1 calismada Capecitabine’nin 4T1"YC hiicre hatti iizerine %35,5
oraninda inhibitor etki gostermistir (Zhang, 2013:780). Yapilan baska bir ¢alismada,
Capecitabine’nin meme kanseri hiicre hatt1 olan MCF-7 iizerindeki 48 saatlik ICsp degeri

1147.91 pg/ml dir ve 6ldiiriicii dozu 1600 ug/ml olarak belirtilmistir (Akbari 2013: 84).

Y Guvd. 2021 yilinda yaptiklar1 ¢alismada, Capecitabine’nin MCF-7 meme kanseri
hiicre hattinda 72 saatlik ICso degerini 101.2 pmol olarak bulunmustur (Gu,2021:401). MCF-7
hiicre hatt1 ile yapilan bagka bir ¢aligmada Capecitabine 24 saat etkinlikteki ICso degeri 31.25
pg/mL olarak bulunmustur (Zhang, 2013: 777).

Yapilan literatiir calismalarina bakildiginda, Mocetinostat’in meme kanseri tizerindeki
etkisiyle ilgili ¢aligmalarin artmis oldugunu gérmekteyiz. Mocetinostat’in diisiik doz (>10 pM)
kullanimi olmasina ragmen hiicre dogiistinii durdurmada ve hiicreleri apoptoza indiikklemekte
oldukga etkilidir (Le Tourneau, 2008: 1247). Mocetinostat’in in vitro olarak kolon (HCT116,
SW48, Colo205), kiiciik hiicreli olmayan akciger (A549), prostat (DU145), pankreas (PANC1)
ve vulval epidermal (A431) kanseri hiicrelerinde 6nemli bir antitiimor etkiye sahip oldugu

gosterilmistir (Fournel, 2008: 730).
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Mocetinostat’n  kanser  hiicreleri  lizerindeki  inhibitér  konsantrasyonunu
degerlendirdigimizde, Mocetinostat, MDA-MB-231 hiicrelerine 72 saat siireyle
uygulandiginda 1Csp degeri 1 puM olarak bulunmustur (Meidof, 2015: 834). Baska bir
calismada, Mocetinostatin etkisi HCC1937 ve SUM149 meme kanseri hiicre hatlarinda
incelenmis ve Mocetinostat konsantrasyonu sirastyla 0,6 uM ve 2,6 uM olarak bulunmustur
(Shan, 2017: 1220). Mocetinostat 2 uM ve 5 puM konsantrasyonda prostat kanseri hiicre
hatlarinda oldukga etkin oldugu gosterilmistir (Zhang, 2016: 2).

Bizde yaptigimiz calismada Capecitabine’nin ve Mocetinostat’in ICso degerini literatiir
bilgisiyle paralel olarak sirasiyla 1700 uM ve 3,125 puM olarak bulduk. Yapilan literatiir
calismalar1 ile yaptigimiz ¢alisma karsilastirildiginda, 4T1 meme kanseri hiicre hattina
uygulanan Mocetinostat ve Capecitabine’nin 1Cso degerinin artmasi sdz konusu olmustur.
[laglarm yiiksek konsantrasyonda olma nedeni 4T1 hiicre hattinin TNBC 6zellik tasimasiyla
iliskilendirilebilir. Ayrica 1Cso degeri, ilaglarin degisen konsantrasyona sahip olmasi, farkli
hiicre hatlarinin kullanilmas1 ve farkli zamanlarda alinan deney sonuglar ile degisebilecegini

diisiinmekteyiz.

Calismamiza baslamadan 6nce Capecitabine ve Mocetinostat’in birlikte kullaniminin
sinerjistik olarak inhibe edici etkisini analiz etmek igin ilag¢ etkilesimi formiilii (CDI) [(CDI=
AB/(AxB)] kullanmistir. Yapilan hesaplamaya gore ilaglarin kombine kullaniminin sinerjistik
etki gosterdigi belirlenmistir (CDI= 0,96) (CDI <1 sinerjiyi gosterir, CDI <0.7, 6nemli dl¢iide
sinerjik bir etki gosterir, CDI=1 toplamsalligi, CDI >1 ise antagonizmi belirtmektedir) (Xu, vd.,
2007).

Literatiir taramalarinda 4T1 hiicre hatti {izerine Capecitabine ve Mocetinostat’in
kombine etkisi bulunmadigindan, Capecitabine’nin diger HDACi ve diger ilaglar ile olan

kombinasyonunun verileri degerlendirilmistir.

Barberio vd. 2017 yilinda yaptiklar1 ¢alismada valporik asit ve 5'-DFUR kullaniminin
96 saatlik etkisini HT29 SW620, HCT-116 ve HCT-116 P37 hiicre hatlarinda arastirmis ve
ilaglarin ICsg degerlerini sirasiyla 3.35 pM- 9.88 uM; 2,01 uM- 35,31 uM; 1,41 uM- 2,16 uM,;
2,35 uM,3,41 uM olarak bulmustur. Kombine tedavi i¢in, Valporik asit ve 5'-DFUR'un esdeger
dozlar1 (50:50 sitotoksik oran) ile 96 saat boyunca uygulanmis ve sinerjistik antiproliferatif etki
ile sonuglanmistir (CDI <1). Ayrica, valporik asit ve 5'-DFUR kombine kullanimda ICso degeri,
ilaglarmn tekli kullanimindaki ICso degerinden diisiik ¢tkmustir (Barberio 2017:177).
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Barberio vd 2016 yilinda Capecitabine ve valporik asit 96 saat boyunca kombine
uygulanmasinin MCF-7, SKBR3 ve MDA-MB46 meme kanseri hiicre hatlar1 iizerine
antiproliferatif ve anti apoptotik etkisini incelemislerdir. Yapilan ¢calisma sonucunda, MCF-7,
SKBR3ve MDA-MB46 hiicreleri lizerine Capecitabine’nin ICso degeri sirasiyla 2,03uM, 1,99
uM, 10,04 uM,12,14 uM, HDAC:i olan valporik asidin ICso degerleri sirasiyla: 2,2uM,1,69
uM,1,60 uM,3,19 uM olarak bulunmustur. Capecitabine ve valporik asidin kombine
uygulanmasiyla bu degerlerler HDAC: igin ortalama 1,46'dan 4,58 katina ve Capecitabine i¢in
2,44'ten 14,5 katina diigsmiistiir. Boylelikle, Capecitabine ve valporik asitin kombine kullanimi
meme kanseri hiicre hatlar1 izerine antiproliferatif etki gostermistir. Ayrica, TP seviyesi kanser
hiicrelerinde oldukea yiiksek seviyede iken ilaglarin kombine kullanimi TP ekspresyon seviyesi

azaltmistir (Barberio, 2016: 7716).

GU ‘nun yapt1g1 bir ¢alismada MCF-7 meme kanseri hiicre hatti iizerine 72 saat boyunca
Capecitabine ve eksemestan uygulanmistir. Ilaglarm ICso degerleri sirastyla Capecitabine igin
101,2 umol/L ve eksemestan ig¢in 60.6 umol/L olarak bulunmustur. Kombine tedavide 30
umol/L Eksemestan ile 50, 33 ve 17 pmol/L Capecitabine grubu kullanilmis ve ilaglarin 24 saat
ve 48 saat sonrasinda degerleri kaydedilmistir. Yapilan deney sonrasinda kombine tedavide
MCF-7 hiicrelerinin proliferasyon inhibisyon hizi, 30 umol/L eksemestan grubuna goére daha
yiiksek seviyede bulunmustur (P<0.01) (Gu 2021). Ayrica, eksemestan grubu kontrol grubuyla
karsilastirildiginda, G2 fazindaki MCF-7 hiicrelerinin orani artarken (%16,7+2.6) G1 fazindaki

hiicrelerin oran1 azalmistir (%10,6+2.2).

Borbely vd. 2015 yilinda BT549, MCF-7, T47D, MDA-MB-231 meme kanseri hiicre
hatlar1 ile yaptiklar1 bir ¢alismada, Mocetinostat’in hiicreler iizerindeki 1Cso degeri ER+
hiicrelerde (BT549 ve MDA-MB-231) 1.17 uM ve 0.67 uM iken, TNBC hiicre hatlar1 i¢in ICso
degerleri 4.38 uM ve 3.04 uM olarak bulunmustur. ER+ hiicrelerin, Mocetinostat tedavisine
kars1 duyarliliginin daha fazla oldugunu belirtmislerdir (Borberly, 2015: 33625).

Yaptigimiz caligmada, Capecitabine ve Mocetinostat’in kombine tedavisi ile belirlenen
ICs0 degeri Capecitabine 50 uM + Mocetinostat 1,5 uM olarak belirlenmistir. Yaptigimiz
calisma sonucunda, Mocetinostat’in hiicreler ilizerinde antiproliferatif etki degeri ile yapilan
calismalar karsilastirildiginda yaklasik olarak paralel sonug elde etmis bulunmaktayiz. Ayrica,
TNBC hiicrelerinin ilag hassasiyeti daha yiliksek olmasiyla kullanilan ilaglarin

konsantrasyonunun arttigini sdyleyebiliriz.
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Capecitabine’nin tiimor hiicreleri iizerindeki etkinliginin oldukca yiiksek olmasi,
kemotorapik ilaglarla ¢apraz direng gostermemesi, Mocetinostat’in ise biyoyararli, toksik
etkileri aza indirmesi ve kanser hiicreleri iizerinde uzun siireli etki gostermesiyle kombine

tedavi i¢in bu iki ilacin kullaniminin uygun olacagi kanisindayiz.

Arastirmamizda hiicre canlili§ini, proliferasyonunu ve migrasyon oranini dlgmek icin
farkli deneyler kullanilmistir. Capecitabine+Mocetinostat’ mn birlikte kullanimi hiicre sayisini
24, 48, 72 ve 96 saat boyunca sirasiyla %16, %34,3, %51,5 ve %88,2 azaltmis ve hiicreleri
apoptoza indiiklemistir. Capecitabine ve Mocetinostatin tekli uygulama sonuglarina bakilirken
Capecitabine’nin yiliksek konsantrasyonda gosterdigi etkiyi HDACi olan Mocetinostat diisiik
dozda gostermis olmasi olduk¢a dikkat c¢ekicidir. Ayrica kombine kullanimda, kanser
hiicrelerini apoptoza indiikkleme orani oldukga yiiksek oldugu gozlenmistir. Yapilan literatiir
caligsmalarinda, Mocetinostat’in uygulandigi doza bagl olarak hiicre canliligini yaklasik %75
oraninda azalttig1 gosterilmistir (Fournel). Apoptoza giden hiicreler sekillerini degistirerek
yuvarlak halini alir, ¢ekirdek yogunlagmasi ve hiicre uzantilarim1 kaybetmektedir (Hasan,
M2014). Yaptigimiz ¢aligmada; 4T1 hiicreleri lizerine uygulanan Capecitabine, Mocetinostat,
Capecitabine+Mocetinostat’in hiicre ¢ekirdeginde yogunlagma, hiicre yogunlugu ve sayisinda
azalma, hiicre boyutunda kii¢iilme ve hiicre uzantilarin1 kaybederek hiicrelerin yuvarlak sekle
doniismesi gibi anormal degisiklikler gbzlendi. Hiicrelerde meydana gelen bu degisimler,
apoptotik hiicrelerde meydana gelen degisimler ile benzer oldugundan, uygulanan ilaglarin

kanser hiicrelerini apoptoza siiriikledigini soyleyebiliriz.

Bu c¢alismada, yara iyilesme ve koloni olusturma deneyi ile hiicrelerin maruz
birakildiklari ilaglarin etkisine gore olusturulan yaranin kapanmasi ve tek bir hiicrenin koloni
olusturma yetenegi degerlendirilmistir. Yara iyilesme deneyinde kontrol grubunda yara
genisligi (851,772 um) 72.saatte tamamen kapanirken, Mocetinostat, Capecitabine ve kombine
uygulamada 48 saatlerde yara genigligi 825,17 pm, 866,5 um, 856,14 pm olarak bulunmustur.
Koloni olusum deneyinde ise Capecitabine ve Mocetinostat’in kombine etkisi, kontrol grubuna
gore kiyaslandiginda %65 oraninda azalmistir. Deney sonuclarina gore ilaclarin kombine ve
tekli kullanimda 4T1 meme kanseri hiicrelerin canliligini, hiicre- hiicre etkilesimini azaltarak

hiicrelerin go¢ yetenegini ve koloni olusturma yetenegi azalttigini sdylemek miimkiin olabilir.

Kanser hiicreleri cesitli yollar kullanarak apoptozdan ka¢gmaktadir. Meme kanseri
tedavisinde, apoptotik yolakta etkinligi bilinen ilaglarin kullanilmas1 meme kanseri tedavisini
kolaylastiracaktir. Yaptigimiz ¢caligmada, apoptozun belirlenmesinde kullanilan yontemlerden
biri olan DNA laddering deneyi kullanilmistir. DNA fragmentasyonu, DNA’nin DNase (CAD)
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tarafindan par¢alanmasi ve hiicrelerin kaspaz aktivitesini baglatarak apoptoza gitmesidir. CAD,
genomik DNA'y1 interniikleozomal baglayict bolgelerde pargalayarak, uzunlugu 180-185 baz
ciftinin katlar1 olan DNA pargalarina neden olur. Yaptigimiz ¢alismada, ila¢ uygulamasi ile
birlikte kanser hiicrelerinin DNAlarinda fragmentasyon meydana gelmis ve jel goriintiisiinde

bant yerine smear goriintiisii elde edilmistir.

Kanser tedavisinde apoptozun uyarilmasi i¢in kullanilan en iyi strateji kemoteropik
ajanlarin tek basmna veya kombine olarak kullanilmasidir. Blc-2, Bcl-xI, Mcl-1, Bcl-w
(apoptozu bloke eden), Bax, Bak, Mtd (apoptoz tetikleyici), Bim, Bid, Bad (bh3 bdolgesi
bulunduran) ve prokaspaz 8, kaspaz 9-3,7,6,12, p53 gibi ¢ok sayida protein apoptotik yolak

diizenlenmesinde rol oynamaktadir.

Yaptigimiz in vitro ¢alismada, Capecitabine ve Mocetinostat’ 1n birlikte uygulanmast
ile 4T1 meme kanseri hiicreleri tizerinde hiicre sagkalimini, proliferasyonunu, Bcl-2, HDACI,
AKT, PI3K, C-myc, HDACIII proteinlerinin seviyelerinin énemli 6l¢iide azaldigi ve Bax,
kaspaz-3, PTEN, kaspaz-7, kaspaz-9, p53 protein seviyelerini 6nemli Olglide arttirdigi
gozlemlenmistir (*p<0.05, **p <0.001, <0.05, **p <0.0001).

Capecitabine+Mocetinostat Kombine

Uygulanmasi
Anti-apoptotik Bcl-2 tiyesi aileleri
ps3 1 HDACI v
Bcl-2 | Baxt
PTEN 4 HDACII |
Kaspaz-3 t
Proliferasyon
Kaspaz-7 1 PI3K
Kaspaz-9*
AKT
Apoptoz Proliferasyon

Sekil 4.18. Capecitabine ve Mocetinostat’in Kombine Uygulanmasinin Apoptotik

Proteinler Uzerindeki Etkisi
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Capecitabine+Mocetinostat’in Kombine Uygulanmasi

Apoptotik hiicre sayisinda,
Hiicre ¢ekirdeginde yogunlasmada,
Bax, kaspaz-3, PTEN, kaspaz-7,

kaspaz-9, p53 protein seviyelerinde

Hiicre sagkalimini, .. .
artis gozlenmistir.

proliferasyonunu

Hiicre boyutunu,

Bcl-2, AKT, PI3K, HDACI
ve HDACIII protein
seviyelerini,

Tamar agirhgini,

Nodil sayisinda azalig
gostermektedir.

Sekil 4.19. Capecitabine ve Mocetinostat’in Kombine Uygulanmasinin In vivo ve In

vitro etkisi

Bir kontrol noktasi geni olarak P53, ilgili genlerin transkripsiyonel regiilasyonu yoluyla
hiicre dongiisii durmasi ve apoptozun indiikklenmesi dahil olmak iizere ¢esitli mekanizmalarda
yer almaktadir. P53, hayatta kalmay1 destekleyen bir anti-apoptotik proteindir ve Bax ve Bcl-2
genlerini hedeflemektedir. Diger tarafta Bax, sitokrom C'nin salinmasinda ve kaspaz bagimli
apoptotik yolagin indiiklenmesinde rol oynayan proapoptotik bir proteindir (Srinivasula, 1998:
450). Bu yolda kaspaz-3 proteaz, gesitli onemli hiicresel proteinlerin spesifik boliinmesini
katalize ederek kilit bir rol oynar. 4T1 meme kanseri hiicre hatt1 lizerine yaptigimiz ¢alisma
Bax ve kaspaz- 3 ile birlikte p53'in protein seviyesinin artmasi, Bcl-2'nin ifadesinin ise
azaldigim desteklemektedir. Bu nedenle, verilerimiz kanser hiicre hattinda Capecitabine ve
Mocetinostat’in anti-kanser toksisitesinin kaspaz kaskadi ve p53/Bax/Bcl-2 araciligiyla
gerceklestirildigine dair kanit saglayabilir. Ayrica intrinsik yolakta gorevli kaspaz-7, kaspaz 9
proteinlerinin seviyelerinin artmis olmastyla apoptotik yolagin uyarildigi sdylenebilir. PTEN
tiimor baskilayici aktivitesi, biiyiik 6l¢tide PI3K/AKT aktivasyonuna kars1 olan lipid fosfataz
aktivitesine baglidir. PTEN ekspresyonu, PI3K/AKT aktivitesini inhibe eder, hiicre apoptozunu
destekler ve hiicre proliferasyonunu azaltir. Yaptigimiz ¢caligmada, PTEN protein seviyesinin
arttigimi, PI3K/AKT protein seviyesinin azaldigim gérmekteyiz. ilaglarin kombine olarak

kullanilmastyla PTEN/PI3K/AKT yolag: hiicre 6liimiine katkida bulundugunu sdyleyebiliriz.
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Elde edilen bulgulara gore, 4T1 hiicrelerinde Capecitabine ve Mocetinostat birlikte
uygulanmasi ile intrinsik yolakta gorevli kaspaz-3 ve kaspaz-7 proteinlerinin seviyelerinin

artmis olmasiyla apoptotik yolagin uyarildigini séylemek miimkiindiir.

Capecitabine’nin tekli ve kombine uygulanmasi, kanser hiicrelerinde kaspaz-3
proteinin ekspresyon seviyesini arttirdigina yonelik bir¢ok ¢alisma mevcuttur. Singh vd. 2019
yilinda yaptiklari ¢caligmada meme kanseri hiicre hatlarina Capecitabine ve Capecitabine yiiklii
nanopartikiil uygulamiglar ve Capecitabine’nin intrinsik apoptotik yol ile iliskili olan ROS
seviyelerini artirarak apoptozu indiikledigi bildirilmistir. Bax, kaspaz 3, kaspaz-9’un protein
seviyesi artarken, Bcl-2 proteininin protein seviyesi diismiistiir (Sing, 2019: 24989). Yapilan
bir ¢alismada MCF-7 hiicrelerinde Capecitabine ve valporik asidin kombine uygulanmasiyla
kaspaz-3 ve PARP protein seviyesi artmistir (Barberio, vd., 2016.) Leiomyosarkom (LMS)
hiicreleri lizerine Mocetinostat ve gemsitabine kombine olarak uygulanmis ve kaspaz 3, -9,- 7

proteinlerinin ekspresyon seviyesinin arttig1 gozlenmistir (Lopez, 2017).

Mocetinostat (5 uM), prostat kanseri hiicre hattina (DU14, PC3) 24 saat siireyle
uygulandiginda Kaspaz 3 ve Bad protein ekspresyon seviyesi artarken, Bid, Bax puma protein
seviyeleri azalmigtir. Ayni ¢alismada Mocetinostat, (3 pmol/L) l6semi hiicrelerine uygulanmis
ve kaspaz kaskadini aktive ederek kaspase- 9,-8, prokaspaz- 6 ve -10 proteinlerinin ekspresyon
seviyelerini arttirmistir. Mcl-1 protein ekspresyon seviyesinde azalma gézlenmistir. Bcl-2 ve
Bcl-XL protein seviyelerinde ise degisim gozlenmemistir (Zhang, 2016: 16036). Bizde
yaptigimiz ¢aligmada Mocetinostat’in tekli kullaniminda Bcel-2 protein seviyesi artmakta iken
kombine ila¢ uygulanmasinda protein seviyesinde azalma gozlenmistir. Bcl-2 proteininin bloke

edilmesi, tiimor hiicrelerinde apoptotik siireci geri yiliklemektedir.

Pro-kaspaz 9 boliinmesiyle mitokondriyal apoptoz yolunun Bcl-2 ve Bax proteinleri
seviyesi ile iliskilendirilmistir. C-myc onkogeni, insan kanserlerinin cogunda asir1 eksprese
edilir ve tiimorlerin en az %40'min nedenine katkida bulunmaktadir. Tekli ve kombine ilag
uygulamalarinda C-myc protein seviyesinde azalma gozlenmistir. PI3K ve PTEN, hiicre
biiyiimesini, hayatta kalmasini ve proliferasyonu diizenleyen PI3K yolunun sirasiyla baslica
pozitif ve negatif diizenleyicileridir. Yaptigimiz ¢aligmada, ilag uygulamalariyla birlikte PTEN
protein seviyesi artarken, PI3K protein seviyesi azalmis ve hiicre proliferasyonu olumsuz yonde

etkilenmistir.
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Bo Liao vd 2020, yaptiklar1 ¢calismada, karaciger kanseri hiicre hatlarina Mocetinostat
uygulanmasiyla, kaspaz-9, -3, -7 ve PARP, Bim ve Bax gibi proteinlerin seviyesi artarken, Bcl-

2 ve Bcl-xL gibi antiapoptotik proteinlerin seviyeleri ise azalmistir (Bo Liao, vd., 2020, 1918).

HDAC inhibitorleri, kanser hiicresi dongiisii durmasini, farklilasmasini ve hiicre
6lumiinl indiiklemekte, anjiyogenezi azaltmakta ve bagisiklik tepkisini modiile etmektedir.
Mocetinostat’in HDACI, HDACII ve HDACIII ve HDACI11 protein seviyelerini inhibe ettigi
bilinmektedir (Batlevi, C.104). Yaptigimiz western blot analiz sonuglarina gore kanser
hiicrelerinde HDACI seviyesi oldukga yiiksek iken Capecitabine ve Mocetinostat’in kombine
kullanim1 HDACI protein seviyesini disiirdigiinii gozlemlemekteyiz. HDACIII protein
seviyesi ise kombine uygulamayla birlikte ¢ok az miktarda azalma gostermistir. Capecitabine
ve Mocetinostat’in birlikte kullanilmast HDACI proteini iizerinde oldukga etkin oldugunu ve
Mocetinostat’in aktivitesini arttirdigini séyleyebiliriz. HDAC inhibitorleri, proapoptotik ve

anti-apoptotik regiilasyonu ile tiimér hiicrelerinde apoptozu indiikledigini sdylenebiliriz.

4T1 meme hiicre hattt meme dokusuna kolayca implante edilmektedir. Yiiksek oranda
tiimdrijenik ve invaziv 6zellik gostermesiyle, ¢ogu tiimoér modelinin aksine, meme bezindeki
birincil tiimérden lenf diigiimleri, kan, karaciger, akciger, beyin, kemik dokusuna kadar
metastaz yapabilme 6zelligine sahiptir (Pulaski,2000:4). 4T1 tiimorii, tercih edilme sebebi ilk
olarak, tiimdr hiicreleri meme bezine kolayca nakledilir, boylece birincil tiimdr bu {linitede tarif
edildigi gibi anatomik olarak dogru bélgede biiyiir. Ikincisi ise, insan meme kanserinde oldugu
gibi, 4T1 primer timoérden kendiliginden gelisir ve metastaz yaptigi i¢in meme kanseri

olusturmada bir¢ok arastirmaci tarafindan tercih edilmektedir (Dexter, 1978: 3176).

Yaptigimiz ¢alismada, 4T1 meme hiicre hattt BALB/c farelere ortotopik olarak enjekte
edildi ve yaklagik 15 gilin sonra farelerde timor olusumu gozlendi. Tiimér olusumunu
gozlenmesinin ardindan fareler kontrol grubu ve Capecitabine (90 mg/kg), Mocetinostat (50
mg/kg), Capecitabine (90 mg/kg) + Mocetinostat (50 mg/kg) olmak iizere gruplara ayrildi.
Deney sonuglar1 degerlendirildiginde, kontrol grubunu olusturan farelerde viicut agirhigi
degismemisken, ilag uygulanan gruplarda farelerin viicut agirhigi yaklasik %18 oraninda
azalmistir. Ttimor agirliklart degerlendirildiginde ise, Kontrol grubunda timor agirhigr 1,2 g
iken Capecitabine 0,87g Mocetinostat 0,959 Capecitabine+Mocetinostat grubunda ise 0,66 g
olmustur. Kombine uygulanan grup kontrol grubu ile karsilastirildiginda tiimor agirhigi yaklasik
olarak %55 oraninda azalmistir. Capecitabine ve Mocetinostat’in kombine kullaniminin, tekli

kullanima gore tiimor boyutunu kii¢iiltme daha etkin oldugunu sdyleyebiliriz.
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Yapilan literatiir arastirmalarinda 4T1 hiicreleri kullanilarak in vivo tiimér modelinde
Capecitabine ve Mocetinostat’in tekli uygulanmasiyla ilgili smirli sayida ¢alisma varken
kombine uygulanmasi ile ilgili c¢alisma heniiz bulunmamaktadir. Mocetinostat timor
hiicrelerinde histon asetilasyonunu uyardigi i¢in, yapilan in vivo g¢alismalar ile antitimor
aktivitesi ve diisiik toksisite gosterdigi kanitlanmaktadir (Li, 2004: 83). Ayrica Mocetinostat’in

Faz II ¢aligmalar1 devam etmektedir.

Yapilan bir ¢alismada, Lopez vd. Scid farelerine SKLMSI hiicreleri vererek (1 x 10°)
LMS (Leiomyosarkom) olusturdugu kanser modelinde, Mocetinostat 50 mg/kg olarak,
gemsitabin 20 mg/kg olarak farelere uygulanmistir. Mocetinostat, LMS hiicre biiylimesini ve

klonojenik potansiyeli ortadan kaldirmis, LMS hiicre hatlarinda apoptoza indiiklemistir.

Mocetinostat +gemsitabin kombinasyonu, in vivo olarak LMS hiicrelerinde sinerjistik
bir etki sergilemistir. Ayrica Mocetinostat, LMS hiicrelerinde gemsitabin direng belirtecleri
RRMI1, RRM2'nin ekspresyonunu azaltmis ve gemsitabin-duyarlilik belirteci hENT1'in
ekspresyonunu arttirmigtir (Lopez, 2017). CD1 fareleri SW48 ve HCT116 hiicreleri ile kolon
kanseri olusturulmus gavaj yoluyla 90 mg/kg Mocetinostat uygulanmis ve Mocetinostat’in
hastalarda dahil olmak iizere tiim tiimor gruplarinda H3 hiperasetilasyonunu indiikledigi
gozlenmistir (Bonfils, 2008: 342). Yaptigimiz ¢alisma sonucunda Mocetinostat’in antitimor

etkinligi ile timdr boyutunu kiigiilttiigli soylenebilir.

Capecitabine hem tekli uygulamalarda hem de kombine uygulamalarda meme kanseri
icin oldukga etkin tedavi sunmaktadir. Kemoterapide kullanilan ilaclarin diisiik dozda ve
kombine kullanilmas1 meme kanseri tedavisini kolaylastiracagi diigiiniilmektedir. Boylelikle
Capecitabine, oksaliplatin, irinotekan, doksataksel gibi birgok ilag ile birlikte kullanilmaktadir
(Lee, 2014: 3750).

Yapilan bir ¢alismada, 4T1 meme kanseri hiicre hatti ile yaklagik 10 giin sonra BALB/c
farelerde meme kanseri olusturulmus ve Capecitabine giinliikk 359 mg/kg oral yol ile farelere
verilmistir. Kontrol grubundaki hayvanlarin tiimoér boyutunda 6nemli bir artis gézlenmistir.
Sadece Capecitabine uygulanan grupta ise tiimor biliylime orani, kontrol grubu ile
karsilastirildiginda %76,6 azalis saglamistir. Hayvanlardan alinan karaciger ve akciger dokulari
histopatajenik olarak degerlendirilmis ve kontrol grubunda, karacigerin santral veni ve
alveollerin interstisyel boslugu c¢evresinde adenokarsinom hiicrelerinin oldukca yaygin

metastaz1  gorillmiistiir. Ayrica, Capecitabine uygulanan grupta, karaciger ve akciger
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dokularinda hafif metastaz adenokarsinom ve karacigerde hepatositenekroz ve akciger

veniiliinde hiperemi gézlenmistir (Taleblou, 2020: 76).

Sim J. J yaptiklar1 ¢alismada, Capecitabine ve kalsiyum laktati kombine olarak kolon
kanseri hiicreleri verilen timoér modelinde uygulamiglardir. Capecitabine grubu
(2,999.87£917.47 mm?®) kontrol grubu (2,085.39+491.16 mm3) tiimdr hacmiyle
karsilagtirildiginda 6nemli  bir degisiklik olmaz iken, kombine uygulanan grupta
(1,201.86+42.94 mm3) tiimor hacminde ¢ok ciddi diisiis olmustur. Ayrica tiimor inokiilasyonu
saglandiktan sonra hayvanlarin viicut agirliklarinda diisme yasanmamustir (Sim, 2018: 4669).
Yaptigimiz deney sonucu degerlendirildiginde, Capecitabine uygulanan grupta kontrol grubu
ile karsilagtirildiginda timor boyutunun %79 oraninda azalmis oldugunu gérmekteyiz. Bu
sonuglarla birlikte, Capecitabine’nin timor hiicre sayisini azalttig1 ve tiimdr tizerinde oldukga
etkin oldugunu sdyleyebiliriz. Yine ayni ¢calisma ile paralel olarak yaptigimiz ¢alismada timor
uygulanmasi tizerinde iki ilag etkin olmus, fakat tedavi siireciyle birlikte farelerin viicut

agirhiginda azalma gozlenmistir.

Anand vd. yaptiklar1 ¢alismada 4T1 meme kanseri ile tiimor olusturulduktan sonra
hayvanlara 3 giinde bir olmak tlizere 600 mg/kg olmak iizere Capecitabine uygulanmaistir.
Capecitabine ile tedavi edilen akciger dokusu incelendiginde Ki67 ekspresyonu ve hiicre
proliferasyonu %70 oraninda azalmistir (Anand, 2019: 5). Salem ve ark. (2018) arkadaslarinin
yaptigr calismada, 4T1 meme kanseri hiicre hatlariyla olusturulan modelde, EphA2
uygulanmasiyla birlikte ilag uygulanan grupta %75 oraninda nodiillerin azaldig1 gézlenmistir
(Salem, 2018: 2056). Yapilan baska bir ¢alismada ise 4T1 meme kanseri modelinde akciger
metastazi, arjinazin VEGF/VEGFR-2 yolunu inhibe etmesi ile engellenmistir (Secondini,
2017). 4T1 meme kanseri hiicre hattiyla olusturulan kanser modelinde benzil-izotiyosiyanat
kullanilmigtir. Benzil-izotiyosiyanatin akcigerdeki nodul sayisini ve agirligini azaltmigtir (Kim,
2011: 64). Yaptigimiz caligmada, ilaglarin tekli ve kombine uygulanmasinin hem timor
dokusunda hem de akciger metastazinda kontrol grubu ile karsilastirdigimizda ilag uygulanan
gruplarda etkin oldugunu goérmekteyiz. Yapilan H-E boyama sonrasi tiimor grubunda fazla
sayida nodiil gozlenmis tekli gruplarda nodul sayis1 azalirken kombine grupta nodiil dagilmaya

baslamistir.
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EK-1: MEME KARSINOMUNDA TNB EVRELEME SiSTEMi (HORTOBAGY1, 2017)
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