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TESEKKUR
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OZET

Demirci T., HMG-Coa Rediiktaz Inhibitérlerinin Meme Adenokarsinom Hiicre Hatti
MCEF-7 iizerinde hiicre proliferasyonu ve hiicre 6liim mekanizmalar1 (apoptoz ve
otofaji) iizerine etkisinin incelenmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Histoloji ve Embriyoloji Programi Tezi, Ankara, 2010. Meme kanseri, diinya genelinde
kadinlarda goriilme siklig1 en yiiksek olan kanser tiiriidiir. Meme kanseri 6liime yol agmast
acisindan ise akciger kanserinden sonra ikinci sirada yer alir. Birgok kanser de oldugu gibi
meme kanserinde de yeni tedavilerin gelistirilmesi amaciyla calismalar yiiriitiilmektedir.
Glnlimiizde en ¢ok serebrovaskiiler ve kardiyovaskiiler hastaliklari 6nlemek icin kullanilan
ve Kkolesterol sentezini hidroksi-metil glutaril koenzim A (HMG-KoA) rediiktaz enzimi
inhibisyonu ile spesifik olarak bloke eden statinler, son ¢aligmalarda kanser tedavisinde umut
vadeden ilaglar olarak gosterilmektedir. Statinlerin kanser hiicre dizilerinde sitotoksik
etkilerinin aragtirildigi birgok yayin bulunmasina karsin meme kanser hiicrelerindeki
antiproliferatif ve apoptotik etkilerinin mekanizmasi tam olarak agiklanamamistir. Kanser
hiicrelerinde tedaviye yonelik calisilan 6liim cesitlerinden biri de otofajidir. Otofaji, hiicrenin
stres altinda iken hasarli organellerini ve makromolekiillerini yikmasi olarak tanimlanan yeni
bir hiicre olim ¢esididir. Son yillarda farkli hiicre hatlar1 iizerinde otofajik etkileri
gosterilmis olan statinlerin, meme kanseri hiicrelerinde otofajik mekanizmalar iizerine
etkisine iligkin literatlir bilgisi bulunmamaktadir. Bu ¢aligmada statinlerin meme kanser
hiicrelerindeki otofajik mekanizmalar tizerine olan etkisi incelenmistir. Ayn1 zamanda meme
kanseri hiicrelerinde apoptoz ve otofaji arasindaki iliskinin aydinlatilmasi1 amaglanmustir.
Calismamizda statin grubu ilaglardan atorvastatin, simvastatin ve fluvastatinin farkl
konsantrasyonlari ile 24 ve 48 saat muamele sonrasinda, MCF-7 insan meme adenokarsinom
hiicrelerinde ilag doz artisina paralel hiicre proliferasyonlarinda azalma saptanmustir.
Bunlardan en etkin sitotoksiteye sahip olan ila¢ grubu fluvastatin olarak bulunmustur. 24 saat
atorvastatin, simvastatin ve fluvastatinin 10uM, 20uM ve 80uM Kkonsantrasyonlari ile
muamele edilen hiicre gruplarinda TUNEL yontemi ile elde edilen apoptoz sonuglari, doz
artigina paralel apoptotik hiicre ylizdesinde artis oldugunu gostermistir. 80uM konsantrasyon
uygulanan gruplarda hiicrelerin bir¢ogunda nekrotik ozellikler izlenmistir. Klinikte en
yaygin kullanim alanina sahip olan atorvastatinin 10uM, 20uM ve 80puM konsantrasyonlari
ile 24 ve 48 saat muamele edilen MCF-7 hiicre gruplarina immunohistokimya yontemi
uygulanarak hiicrelerde kaspaz3 ile apoptoz; beklin-1 ve LC3 belirtegleri ile otofaji
gosterilmistir. Meme adenokarsinom hiicrelerinin ELISA ve immunohistokimyasal
calismalarimizi destekleyen nitelikteki elektron mikroskobik incelemelerinde; hiicrelerde
apoptotik, otofajik ve nekrotik ince yap1 degisiklikleri saptanmustir.

Sonug olarak statinlerin sitotoksik etki mekanizmalarina farkli bir bakis agisi getiren
calismamiz,  statinlerin  MCF-7 meme  adenokarsinom  hiicrelerinde  apoptoz
mekanizmalarinin yani sira otofajik mekanizmalar {izerinden de etkili oldugunu gdsteren ilk
calismadir. MCF-7 hiicrelerinde apoptoz ve otofaji iliskisini daha net ortaya koyacak, otofaji
inhibitorleri kullanilarak planlanacak ileri ¢aligmalara bilgi kaynagi olusturacaktir.

Anahtar kelimeler: Statin, Hiicre Proliferasyonu, Otofaji, Apoptoz, Meme kanseri

Destekleyen Kurum: Hacettepe Universitesi Histoloji-Embriyoloji Béliimii
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ABSTRACT

Demirci T., Evaluation of the effects of HMG-Koa Reductase inhibitors on the cell
proliferation and cell death mechanisms (apoptosis and autophagy) of the breast
adenocarcinoma cell line MCF-7. Breast cancer is the most common cancer worldwide
among women and is the second leading cause of cancer deaths. In recent years many studies
about the new treatment modalities of breast cancer have been conducted. Statins, mostly
used for the prevention of cardiovascular and cerebrovasculer diseases, block cholesterol
synthesis by specific inhibition of HMG-Coa reductase. In the last few years, use of statins
gained interest for cancer preventation and treatment. Although there are many articles that
indicate cytotoxic effects of statins on cancer cells, the exact mechanism of antiproliferative
and antiapoptotic effects of them on breast cancer cells is not clearly understood. Autophagy
is a new insight about death pathways and it is defined as the process by which cells recycle
their own unessential organelles and components under stress conditions. Autophagic effects
of statins on different kinds of cancer cell lines are well known but the effects of statins on
breast cancer cells have not been investigated in aspect of autophagy. Therefore, our aim was
to determine if statins induce autophagy in breast cancer cells. We further investigated the
relationship between apoptosis and autophagy specifically induced by statins in MCF-7
human breast adenocarcinoma cells. In this study, it is found that treatment of MCF-7 breast
cancer cells with different concentrations of atorvastatin, simvastatin, fluvastatin inhibited
the proliferation of the cells in 24 and 48 hours. Fluvastatin appeared to induce a more
evident proliferation inhibition. After tumor cells were treated with 10, 20 and 80 pM
concentrations for 24 hours, increase in apoptosis of MCF-7 cells were detected by
concentration-dependent manner in TUNEL stainings of cells. When tumor cells were
treated with 80 puM statin for 48 hours, necrotic morphologic changes were more prominent.
By 24 and 48 hours after Atorvastatin 10uM, 20uM and 80uM treatment, in MCF-7 cells
apoptosis was detected by caspase 3 and autophagy was observed by beclin-1 and LC3
immunofluoresance staining. We further confirmed this observations with electron
microscopic analysis, which showed apoptotic, autophagic and necrotic morphological
changes in MCF-7 cells.

Finally, our results present the first demonstration of autophagy of MCF-7 cells induced by
statins. Thus our study establish a novel mechanism for apoptotic and antiproliferative
effects of statins on breast cancer cells. To determine the exact relationship between
apoptosis and autophagy induced by statins, further studies should be conducted by using
autophagy inhibitors. In this work, showing the autophagic effects of statins on breast cancer
cells, will provide the scientific foundation for subsequent research of new treatment
modalities of breast cancer.

Keywords: Statin, Cell Proliferation, Autophagy, Apoptosis, Breast Cancer

Supported by Hacettepe University Histology-Embryology Department
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Apoptotik, Nekrotik ve Otofajik hiicrelerde gozlenen yapisal degisiklikler
‘Hotchkiss RS, Strasser A, McDunn JE, Swanson PE. 2009. Cell Death, N
Engl J Med. 361:1570-1583alinmigtir(31).

Apoptoz Mekanizmalar1 ‘Gupta et al. Immunity & Ageing 2006 3:5
doi:10.1186/1742-4933-3-5" alinmistir(32).

Otofaji Cesitleri. ‘Mizushima N, Levine B, Cuervo AM, Klionsky DJ.
2008. Autophagy fights disease through cellular self-digestion. Nature.
451:1069-1075" alinmistir(46).

Otofagozom olusumu ve gorevli otofaji iligkili proteinler
‘http://www.cellsignal.com/reference/pathway/Autophagy.html’ alinmistir.
Apoptoz ve Otofaji arasindaki molekiiler baglantilar. Fimia GM, Piacentini
M. 2010. ‘Regulation of autophagy in mammals and its interplay with
apoptosis. Cell. Mol. Life Sci. 67:1581-1588.” alinmistir(53).
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GRAFIKLER DiZiNi

WST-1 testi ile atorvastatinin MCF-7 hiicreleri lizerindeki 24 saat
sitotoksitesi.

WST-1 testi ile atorvastatinin farkli konsantrasyonlarinin 24 saat
uygulanmasi sonrasinda MCF-7 hiicrelerinin canlilik yiizdeleri. (Yiizde
degerleri tedavi uygulanmayan kontrol grubuna kiyasla elde edilmistir.)
WST-1 testi ile atorvastatinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki 48 saat
sitotoksitesi.

MCEF-7 hiicrelerinin atorvastatinin farkli konsantrasyonlari ile 48 saat
muamele edilmesi sonrasindaki canlilik yiizdeleri.

WST-1 testi ile atorvastatinin MCF-7 hiicreleri {izerindeki zamana bagh
sitotoksitesi.

WST-1 testi ile MCF-7 hiicrelerinde PBS’de ¢6ziinerek hazirlanan farkli
fluvastatin konsantrasyonlarinin 24 saat sitotoksitesi.

WST-1 testi ile MCF-7 hiicrelerinde fluvastatinin DMSO’da ¢6ziinerek
hazirlanan farkli konsantrasyonlarinin 24 saat sitotoksitesi.

MCF-7 hiicrelerinin fluvastatinin farkli konsantrasyonlari ile 24 saat
muamele edilmesi sonrasindaki canlilik yiizdeleri.

WST-1 testi ile MCF-7 hiicrelerinde fluvastatinin DMSO’da ¢6ziinerek
hazirlanan farkli konsantrasyonlarinin 48 saat sitotoksitesi.

MCF-7 hiicrelerinin DMSQO’da ¢6ziinerek hazirlanan farkl fluvastatin
konsantrasyonlari ile 48 saat muamele sonrasindaki hiicre canliligi.
WST-1 testi ile fluvastatinin MCF-7 hiicreleri {izerindeki zamana bagl
sitotoksitesi.

WST-1 testi ile simvastatinin MCF-7 hiicreleri {izerindeki 24 saat
sitotoksitesi.

MCEF-7 hiicrelerinin 24 saat farkli konsantrasyonlarda simvastatin ile
muamele sonrasindaki canlilik yiizdeleri.

WST-1 testi ile simvastatinin MCF-7 hiicreleri {izerindeki 48 saat

sitotoksitesi.
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MCF-7 hiicrelerinin 48 saat farkli konsantrasyonlarda simvastatin ile
muamele sonrasi canlilik yiizdeleri.

WST-1 testi ile simvastatinin MCF-7 hiicreleri {izerindeki zamana bagli
sitotoksitesi.

WST-1 testi ile atorvastatin, simvastatin ve fluvastatinin farkli
konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki 24 saat sitotoksiteleri.
WST-1 testi ile atorvastatin, simvastatin ve fluvastatinin ortak
konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicreleri lizerindeki 24 saat sitotoksiteleri
WST-1 testi ile atorvastatin, simvastatin ve fluvastatinin farkli
konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki 48 saat sitotoksiteleri.
WST-1 testi ile atorvastatin, simvastatin ve fluvastatinin ortak
konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki 48 saat sitotoksiteleri.
Atorvastatinin 10uM, 20uM ve 80uM konsantrasyonlarinin MCF-7
hiicreleri iizerinde zamana bagli apoptotik etkisi.

Fluvastatinin 10uM, 20uM ve 80uM konsantrasyonlarinin MCF-7
hiicreleri iizerinde zamana bagli apoptotik etkisi.

Simvastatin 10uM, 20uM ve 80uM konsantrasyonlarinin MCF-7
hiicreleri iizerinde zamana bagli apoptotik etkisi.

Atorvastatin, Simvastatin ve Fluvastatinin 24 saat 10uM, 20uM ve 80uM
doz uygulamalarinin MCF-7 hiicreleri lizerine apoptotik etkilerinin
karsilastirilmasi.

Atorvastatin, Simvastatin ve Fluvastatinin 48 saat 10uM, 20uM ve 80uM
doz uygulamalarinin MCF-7 hiicreleri lizerine apoptotik etkilerinin
karsilastirilmasi.

Atorvastatinin 10uM, 20uM ve 80uM konsantrasyonlarinin MCF-7
hiicreleri lizerinde zamana bagli nekrotik etkisi.

MCF-7 hiicrelerinde atorvastatinin farkli doz uygulamalarinin LC3 sito

ELISA sonuglari.
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RESIMLER DiZiNi

Resim 1: Faz kontrast mikroskopta pasajlandiktan sonra tutunup ¢ogalmaya
baslayan 3.glindeki MCF-7 hiicreleri (x40).

Resim 2: Faz kontrast mikroskopta 5.glinde %70 devamlilik kazanarak farkli hiicre
siklusundaki degisik biiyiikliikte izlenen MCF-7 hiicreleri (x40).

Resim 3: Faz kontrast mikroskopta 7.giinde %100 devamlilik kazanarak kiiltiir
kabinin tabanini tamamen kaplayan, bazis1 tutunan bazisi ise yuvarlak
bicimli tutunma 6zelligini yitirmekte olan MCF-7 hiicreleri (x40).

Resim 4: Faz kontrast mikroskopta 24 saat ilaca maruz birakildiktan sonra mitotik
aktivite gosteren (ok), yuvarlak bigimli tutunmayan muhtemelen
apoptotik (¢ift ok) ve sitoplazmasinda koyu graniiler yapilanma gosteren
otofajik olabilecegi diisiiniillen MCF-7 hiicreleri (x40).

Resim 5:  Faz kontrast mikroskopta 48 saat ilaca maruz birakilan dejeneratif
degisiklikler gosteren MCF-7 hiicreleri (x40).

Resim 6: Faz kontrast mikroskopta 48 saat 80uM konsantrasyonda ilaca maruz
birakilan dejeneratif degisiklikler gosteren ve cogu kaybedildigi i¢in
kiiltiir kabinda sayica azalmis MCF-7 hiicreleri (x40).

Resim 7:  TUNEL yo6nteminin negatif kontrol grubunda MCF-7 hiicrelerinin
dagilim1 (TUNEL, ¢ekirdek boyasi: hematoksilen, x100).

Resim 8:  Negatif kontrol grubunda TUNEL pozitif apoptotik hiicreler
izlenmemektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi hematoksilen, x200, x400).

Resim 9: 24 saat kontrol grubundaki MCF-7 hiicrelerinin dagilimi (TUNEL,
cekirdek boyasi hematoksilen, x100).

Resim 10: 24 saat kontrol grubunda az sayida TUNEL pozitif apoptotik hiicreler
(ok) izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi hematoksilen, x200, X400).

Resim 11: 10uM atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta MCF-7 hiicrelerinin
dagilimi (TUNEL, cekirdek boyas1 hematoksilen, x100).

Resim 12: 10uM atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta TUNEL pozitif
apoptotik hiicreler (ok) izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi
hematoksilen, x200, X400).
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20uM atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta dnceki gruba gore
daha az sayida MCF-7 hiicreleri izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi
hematoksilen, x100).

20uM atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta dnceki gruba gore
daha ¢ok sayida TUNEL pozitif (ok) MCF-7 hiicreleri izlenmektedir
(TUNEL, ¢ekirdek boyasi hematoksilen, x200, X400).

80uM atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta ¢ok az sayida
tutunan MCF-7 hiicreleri saptanmistir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi
hematoksilen, x100).

80uM atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta TUNEL pozitif
apoptotik hiicreler (ok) izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi
hematoksilen, x200, X400).

10uM simvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta MCF-7 hiicrelerinin
dagilimi1 (TUNEL, ¢ekirdek boyast hematoksilen, x100).

10uM simvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta TUNEL pozitif
apoptotik hiicreler (ok) izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi
hematoksilen, x200, X400).

20uM simvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta onceki gruba gore
daha az sayida MCF-7 hiicreleri izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi
hematoksilen, x100).

20uM simvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta TUNEL pozitif
apoptotik hiicreler (ok) izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi
hematoksilen, x200, X400).

80uM simvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta ¢ok az sayida
tutunan MCF-7 hiicreleri saptanmistir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi
hematoksilen, x100).

80uM simvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta TUNEL pozitif (ok)
MCF-7 hiicreleri izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyas1 hematoksilen,
x200, X400).

10uM fluvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta MCF-7 hiicrelerinin
dagilimi1 (TUNEL, ¢ekirdek boyast hematoksilen, x100).
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10uM fluvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta TUNEL pozitif
apoptotik hiicreler (ok) izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi
hematoksilen, x200, X400).

20uM fluvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta MCF-7 hiicrelerinin
dagilimi1 (TUNEL, ¢ekirdek boyast hematoksilen, x100).

20uM fluvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta TUNEL pozitif
apoptotik hiicreler (ok) izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi
hematoksilen, x200, X400).

80uM fluvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta ¢ok az sayida tutunan
MCF-7 hiicreleri saptanmistir (TUNEL, ¢ekirdek boyast hematoksilen,
x100).

80uM fluvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta TUNEL pozitif
apoptotik hiicreler (ok) izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi
hematoksilen, x200, X400).

48 saat kontrol grubundaki MCF-7 hiicrelerinin dagilimi1 (TUNEL,
cekirdek boyasi hematoksilen, x100).

48 saat kontrol grubunda az sayida TUNEL pozitif apoptotik hiicreler
(ok) izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi hematoksilen, x200, x400).
10uM atorvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta MCF-7 hiicrelerinin
dagilimi (TUNEL, cekirdek boyas1 hematoksilen, x100).

10uM atorvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta TUNEL pozitif
apoptotik hiicreler (ok) izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi
hematoksilen, x200, X400).

20uM atorvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta 6nceki gruba gore
daha az sayida MCF-7 hiicreleri izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi
hematoksilen, x100).

20uM atorvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta onceki gruba gore
daha ¢ok sayida TUNEL pozitif (ok) MCF-7 hiicreleri izlenmektedir
(TUNEL, ¢ekirdek boyasi hematoksilen, x200, X400).

80uM atorvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta ¢ok az sayida
tutunan MCF-7 hiicreleri saptanmistir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi
hematoksilen, x100).
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80uM atorvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta az sayida TUNEL
pozitif (ok) MCF-7 hiicreleri izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi
hematoksilen, x200, x400).

10uM fluvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta MCF-7 hiicrelerinin
dagilimi1 (TUNEL, ¢ekirdek boyast hematoksilen, x100).

10uM fluvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta TUNEL pozitif
apoptotik hiicreler (ok) izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi
hematoksilen, x200, X400).

20uM fluvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta dnceki gruba gore
daha az sayida MCF-7 hiicreleri izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi
hematoksilen, x100).

20uM simvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta onceki gruba gore
daha ¢ok sayida TUNEL pozitif (ok) MCF-7 hiicreleri izlenmektedir
(TUNEL, ¢ekirdek boyasi hematoksilen, x200, X400).

80uM fluvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta ¢cok az sayida tutunan
MCF-7 hiicreleri saptanmistir (TUNEL, cekirdek boyas1 hematoksilen,
x100).

80uM fluvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta az sayida TUNEL
pozitif (ok) MCF-7 hiicreleri izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi
hematoksilen, x200, X400).

10uM simvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta MCF-7 hiicrelerinin
dagilimi.(TUNEL, c¢ekirdek boyast hematoksilen, x100)

10uM simvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta TUNEL pozitif
apoptotik hiicreler (ok) izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi
hematoksilen, x100).

20uM simvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta onceki gruba gore
daha az sayida MCF-7 hiicreleri izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi
hematoksilen, x100).

20uM simvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta TUNEL pozitif (ok)
MCEF-7 hiicreleri izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi hematoksilen,
x200, X400).
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80uM simvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta ¢ok az sayida
tutunan MCF-7 hiicreleri saptanmistir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi
hematoksilen, x100).

80uM simvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta az sayida TUNEL
pozitif (0k) MCF-7 hiicreleri izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi
hematoksilen, x200, x400).

Immunofloresan boyama ydntemi i¢in yapilan kontrol boyamada MCF-7
hiicrelerinde negatif kaspaz 3 immunreaktivitesi izlenmektedir (a:DAPI,
b:FITC, c: DAPI+FITC, x400).

Kontrol grubundan hazirlanan immunofloresan boyamada MCF-7
hiicrelerinin kaspaz 3 immunreaktivitesi izlenmektedir (a:DAPI, b:FITC,
c: DAPI+FITC, x400).

10uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta bazit MCF-7
hiicrelerinin sitoplazmasinda kaspaz 3 immunreaktivitesi izlenmektedir
(a:DAPI, b:FITC, c: DAPI+FITC, x400).

20uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilen gruptaki daha az sayida ve
mavi ¢ekirdekleri ile gézlenmekte olan MCF-7 hiicrelerinin bazilarinda
sitoplazmada yaygin kaspaz 3 immunreaktivitesi izlenmektedir (a:DAPI,
b:FITC, c: DAPI+FITC, x400).

80uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilen gruptaki MCF-7
hiicrelerinin bir kisminin sitoplazmasinda kuvvetli kaspaz 3 ekspresyonu
(ok) izlenmektedir (a:DAPI, b:FITC, c: DAPI+FITC, x400).

10uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta, DAPI ile
cekirdekleri mavi gozlenen MCF-7 hiicrelerinin zayif kaspaz 3
immunreaktivitesi gosterdigi (ok) izlenmektedir (a:DAPI, b:FITC, c:
DAPI+FITC, x400).

20uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta MCF-7 hiicrelerinin
daha yaygin kaspaz 3 immunreaktivitesi gosterdigi (ok) izlenmektedir
(a:DAPI, b:FITC, c: DAPI+FITC, x400).

20uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen gruptaki MCF-7
hiicresinde tiim ¢ekirdek ¢evresinde kuvvetli kaspaz 3 immunreaktivitesi

(ok) izlenmektedir (a:DAPI, b:FITC, c: DAPI+FITC, x400).
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20uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen MCF-7 hiicreleri
izlenmektedir. Bir ¢ok hiicrede sitoplazmada yaygin kaspaz 3
immunreaktivitesi (ok) izlenmektedir (a:DAPI, b:FITC, c: DAPI+FITC,
x400).

20uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta az sayida DAPI ile
cekirdekleri boyanmigs MCF-7 hiicreleri izlenmektedir. Sol tist kosedeki
MCEF-7 hiicrelerinde sitoplazmik birkag¢ bdlgenin kuvvetli kaspaz 3
immunreaktivitesi (ok) izlenmektedir (a:DAPI, b:FITC, c: DAPI+FITC,
x400).

Kontrol grubundan hazirlanan MCF-7 hiicrelerinde sitoplazmik beklinl
immunoreaktivitesinin (ok) zayif ve az sayida oldugu izlenmektedir
(a:DAPI, b:FITC, c: DAPI+FITC, x400).

10uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta DAPI ile
¢ekirdekleri mavi gozlenen MCF-7 hiicrelerinin kontrol grubuna kiyasla
daha giicli, spesifik ve graniiler beklin-1 immunreaktivitesi gosterdigi
(ok) izlenmektedir (a:DAPI, b:FITC, c: DAPI+FITC, x400).

20uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta daha az sayida
MCF-7 hiicreleri goriilmektedir. Beklinl immunofloresan isaretlemesinin
sitoplazmada yaygin ve spesifik graniiler oldugu (ok) izlenmektedir
(a:DAPI, b:FITC, c: DAPI+FITC, x400).

80uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta az sayida MCF-7
hiicresi izlenmektedir. Baz1 hiicre gruplarinda (A) sitoplazmada beklin 1
ekspresyonu graniiler ve ¢ok kuvvetli olarak izlenirken (ok) baz1 hiicre
gruplarinda (B) ise oldukc¢a zayif immunreaktivite (¢ift ok) goriilmektedir
(a:DAPI, b:FITC, c: DAPI+FITC, x400).

48 saat kontrol grubunda DAPI ile ¢ekirdekleri mavi gézlenen MCF-7
hiicrelerinin bir kismi beklin 1 ekspresyonunu gostermektedir (a:DAPI,
b:FITC, c: DAPI+FITC, x400).

10uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen gruptaki MCF-7
hiicrelerinin birgogunun DAPI ile mavi gézlenen ¢ekirdeklerinin etrafinda
giiclii graniiler beklin-1 immunreaktivitesi gosterdigi (ok) izlenmektedir

(a:DAPI, b:FITC, c: DAPI+FITC, x400).
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20uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen gruptaki MCF-7
hiicrelerinin bir¢ogunda sitoplazmada yaygin giiclii, graniiler beklin-1
immunreaktivitesi (ok) gorilmektedir (a:DAPI, b:FITC, c: DAPI+FITC,
x400).

80uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen gruptaki MCF-7
hiicrelerinin bir ¢cogunda sitoplazmada yaygin ancak 6nceki gruplara gore
daha zayif beklin-1 immunreaktivitesi (ok) goriilmektedir (a:DAPI,
b:FITC, c: DAPI+FITC, x400).

Kontrol grubundan hazirlanan immunfloresan boyamada az sayida MCF-
7 hiicresinde zayif LC3 immunreaktivitesi izlenmektedir (FITC, ¢ekirdek
DAPI, x400).

10uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta MCF-7 hiicrelerinin
birgogunda LC3 immunreaktivesi izlenmektedir (FITC, ¢ekirdek DAPI,
x400).

10uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta MCF-7 hiicrelerinin
birgogunda sitoplazmada yaygin kuvvetli, otofajiye spesifik graniiler LC3
immunreaktivitesi (ok) goriilmektedir (FITC, ¢ekirdek DAPI, x400).
20uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta, dnceki gruplara
gore daha ¢ok sayida MCF-7 hiicresinde LC3 immunreaktivesi
izlenmektedir ( FITC, ¢ekirdek DAPI, x400).

20uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilen hiicrelerde belirgin
kuvvetli sitoplazmik LC3 immunreaktivitesi izlenmektedir.(B):
Mikrografin orta kisminda sitoplazmada yaygin kuvvetli grantiler LC3
ekspresyonu goriilmektedir ( FITC, ¢ekirdek DAPI, x400).

80uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta 6nceki gruplara
gore daha az sayida olan MCF-7 hiicrelerinde LC3 immunreaktivitesi
yaygin olarak izlenmektedir (FITC, ¢ekirdek DAPI, x400).

48 saat kontrol grubunun MCF-7 hiicrelerinde LC3 immunreaktivitesi
(ok) gortilmektedir (FITC, ¢ekirdek DAPI, x400).

10uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta MCF-7 hiicrelerinin
bircogunda sitoplazmada yaygin kuvvetli grantiler LC3 immunreaktivitesi
(ok) gortilmektedir (FITC, ¢ekirdek DAPI, x400).
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20uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen MCF-7 hiicrelerinde LC3
immunreaktivesi izlenmektedir ( FITC, ¢ekirdek DAPI, x400).

20uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta farkli biiytikliikte
cekirdekleri ile gbzlenen MCF-7 hiicrelerinin birgogunda sitoplazmada
yaygin kuvvetli graniiler LC3 immunreaktivitesi (ok) goriilmektedir
(FITC, ¢ekirdek DAPI, x400).

80uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen gruptaki MCF-7
hiicrelerinde dnceki gruplara kiyasla daha az sayida hiicrede LC3
immunreaktivitesi (ok) goriilmektedir (FITC, ¢ekirdek DAPI, x400).
80uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen MCF-7 hiicrelerinde
kuvvetli graniiler LC3 immunreaktivitesi (ok) izlenmektedir (FITC,
cekirdek DAPI, x400).

24 saat kontrol grubundan hazirlanan yar1 ince kesitte MCF-7 hiicreleri
cesitli buiylikliiklerde izlenmektedir. Hiicreler belirgin ¢ekirdek ve
cekirdekcikleri ile izlenmektedir. Bazi hiicrelerin mitoz siirecinde
olduklar goriilmektedir(ok). Az sayida hiicrede ise dejeneratif degisiklik
gozlenmektedir (Metilen mavisi, x200, x400).

10uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grubun 151k mikrografinda
mitoz gosteren hiicrelerin yani sira, farkli dejeneratif degisiklikler
gosteren; sitoplazmasi kondens apoptotik hiicreler (siyah ok),
sitoplazmada vakuoller iceren muhtemelen otofajik degisiklik gdsteren
hiicreler (kirmiz1 ok) ve ileri dejeneratif goriiniimleri ile belirgin
kromotolizis gosteren ¢ekirdekleri olan nekrotik hiicreler (yesil ok)
izlenmektedir (Metilen mavisi, x200, x400).

20uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilmis grubun hiicrelerine ait
151k mikrografinda onceki gruplara oranla daha fazla sayida apoptotik
hiicre ve sitoplazmast heterojen goriiniimlii i¢erige sahip iri otofajik
hiicreler izlenmektedir (Metilen mavisi, x200, x400).

80uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta kromotolizis
gosteren, hiicre membran biitlinliigli bozulmus nekrotik hiicreler

izlenmektedir (Metilen mavisi, x200, x400).
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10uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen grubun 151k mikrografinda
mitoz gosteren hiicrelerin yani sira, farkli dejeneratif degisiklikler
gosteren; sitoplazmasi yogun apoptotik hiicreler (siyak ok), sitoplazmada
vakuoller iceren muhtemelen otofajik degisiklik gosteren hiicreler
(kirmiz1 ok)ve ileri dejeneratif goriiniimleri ile belirgin kromotolizis
gosteren ¢ekirdekleri olan nekrotik hiicreler (yesil ok) izlenmektedir
(Metilen mavisi, x200, x400).

20uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilmis grubun hiicrelerine ait
151k mikrografinda daha fazla sayida apoptotik hiicreler ve sitoplazmalari
heterojen goriiniimlii igerige sahip iri otofajik hiicreler izlenmektedir
(Metilen mavisi, x200, x400).

80uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen gruptaki hiicrelerin
cogunlugunda kromotolizis gosteren hiicre membran biitiinligii bozulmus
cok sayida nekrotik hiicre izlenmektedir (Metilen mavisi, x200, x400).
Kontrol grubu MCF-7 hiicreleri ince sitoplazmik uzantilari ve
sitoplazmalarinin biiyiik bir kismini kaplayan iri ¢cekirdekleri ile
izlenmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat, X6000).

Kontrol grubu MCF-7 hiicresi genis yer kaplayan ¢ift ¢ekirdekcik ve iri
mitokondriyonlari ile izlenmektedir(Uranil asetat-kursun sitrat, X15 000).
Kontrol grubu MCF-7 hiicresinin daha biiyiik biiyiitmesinde diizensiz
sinirh gekirdek, ¢ekirdekeik ile sitoplazmasinda iri mitokondriyonlar ve
lizozomlar izlenmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat, X12000, X20 000).
Kontrol grubu MCF-7 hiicrelerinde organelden fakir sitoplazma igerisinde
cekirdege yakin yerlesimli iri mitokondriyonlar, serbest ribozomlar ve
periferik glikojen tanecikleri izlenmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat,
X15000).

Kontrol grubu MCF-7 hiicresi belirgin kristalar1, iri mitokondriyonlar: ve
yakininda lizozomlar ile izlenmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat,
X15000, x20000).
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Resim 91:Kontrol grubu MCF-7 hiicresinde lizozomlarin yakinindaki
mitokondriyonlarin ¢evresini sarar goriinlimdeki ER ’nin izolasyon
membrani olusturmak iizere diizenlendigini diisiindiiren yapilanmalar (ok)
izlenmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat, x20000).

Resim 92: Atorvastatin 10uM konsantrasyonuna 24 saat maruz kalan MCF-7
hiicreleri. Sol iist kdsedeki MCF-7 hiicresinin belirgin ¢ekirdekgigi
izlenmektedir. Hiicre sitoplazmalarinin organelden fakir oldugu
goriilmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat,x6000).

Resim 93: Atorvastatin 10uM konsantrasyonu ile 24 saat muamele edilen apoptotik
MCF-7 hiicresinde sitoplazmik uzantilarin tamamen yok oldugu, yuvarlak
bicim alan hiicrede sitoplazmik yogunlasmanin ve irregiiler elektron
yogunlugu gostermeyen keseciklerin bulundugu ancak ¢ekirdek
yapilanmasinda belirgin degisiklik bulunmadigi goriilmektedir (Uranil
asetat-kursun sitrat, X8000).

Resim 94: Atorvastatin 10uM konsantrasyonu ile 24 saat muamele edilen MCF-7
hiicresi. Sitoplazmik yogunlagmasi belirgin, mitokondriyonlarinin bir
kisminda kristalizis ve sitoplazmasinda az sayida lipid damlalarina
rastlanan hiicrede, hiicre membranina yakin komsulukta kesecikler
izlenmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat, X12000, 20 000).

Resim 95:Atorvastatin 20uM konsantrasyonuna 24 saat maruz birakilan MCF-7
hiicrelerinde ileri dejeneratif degisiklikler gdzlenmektedir. Ortada
membran biitiinliigii bozulmus, sitolizis baglangici gosteren nekrotik
hiicrede ¢ekirdekte belirgin kromotolizis izlenmektedir. Hemen yanindaki
apoptotik hiicrenin yogun sitoplazmasi dikkat ¢ekmektedir (Uranil asetat-
kursun sitrat, X 6000).

Resim 96: Atorvastatin 20uM konsantrasyonu ile 24 saat muamele edilen MCF-7
hiicreleri. Cift ¢ekirdekcikli hiicreye yakin temasta, ¢ekirdek kromatin
yapilanmalar1 bozulmus dejenerasyon gosteren hiicreler izlenmektedir
(Uranil asetat-kursun sitrat, X 6 000).

Resim 97: Atorvastatin 20uM dozu ile 24 saat muamele edilen hiicrenin
cekirdekcikleri ve ince kromatin ile sinirli ¢ekirdegi goriilmektedir

(Uranil asetat-kursun sitrat, X 12 000).
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Resim 98: Atorvastatin 20uM dozu ile 24 saat muamele edilen hiicrenin

sitoplazmasinda iri otofajik vakuoller ve hiicre membran uzantilari

izlenmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat, X 15 000).

Resim 99: Atorvastatin 20uM konsantrasyonuna 24 saat maruz birakilan MCF-7

hiicresi. ~ Sitoplazmada ¢ok sayida serbest ribozomlar, yag damlaciklar

ve mitokondriyonlar izlenmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat, X 20
000).
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Atorvastatin 80uM konsantrasyonuna 24 saat maruz birakilan gruptaki
farkli dejeneratif degisiklikler gosteren MCF-7 hiicreleri. Daha biiytlik
biiylitmede kromotolizis yani sira ileri dejenere ¢ekirdekcik igeren hiicre
ve hemen {lizerinde kromatini perifere yigilmis, sitoplazmasi
yogunlagsma ve balonlasma gosteren apoptotik hiicre izlenmektedir
(Uranil asetat-kursun sitrat, X 2500, x6000 ).

Atorvastatin 80uM konsantrasyonuna 24 saat maruz birakilan ileri
dejenerasyon  gosteren MCF-7  hiicreleri. MCF-7  hiicresinin
sitoplazmasinda fagosite edilmis bir baska dejeneratif hiicre
izlenmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat, X 2500,x15000).

Atorvastatin 80uM konsantrasyonuna 24 saat maruz birakilan MCF-7
hiicresi. MCF-7 hiicresinin sitoplazmasinda Golgi birlesigi, yag
damlaciklar1 ve serbest ribozomlar, c¢esitli biiyiikliiklerde otofajik
vakuoller ve yakin komsulugunda diizensiz membran yapilar
izlenmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat, X 15000, x20000).
Atorvastatin 80uM konsantrasyonu ile 24 saat muamele edilen MCF-7
hiicresi. MCF-7 hiicresinin sitoplazmasinda g¢esitli biiyiikliiklerde
lizozomlar, otofajik vakuoller, yag damlaciklart ve periferik
sitoplazmada glikojen tanecikleri gozlenmektedir (Uranil asetat-kursun
sitrat, X 12000, x15000).

Atorvastatin 80uM konsantrasyonuna 24 saat maruz birakilan MCF-7
hiicresi. MCF-7 hiicresinin sitoplazmasinda ¢ift membran ile sarili
otofajik vakuoller, ¢ekirdek zarmin ve deliklerinin hemen yakininda

izlenmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat, X60000).



XXV

Resim 105: 48 saatlik kontrol grubundan alinan elektronmikrografta; MCF-7
hiicreleri girintili ¢ekirdekleri ve sag mikrografta ¢ift ¢ekirdekcik ve
ince kromatin dagilimlar1 ile izlenmektedir. Sitoplazmada iri
mitokondriyonlar, GER, Golgi kompleksi ve yaygin glikojen
izlenmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat, X15 000, X15 000).

Resim 106: 10uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen MCF-7 hiicreleri. ince
sitoplazmik ¢ikintilar1 ile belirgin, genis sitoplazmali MCF-7 hiicresi
izlenmektedir. Enine kesitleri ile belirgin kristalar1 izlenen iri
mitokondriyonlar  sitoplazmada yaygin olarak  goriilmektedir.
Cekirdege yakin yerlesimli GER sisternalar1 dikkati ¢ekmektedir
(Uranil asetat-kursun sitrat, X8000).

Resim 107: 10uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen MCF-7 hiicreleri. Hiicre
dejenerasyonunun farkli diizeylerde gozlendigi elektronmikrografta bir
onceki resimde gozlenen hiicre sag alt kosede yer almaktadir. Bu
hiicrenin hemen istiinde mitokondriyonlar, GER, mitokondriyonlara
yakin yerlesimli lizozomlar izlenmektedir. Resmin sol iist kdsesinde
sitoplazmik yogunlagma, bleb olusumu ve kristalizis olustugu gozlenen
mitokondriyonlarin bulundugu apopitotik hiicre gortinmektedir. Sol alt
kosede ise sitoplazma biitlinliigliniin bozuldugu sitolizis goriiniimiine
sahip nekrotik bir hiicre izlenmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat,
X8000).

Resim 108: Bir onceki resimde otofajik vakuoller igeren hiicrenin daha biiyiik
bliylitmesinde hiicre iskeletine ait mikrofilamanlar sitoplazmada
yaygin olarak izlenmektedir. Mitokondriyonlar, yakin komsulugundaki
lizozomlar ve otofajik kesecikler olarak degerlendirilen heterojen
elektron dens gortiniimlii vakuoller izlenmektedir (Uranil asetat-kursun

sitrat, X15 000).
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Resim 109: 20uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin
elektronmikrografinda (A) sitoplazmalarinda mitokondriyal genisleme
ve otofajik vakuollerin belirgin oldugu c¢ift ya da tek ¢ekirdekcikleri
olan hiicreler izlenmektedir. (B) Birbirleriyle yakin komsulukta
bulunan oldukea iri otofajik vakuoller igeren hiicreler goriilmektedir
(C) Cift membran ile sarili ¢ekirdegin etrafinda mitokondriyon, GER
ve otofajik vakuoller daha biiyiik biiylitme ile izlenmektedir (Uranil
asetat-kursun sitrat, X4000, X4000, X12 000).

Resim 110: 20uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin
elektronmikrografinda apoptotik ve otofajik degisimlerin gozlendigi
hiicreler birarada izlenmektedir. Solda ¢ekirdekte kromatin
lobulasyonu gdsteren, sitoplazmasi yogun sitoplazmik uzantilarini
kaybetmis yuvarlak apoptotik hiicre izlenmektedir. Sagda
sitoplazmada yaygin otofajik vakuoller iceren hiicre goriiniimi
izlenmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat, X8000).

Resim 111: 20uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin
elektronmikrografinda sol tist bolgede organel dagilimi bozulmus,
sitoplazmanin periferinde irregiiler elektron yogunlugu gostermeyen
membran ile ¢evrili yapilar ile nekroza gidis olabilecegini diislindiiren
ileri hasarli hiicre gozlenmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat, X4000,
X8000).

Resim 112: 80uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen gruptan alinan ince
kesitte yaygin nekrotik hiicre gruplart izlenmektedir. Membran
biitiinliigli bozulmus sitolizisin biiyiik oranda gerceklestigi hiicrelerde
kromatolizis goriinimii de belirgindir (Uranil asetat-kursun sitrat,
X2500, X4000).
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Resim 113: 80uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen gruptan alinan
elektronmikrografta apoptotik goriiniimlii hiicre ve hemen yaninda
apoptotik hiicre fagositozunu gerceklestirmis izlenimi veren bir
baska hiicre izlenmektedir. Her iki tarafta ise sitoplazmada
belirgin sivi birikimini gosteren muhtemelen membran butunlugu
bozulmaya baslamis iki hiicre izlenmektedir (Uranil asetat-kursun
sitrat, X8000, 15 000).

Resim 114: 80uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta otofaji ve
apoptozisin tipik morfolojik 6zelliklerinin gosteren MCF-7
hiicresinde otofajik vakuoller, sitoplazmik kondensasyon, nuklear
fragmantasyon ve hiicre membraninda bleb olusumu dikkati

¢cekmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat, X8000, X15 000).



1.GIRIS

Meme kanseri, diinyada kadinlar arasinda en sik goriilen kanser olmasinin
yani sira, kanserden 6liim nedenleri arasinda akciger kanserinden sonra ikinci sirada
yer almaktadir (1-3). Meme kanserinin insidans1 ve mortalite verileri iilkelere gore
degisiklik gostermekle birlikte, diinya genelinde meme kanseri insidansinda artis,
mortalitesinde ise azalma izlenmektedir (3). Gilinlimiizde mikro metastazlarla
ilerledigi bilinen meme kanseri tedavisinde, sistemik adjuvan tedavi uygulanimi
yaygindir. Kemoterapatik ilaglar (taksanlar, antrasiklinler), antihormonal tedavi ve
hedef molekiil tedavileri (transtuzumab) ile bircok hastada basarili sonuglar elde
edilse de, bu ilac¢larla etkin sonuclar alinamayan hasta gruplar1 da bulunmaktadir (4).
Bu nedenle meme kanserinde molekiiler ve genetik mekanizmalar iistiinde sik
durulan, 6nemli arastirma konularindan biridir. Son yillarda hiicre proliferasyonu
veya Olimiinde gorevli molekiilleri hedef alan spesifik tedavilerin gelistirilmesi

tizerine bir ¢ok ¢alisma yliriitiilmektedir.

Statinler, hidroksi-metil glutaril koenzim A (HMG-KoA) rediiktaz enzim
inhibisyonu ile kolesterol sentezini spesifik olarak bloke eden farmakolojik
ajanlardir. Statinlerin hipolipidemik ve vaskiiler etkilerinin diginda; inme,
osteoporoz, diabet, Alzheimer ve kanser gibi bir¢ok klinik durumun tedavisinde
olumlu etkileri gosterilmistir (5-8). Son c¢alismalarda kanser tedavisinde umut
vadeden ilaglar olarak gosterilen statinlerin meme kanseri gelisimi lizerindeki etkisini
incelemek amaciyla yiiriitiilen klinik ¢aligmalarda farkli sonuclar elde edilmistir.
Statin kullaniminin meme kanseri olusum riskini azalttigini gosteren ¢alismalarin(9)
yani sira, meme kanser riskini arttirdigini gosteren ¢aligmalar da bulunmaktadir (10).
Bir¢ok calismada statinlerin in vitro ortamda, meme kanseri hiicre dizilerinde
sitotoksik etkilerinin oldugu gosterilmistir. Ancak statinlerin meme kanser
hiicrelerindeki antiproliferatif ve apoptotik etkilerinin mekanizmasi heniiz tam olarak
aciklanamamustir. Son yillarda bu mekanizmalar1 agiklamaya yonelik birgok calisma
yiirlitiilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda statinlerin meme kanser hiicrelerindeki
antiproliferatif ve apoptotik etkilerinin mekanizmasi; mevalonat yolaginda yol

actiklart inhibisyon ile Rho ve Ras GTPazlart modifiye eden geranil ve farnesil



pirofosfatazlarin tiretimini engellemelerinin yan1 sira (11,12); reaktif oksijen
radikallerinde artisa yol acarak, oksidatif stres mekanizmalarini aktive etmeleri ve
INOS-NO aktivitesi lizerine olan etkileri ile agiklanmaya ¢alisilmistir (13).

Programli hiicre oOliimii apoptoz ve otofaji olmak iizere iki cesittir.
Gliniimiizde 6nemli ¢alisma konularindan biri olan otofaji, hiicrenin stres altinda iken
hasarl1 organellerini ve makromolekiillerini yikmasi olarak tanimlanmaktadir. Otofaji
bozukluklarinin kanser, enfeksiyon hastaliklari, nérodejeneratif hastaliklar gibi pek
cok hastalikla baglantili oldugu gosterilmistir. Otofaji ile karsinogenez arasinda
karmasgik bir iligki bulunmaktadir. Otofajinin tiimdr hiicrelerini 6limden koruyan bir
mekanizma oldugunu gosteren ¢aligmalara karsin, hiicre 6liimiine yol agarak kanser
olusumunu engelledigini savunan birgok ¢aligsma ve goriis de yer almaktadir (14).

Smuf I fosfotidilinositol 3-kinaz (PI3K)/ protein kinaz B (Akt/PKB) yolagi;
hiicre proliferasyonunu saglayan, ayni1 zamanda hiicrelerde otofaji kontroliinde
onemli olan ve otofajiyi baskiladigi bilinen bir yolaktir. PTEN, (P13K)/ Akt/ mTOR
sinyal yolagii inhibe eden tiimor baskilayict gendir. PTEN hiicreleri otofajiye
gotliirmektedir. Statinlerin meme kanseri hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkilerinin
PI3K yolaginda inhibisyon iizerinden olabilecegi hipoteziyle, MDA-MB-231 insan
meme kanseri hiicre hatti iizerinde simvastatinin Akt fosforilasyonu azaltigi ve
PTEN ekspresyonunda artisa yol actigi gosterilmistir (15). Ayni zamanda prostat
kanseri ve rhabdomyosarkom hiicre hatlarinda, statinlerin otofajik mekanizmalar
tizerinden hiicre 6liimiine yol actig1 bilinmektedir. Statinlerin (PI3K)/ Akt/ mTOR)
yolag: ile iligkisinin gosterilmesi ve otofaji regiilasyonunda (PI3K)/ Akt/ mTOR
sinyal yolagmmin Onemini gosteren c¢aligmalar (16), statinlerin meme kanseri
hiicrelerindeki antiproliferatif ve apoptotik etkisinin otofaji indiiksiyonu ile
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Diger hiicre hatlar1 lizerinde otofajik etkileri gdsterilmis olan statinlerin,
meme kanseri hiicrelerinde otofaji etkisine iligkin literatiir bilgisi bulunmamaktadir.
Bu caligmanin amaci, in vitro ortamda statinlerin meme kanser hiicrelerinde otofaji
mekanizmalar1 iizerine olan etkisinin arastirilmasidir. Calismada ayrica statinlerin
meme kanser hiicreleri tlizerindeki sitotoksitesi; apoptoz ve otofaji acisindan
incelenerek, apoptoz ve otofaji arasindaki karmasik iligkinin ag¢iklanmasi

amaclanmistir. insan meme adenokarsinom (MCF-7) hiicre dizisinde, statin grubu



ilaglardan atorvastatin, simvastatin ve fluvastatinin meme kanser hiicrelerindeki
programli hiicre 6liim mekanizmalar1 (apoptoz ve otofaji) ve hiicre proliferasyonu
lizerine olan etkileri immunohistokimya, ELISA ve elektron mikroskobik

gorlntiileme yontemi kullanilarak incelenmistir.



2.GENEL BIiLGILER

Meme bezi, pektoralis major kasinin yiizeyel ve derin fasiyalari arasinda 2. ve
6. interkostal araliklar iizerinde, sternumun lateral kenariyla, 6n aksiller ¢izgi
arasinda uzanan modifiye ter bezidir. Meme derisinden derin fasiyaya dogru uzanan
ve memeyi yerine tespit etmeye yarayan ligamentlere Cooper ligamentleri denir. Bu
ligamentler kanserin yayilmasinda ve ilk belirtilerini ortaya koymada Onem

tagimaktadir (17).

2.1. MEME EMBRIYOLOJISi

Meme dokusu, ilk olarak 4. haftadan itibaren embriyonun alt ve iist
ekstremite tomurcuklari arasinda her iki yanda aksilladan kasiga kadar uzanan meme
kristalar1 olarak adlandirilan ektodermal kalinlagsmanin ortaya ¢ikmasiyla gelismeye
baslar. Meme kristalar1 yalnizca memelerin gelistigi pektoral bolgede kalic1 olurken
diger boliimlerde dejenerasyona ugrar. 6. haftada pektoral bolgedeki kalinlagmis
epidermisin alt mezensime solid kordonlar olarak ilerlemesiyle meme tomurcuklar
olusur. Meme tomurcuklarinin olusumunda mezensim ve cktodermal dokunun
karsilikli indiiktif etkisi onemlidir. Primer meme tomurcuklar1 siit kanallari ve
dallarmi veren birgok sekonder tomurcuga dallanir. Ugiincii trimester doneminde
fotal dolagima giren maternal seks hormonlart etkisinde memedeki epitel
dallanmalarinin (tomurcuklarin) ortasindaki hiicrelerde meydana gelen apopitozis
sonrast tomurcuklarin kanalizasyonunu gerceklesir. Boylece dogumda sayilar1 15-
20’yi bulan meme kanallar1 gelismis olur. Memenin fibr6z bag ve yag dokusu ¢evre
mezensimden geligir. 32-40. haftalarda lobiiloalveolar yapidaki meme dokusunda,
meme bezinin gelisim merkezindeki epidermisin ige gocmesiyle meme cukuru
olusur. Yenidoganda tam olarak gelismemis olan meme ucu dogumdan sonra areola
cevresindeki bag dokusundaki ¢ogalma ile meme c¢ukurundan yiikselir. Dogumdan
kisa bir siire sonra areola hafif derecede artan pigmentasyonla etraf dokudan kolayca
ayrilir. Dogumda ana siit kanallar1 disindaki yapilar1 tamamlanmayan meme bezinin

gelisimi, pubertede devam eder (18,19).



2.2. MEME HiSTOLOJISI

Meme her biri ayr laktifer6z kanallar1 olan ve bunlarla meme ucuna agilan

15-25 lobdan olusmus birlesik tiibiiloalveolar bezdir. Her lob ylizeyel fasiyanin siki
fibr6z bag dokusu ve bol miktarda yag dokusu ile digerlerinden ayrilir (20).
Her meme lobu 20-40 lobiiliisten olusmustur. Meme lobiilii; bir terminal kanalin
kiiciik boliimii ve onun tomurcuklanmasi ile gelisen asinuslardan olusur. Terminal
duktiiler lobiiler unit olarak adlandirilan bu boliim patolojik lezyonlarin ¢ogunun
gelistigi bolimdiir. Meme bezinin en kiigiik fonksiyonel iinitesi asiniislardir. Ancak
gebelik ve laktasyon diginda asiniislar fonksiyonel degildir. Asinuslar tek sirali kiibik
veya prizmatik epitel ve bazal membran ile doselidir. Epiteliyal hiicreler disinda
ikinci bir hiicre grubu; bazalde yerlesik olan ve bazal membrani epiteliyal hiicreler
ile paylasan miyoepiteliyal hiicrelerdir. Spiral bi¢imde diizenlenmis, alveolleri saran
miyoepiteliyal hiicreler asinus salgilarinin bosalmasini saglayacak kasilma giicline
sahiptir (20).

Asinuslarin bosaltict kanalikiilleri birleserek lobiiliislerin toplayict kanallarini
olustururlar. Toplayict kanallar, birlesip laktiferéz kanallar1 meydana getirirler.
Laktifer6z kanallar, 1-2 mm olup, meme basima yaklastiklarinda 2-5 mm ¢apindaki
laktiferus sinus adindaki genislemeyi olustururlar. Sonra ana laktifer6z kanallar
meme basinin deri yiizeyine agilirlar. Laktifer6z kanallar disa acildigi yerde ¢ok katl
yasst epitelle doselidir, daha 6nceki boliimde ise iki katl kiibik epitel ile ¢evrilidir.
Daha kiigtik siit kanallarinda ise tek katl kiibik epitelyum g¢evresinde siki bir sekilde
paketlenmis miyoepiteliyal hiicreler bulunmaktadir.

Areola cok katli yass1 epitel ile doselidir. Bazal tabakasinda melanin pigment
artis1 belirgindir. Laktifer6z kanallarla iligkili kisimlar1 sebase bez yapisinda olan
montgomery bezlerinden zengindir. Meme bas1 derisi kilsizdir, iyi gelismis dermal
papillalart ve ¢ok sayida yag bezleri vardir. Meme basinin yapisinda kollajen ve
elastik fibrillerden zengin bag dokusu, sirkiiler ve longitudinal diiz kas demetleri
bulunur. Diiz kas demetlerinin kasilmastyla siit siniisleri bosalir (21).

Dogumda gelisimi tamamlanmamis olan meme bezi, puberte doneminde gelisimine
devam eder. Puberte esnasinda disilerde meme biiyiimesi, yag dokusu ile bag

dokusunun birikmesi, siit kanallarinin gelismesi ve dallanmasi sonucunda



gerceklesir. Meme kanallarinin uzamasinda, duktal epitelin kalinlasmasinda, terminal
kanallardan lobiiler tomurcuklarin olusmasinda ve bag dokusu artisinda dstrojen rol
oynarken; lobuloasiner yapilarin farklanmalar1 i¢in progesteron gereklidir. Gebelik
sirasinda, artan Ostrojen, progesteron seviyeleri ile prolaktin ve plasental laktojen siit
kanallarinin ve salgi yapan alveollerin gelisimini uyaririr. Laktasyon doneminde
meme bezi gelisimini tamamlamis durumda ve fonksiyoneldir (22).

Puberte, gebelik ve laktasyon donemi disinda da kadinlarda her menstriial
sikliisda seks hormonlarinin kandaki diizey degisikligine bagli olarak memenin
histolojik yapisinda degisiklikler goriiliir. Ostrojen seviyesindeki artis meme kan
akimin1 ve bdylece interlobiiler 6dem gelisim yolu ile meme hacmini artirir.
Menstruasyonda hormon seviyesinin hizla diismesiyle epitelin salgi aktivitesi ve
doku 6demi geriler. Menstruasyonun 5-7. giinlerinde minimum meme hacmi gozlenir
(17,22).

Menapoz doneminde; meme dokusunda; Ostrojen diizeyindeki diisme

nedeniyle artis gosteren atrofi séz konusudur.

2.3. MEME KANSERI

Meme kanseri en sik terminal duktuler lobiiler {init olarak adlandirilan lobiil
ile terminal kanalin birlesme yerindeki epitelden koken alan bir adenokanserdir.
Meme kanserlerinin %95°1 adenokanser iken %35’lik kismini1 skuamoz hticreli kanser,
filloides tiimorleri, sarkom ve lenfomalar olusturur. Baslangicta meme kanallar
icinde sinirlt olan kanser hiicreleri sonradan kendi bazal membranlarindan ilerleyip
bag dokusu i¢ine yayilarak kan damarlar1 ve lenfatikler araciligiyla metastaz yapma
yetenegine sahip olurlar. Kadinlarda en sik goriilen kanser olan meme kanseri,
kansere bagli oliim nedenleri arasinda %18 oranla ikinci sirada yer almaktadir.
Meme kanseri yas arttik¢a daha sik goriiliir. 25 yas altinda ¢ok nadir goriiliirken, 90
yasinda bayanlardan 8’de 1’1 meme kanserine yakalanmaktadir (23). Meme kanseri
goriilme sikligi ve mortalitesi yasanilan cografi bolgeye, etnik kokene ve
sosyoekonomik duruma gore degisiklik gostermektedir. Meme kanserine ABD’de
yiizbinde 80-90 oraninda rastlanirken Japonya’da bu say1 ylizbinde 12-18
civarindadir (24). 2010 yilinda ABD’de yaklasik 207.090 yeni tanm: alan kadin hasta
olacagi ve 39.840 kadinin da bu hastaliga bagli 6lecegi tahmin edilmektedir (25).



Tiirkiye’de meme kanseri insidansi ve risk faktorlerinin belirlemeye yonelik
caligmalarin sayist ¢ok azdir. T.C. Saghk Bakanligi’nin 1999 yil verilerine gore,
meme kanseri lilkemizde % 24.1 orani ile kadinlarda goriilen kanserler arasinda ilk
sirada yer alirken, %13.7’lik oranla kadinlarda kansere bagli 6liim nedenleri arasinda
ikici siradadir (1). Uluslararas1 Kanser Arastirma Merkezi'nin Tiirkiye ile ilgili 2002
yil1 verilerine gore de, kadinlarda kanserden 6liim sebepleri arasinda meme kanseri

(%16.7) ilk sirada gelmektedir (2).

2.3.1. Meme Kanseri Etiyopatogenez

Meme kanseri gelisiminde mevcut etiyolojik faktorler genetik faktorler,
hormonal etkiler ve ¢evresel faktorler olmak iizere 3 grupta incelenmektedir.

Meme kanserine riski arttiran BRCA-1, BRCA-2, p53, Cowden, AR ve AT
geni otozomal gecisli ailesel vakalarinin bir ¢ogundan sorumludur. Ailesel meme
kanseri vakalarinda bu tiimor supresor genler ve DNA tamir genlerinin
ekspresyonunda azalma gozlenirken c-erb-b2 onkogeninin ekspresyonunda artis
tanimlanmastir (22).

Meme kanseri olusumundaki hormonal etkiler Ostrojene uzun siire maruz
kalinmasi ile agiklanmaktadir. Tiimdr olusumunun otokrin metabolizmasinda énemli
olan ve meme kanser hiicreleri tarafindan salgilanan biiyiime faktorleri (EGF, FGF,
PDGF)’nin olusumu &strojene baglidir (22).

Meme kanseri siklig1 diinya ilizerinde farklilik gostermekle birlikte, Japonya
disinda gelismis {iilkelerde insidansi oldukga yiiksek goriilmektedir. ABD ve diger
bati lilkelerinde meme kanseri insidansi gelismekte olan iilkelere oranla 4-7 kat daha
fazladir. Japonya’dan Hawai’ye gbo¢ eden go¢menlerle yapilan ¢aligmalarda,
gocmenlerdeki meme kanseri insidansinin bir veya iki jenerasyon sonra gog ettikleri
bolgenin meme kanseri insidansina yaklastiginin gosterilmesi, meme kanserinin
cevresel faktorlerle iliskili oldugunu diisiindiirmektedir. Onemli bir cevresel faktdr
olan radyasyon ile meme kanseri iligkisi de 2. Diinya savasi sonrasindaki
caligmalarda gosterilmistir. Hirosimada atom bombasi sonrasi radyasyona maruz
kalan kadinlarda meme kanseri insidansinda 2- 4 kat artis oldugu tespit edilmistir

(22,23).



2.3.2. Meme Kanserinde Hiicresel Degisim

Meme kanserinin karsinogenez siireci, sirasiyla benin proliferatif meme
lezyonlari, karsinoma in situ, erken donem meme kanseri (evre 1- 2), lokal ileri evre
meme kanseri (evre 3) ve invaziv kanser evrelerinden olugsmaktadir.

Meme karsinogenezinde hiicrelerde meydana gelen ilk morfolojik degisiklik
epitel hiicre proliferasyonunda artis yani proliferatif lezyonlardir. Bu erken degisiklik
hiicrelerin biiyiime engelleyici sinyallerden ve apoptozdan kagma mekanizmasi ile
olmaktadir. Bu erken donemde hiicrelerdeki hormon reseptér ekspresyonlarinda ve
hormon reseptor pozitifligi ile iligkili hiicre proliferasyon kontrollerinde
anormallikler gozlenmistir.

Genetik degiskenlik, proliferatif lezyonlarda ¢ok nadir gozlenmekle birlikte,
atipik hiperplazilerde daha siktir. Karsinoma in situ’da ise yaygin olarak goriiliir.
Niiklear genisleme, diizensizlik, hiperkromazi ile tanimlanan andploidi sadece ileri
evre duktal karsinoma in situ ve bazi invaziv karsinomlarda gozlenir. Duktal
karsinoma in situ lezyonlarindaki hiicrelerin genis gruplar olusturarak duktal sistemi
tamamen doldurmasi hiicrelerin simirsiz  boliinme potansiyeli nedeniyledir.
Karsinomalarin  morfolojik ve biyolojik  0Ozellikleri in situ  doneminde
kazanilmaktadir. Vakalarin ¢ogunda in situ lezyonlar, takip eden karsinomlarla
benzer ozellikler tasimaktadir (23).

Normal memenin yapisi ve fonksiyonu i¢in meme epitel hiicreleri,
miyoepiteliyal hiicreler ve stroma hiicreleri arasindaki kompleks iligkiler 6nemlidir.
Puberte ve gebelikte yeni kanal ve lobiil sistemlerin olusmasi; bazal membranin
kaldirilmasi, hiicre proliferasyonunda artis, biiylime inhibisyonundan kagis,
anjiyogenez ve stroma invazyonu le gergeklesmektedir. Karsinogenez siirecinde de
anormal epiteliyal ve stromal hiicreler ayn1 degisiklikleri gerceklestirmektedir. Epitel
hiicrelerine paralel olarak miyoepiteliyal ve stroma hiicrelerinde gériilen mutasyonlar
ve epigenetik degisiklikler, epitel hiicreleri ve stromal hiicreler arasindaki normal
iligkilerin ve doku yapisinin bozulmasina neden olur. Mutasyonlarin ortaya ¢ikmasi
ve normal fonksiyonlarin kaybi yas ilerledik¢e artmaktadir. Bu da ileri yastaki
bayanlarda meme kanseri riskindeki artigin sebebidir (23).

Karsinogenezin son asamasi, bazal membranlarla kanallarda ve lobiillerde

siirlanmis karsinoma in situ lezyonlarinin invazif karsinomaya doniis basamagidir.



Invazyon igin gerekli 6zel gen ekspresyonlarinin tanimlanmasinin zorlugu nedeniyle
bu basamak en az aydinlatilan basamaktir. Son yillarda malign hiicrelerin invazyon
yetenegi kazanmasina ek olarak, miyoepiteliyal ve stroma hiicrelerinin fonksiyon
kaybimmin da dokunun bazal membran yapisinin bozulmasinin ve bdylece invaziv
karsinomalarin olugsmasinin temel nedenlerinden biri olabilecegine yonelik goriisler

bulunmaktadir (23,26).

2.3.3. Meme Kanseri Risk Faktorleri

Meme kanserinde major risk faktorleri; kadin cinsiyet, ileri yas, aile hikayesi,
onceki hikayede meme kanseri dykiisii, BRCA1 ve BRCA2 mutasyonu tasiyicilig
gibi genetik yatkinlik, gogiis bolgesine radyasyon Oykiisii ve atipik hiperplazi
sonuclu biyopsi raporudur. Mindr risk faktorleri ise, erken menars, ge¢ menopoz,
obezite, alkol alimi, ilk dogumunu ge¢ yasta yapma, atipik hiperplazi disinda benin

meme hastaliklar1 6ykiisii ve dstrojenlere uzun siire maruz kalinmasidir (26).

2.3.4. Meme Kanseri Siniflandiriimasi

Meme kanserlerinin siniflandirilmasi klinik veya histopatolojik olarak
yapilmaktadir. Kanser hiicrelerinin lokalizasyonu ve yayginligina gére meme kanser
tipleri isimlendirilmektedir. Genel olarak hiicreler siit kanallarinda lokalize ise
duktal, lobiillerde lokalize ise lobiiler, medullada ise mediiller meme kanseri ismini
alir. In situ kanserlerde, kanser hiicreleri kaynaklandiklar1 yerle smirli kalirken,
invazif meme kanserlerinde yayilma egilimi gosterirler. Invazif duktal karsinom en

fazla goriilen meme kanseri tipidir (17,23).

2.3.5.Meme Kanserinde Tedavi Yaklasimlar

Giliniimiizde meme kanserinde tedavi yaklasimlar1 lokal ve sistemik kontroli
saglamaya yoneliktir. Lokal kontrolii saglamada cerrahi ve postoperatif radyoterapi
kombinasyonu kullanilirken, sistemik tedavide kemoterapi, hormonal terapi, hedef
molekiiler tedavi uygulanabilmektedir. Meme kanserinde en etkin tedavi
yontemi cerrahidir. Hastalarda mastektomiye ek olarak prognostik amagli olarak
aksiler lenf nodu diseksiyonu da uygulanmaktadir. Giiniimiizde mikro metastazlarla

ilerledigi bilinen meme kanseri tedavisinde sistemik adjuvan tedavi uygulanimi
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yaygindir. Hastaligin evresi, hastanin premenopozal yada postmenopozal donemde
olmasi, lenf nodu metastazi ve hormon reseptér durumuna bagl olarak uygulanacak
sistemik tedavi segenekleri degismektedir. Kemoterapi, hormonal tedavi ve hedef
molekiiler tedaviler ayr1 ayr1 ya da kombine olarak uygulanabilmektedir (4,27).

Meme kanserinde kullanilan kemoterdpatik ajanlar; Antrasiklinler, Taksanlar
(Paklitaksel, Dosetaksel), Gemsitabin, Kapesitabin, 5-FU, Siklofosfamid ve
Etoposide’dir. Bu ilaglarin kombinasyonu ile farkli kemoterapi protokolleri
olusturulmus ve uygulanmaktadir. Meme kanseri tedavisinde temel kemoterapatik
ajanlar antrasiklinler ve taksanlardir. Antrasiklinler, DNA baz dizilerinin arasina
girip DNA replikasyonunu bozarlar. Ayrica DNA topoizomeraz 2 inhibisyonu ile
DNA tamirini engelleyerek tiimor hiicrelerinin 6liimiine yol agarlar. Diger onemli
grup taksanlar ise tiibiilin depolimerizasyonunu azaltarak, mitoza 6zgli mikrotiibiil
stirecini  bozar ve hiicreleri G2-M fazinda durdururlar. Bdylece hiicre
proliferasyonunu engellerler (4).

Meme kanseri tedavisinde yaygin olarak uygulanan hormonal tedavi
secenekleri; Antidstrojenler (tamoksifen, fulvestrant), Aromataz inhibitorleri
(anastrozole, letrozole), LHRH-A ve progestinlerdir. Son yillarda biiytime faktorleri
reseptorlerine (trastuzumab), stromal proteazlara ve anjiyogenezin inhibisyonununa
(bevacizumab) yonelik hedef terapotik uygulamalara da yer verilmektedir (27).

Yeni kemoterapatik ilaglar, antihormonal tedavi ve hedef molekiil tedavileri
ile bir¢cok hastada basarili sonuglar elde edilse de, meme kanserindeki molekiiler ve
genetik mekanizmalarin daha iyi anlasilmasi ile meme kanserinin heterojen gruplu
bir hastalik oldugu ve bazi hastalarda giiniimiizde kullanilan ilaglarin olumlu
sonuclar vermedigi bilinmektedir (4). Bircok kanserde oldugu gibi meme kanserinde
de hiicre proliferasyon ve dliimiinde gorevli sinyal yolaklarindaki molekiilleri hedef

alan tedavilerin gelistirilmesi {izerine ¢aligmalar ylriitiilmektedir.
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2.4 HUCRE OLUM MEKANIZMALARI

Yakin zamana kadar hiicre 6liimiiniin 2 yolla gerceklestigi diisiiniilmekteydi.
Bunlardan birincisi apoptoz, programli hiicre 6liimii olarak tanimlanmaktadir. Bunun
karsit1 olan ve raslantisal olarak ortaya ¢ikan, programsiz hiicre 6liimii nekroz da
tanimlanan ikinci hiicre 6liim seklidir. Uzun yillar programli hiicre 6liimii ile apoptoz
es anlamli olarak kullanilmis olsa da, 1960 yilindan beri alternatif programli hiicre
Oliim yollarinin oldugu bilinmektedir. Omurgasizlarda tipik apoptoz morfolojisi ile
uyusmayan programli hiicre Oliimlerinin gosterilmesi ve organogenez doneminde
goriilen hiicre Olimlerinde de tipik apoptoz morfolojisi gozlenmemesi iizerine
1990°da Clark ve arkadaslari hiicre 6liimiinii morfolojik olarak iige ayirmislardir.
Hiicre 6liimiinlin morfolojik siniflandirilmasinda apoptoz tip 1 hiicre liimii, otofaji
tip 2 hiicre 6limii, non-lizozomal pargalanma ise tip 3 hiicre Slimidiir. En az
tizerinde durulan tip 3 hiicre Olimii nekroza benzer morfolojik o&zelliklere

sahiptir(14).

2.4.1.APOPTOZ

Kerr ve arkadaslar1 1971 yilinda siganlarda yaptiklar ¢calismada, portal venin
major dallarindan birinin tikanmasi sonrasinda hepatositlerde gordiikleri hiicre
sitoplazmasinin  bliziismesi, c¢ekirdek zar1 altinda kromatin kondensasyonu,
organelleri igeren vezikiillerin olusmas1 gibi morfolojik hiicre 6liimii degisikliklerini
nekrozun bir tipi olarak biiziisme nekrozu olarak tanimlamiglardir. 1972 yilinda ise
apoptoz terimini literatiire kazandirmislardir. Apoptoz, Yunanca’da apo (ayri) ve
ptosis (diismek) kelimelerinden olusan yapraklarin agagtan diismesi anlamina gelen
bir terimdir.

1983 yilinda Duke ve arkadaglarinin jel elektoforezi ile apoptozda
endoniikleazlarin aktive olarak DNA kiriklarina neden oldugunu gostermesi ile hiicre
Olimiiniin ilk biyokimyasal kaniti elde edilmis ve apoptoz ile ilgili caligmalar
hizlanmistir.  Ozellikle 1990°dan sonra apoptozu pozitif veya negatif yonde
diizenleyen proteinlerin belirlenmesindeki hizli gelismeler apoptozu Onemli

konularindan biri haline getirmistir(28).
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Apoptoz hasta ve gerekmeyen hiicrelerin kendi kendilerini yok -ettikleri,
genetik olarak kontrol edilen, RNA, protein sentezi, enerjiye gereksinim duyan ve
organizmada dengeyi koruyan bir olaydir. Canli organizmalarda apoptoz ¢ok sayida
fizyolojik ve patolojik olayda izlenebilmektedir. Bunlardan apoptozun gorildiigi
fizyolojik olaylar siralarsak:

1. Embriyogenez ve metamorfoz siirecinde programli hiicre yikimi
(implantasyon, organogenezis ve gelisim slirecinde damagin birlesmesi, parmak arasi
perdesinin ortadan kalkmasi ve sinir sisteminin gelisim sirasinda olusan ¢ok fazla
sayidaki noronlarin hedef sayiya indirilmesi vb.)

2. Yetigkinlerde hormon bagimli dokularda, hormonun kesilmesinden sonra
olusan atrofi (6rn., prostat, endometrium ve meme dokusu hiicreleri)

3. Siirekli proliferasyon gdsteren hiicre gruplarinda hiicre sayisinin azaltilmasi
(bagirsak epiteli, deri)

4. Immiin sistem hiicrelerinin se¢imi (sitokin deplesyonundan sonra B ve T
lenfositlerin ve timusta otoreaktif hiicrelerin ortadan kaldirilmasi) (29,30)

Apoptoz, hiicrelerin oOldiiriilmesinde fizyolojik bir siiregtir. Cok hiicreli
organizmalarin gelisimi ve islevselliginde ¢ok 6nemlidir. Organizmada homeostazin
korunmasi i¢in hiicrelerin dogru zamanda dogru miktarda apoptoza gitmesi ve bu
dengenin bozulmamasi gerekir. Organizmada apoptozun azalmasmin kanser, viral
enfeksiyonlar ve otoimmun hastaliklarin etiyopatogenezinde; artmasinin ise
norodejeneratif hastaliklar, iskemi/reperfiizyon hasar1 ve karaciger yetmezliginin

etiyolojisinde rol oynadig1 gosterilmistir (31).
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2.4.1.a. Apoptozda hiicrede gozlenen degisiklikler
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Figue 1. Three Pathways of Cell Death.

Among the three major pathways of cell death — apoptosis, autephagy. and necresis — a particular mede of cell
death may predominate, depending on the injury and the type of cell. Crozs-talk ameng the different types of cell
death pathways exists at multiple levels and is not shown

Sekil 1: Apoptotik, Nekrotik ve Otofajik hiicrelerde gézlenen yapisal degisiklikler
‘Hotchkiss RS, Strasser A, McDunn JE, Swanson PE. 2009. Cell Death, N Engl J
Med. 361:1570-1583" alinmistir (31).

Hiicre tiplerine gore oliimciil bir uyaridan sonra apoptozun baslama siiresi
farkliliklar gosterir. Ancak biitiin hiicre tiplerinde, apoptoza ait morfolojik
degisiklikler benzer olup, 2-4 saat i¢inde geligir. Cekirdek, sitoplazma ve hiicre
yiizeyinde meydana gelen degisiklikler birbiri ile uyumludur.

Apoptoz, ¢ekirdek zarinda kromatin yogunlagmasi, sitoplazma yogunlagmasi,
apoptotik cisimlerin olusumu ve bu siire¢ igerisinde iyi korunmus organel yapilari ile
morfolojik olarak tanimlanmaktadir (Sekil 1). Apoptoza giden hiicrelerde ilk olarak
meydana gelen morfolojik degisiklik hiicrelerin mikrovillus gibi 06zel yiizey
yapilarin1 ve diger hiicrelerle temas yiizeylerini kaybetmesidir. Sonrasinda hiicrelerin
su kaybederek biiziismesiyle sitoplazmanin yogunlastigi ve organellerin birbirlerine

yakinlagtig1r goriiliir. Hiicresel membranlar biitiinliiklerini korurlar. Endoplazma
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Retikulumu (ER) disinda organeller genel olarak saglamdir. En 6nemli yapisal
degisiklikler ¢ekirdekte goriiliir. Kromatin ¢ekirdek membranina yakin kisimlarda
yogunlasir ve pargalar halinde bir araya toplanir (kromatin kondensasyonu). DNA
apopitotik hiicrelere 0zgii merdiven seklinde bantlasmalar gosterir. Hiicre
membraninda 6nce yiizeye dogru tomurcuklanmalar olur. Bu tomurcuklanmalar
sitoplazma parcaciklari, organeller ya da c¢ekirdek parcaciklari iceren apoptotik
cisimcikleri olusturur. Apoptotik cisimlerde hiicre membraninin i¢ tabakasinda yer
alan fosfatidil serin, aminofosfolipid transferaz enzimiyle membranin dis yliziine go¢
eder. Bu sayede apoptotik cisimler komsu hiicreler tarafindan taninir ve fagosite
edilir. Sonug olarak bu ¢esit hiicre 6liimiinde hiicrenin kendi lizozomlarmin belirgin
bir rolii yoktur. Hiicrenin parcalanmasi diger hiicrelerin lizozomlar1 araciligiyla
olmaktadir. Hiicre membran biitiinliglinlin korunmasiyla hiicre igerigi ortama

dokiilmedigi i¢in inflamatuvar yanit olusmamaktadir (29,30,31).

2.4.1.b.Apoptoz Mekanizmalari
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Sekil 2: Apoptoz Mekanizmalar1 ‘Gupta et al. Immunity & Ageing 2006 3:5
doi:10.1186/1742-4933-3-5 alinmustir (32).
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Apoptoz hiicre i¢i ve hiicre dis1 ¢esitli uyaranlar ile tetiklenebilir. Hiicre ici
sinyaller DNA hasari, hiicre i¢i kalsiyum (Ca) seviyesinde artig, hiicre i¢i pH’da
diisme, metabolik ve/veya hiicre siklus bozukluklaridir. Hiicre disi sinyaller ise
cevresel yasam sinyallerinin ve biiylime faktorlerinin yetersizligi, Oliim
reseptorlerinin aktivasyonu, iskemi, toksinler ve radyasyon gibi hiicrenin maruz
kalabilecegi dis etkenlerdir. Hiicreye gelen bu sinyaller hiicre i¢i proteaz sistemi olan
kaspazlar1 aktive etmektedir. Kaspazlar, temel olarak morfolojik bir olay olan
apoptozun ger¢eklesmesini saglayan ana molekiillerdir. Apoptozda kaspazlarin
aktivasyonu temel olarak iki yolak ile saglanabilir (sekil 2). Bunlar mitokondriyal
(intrinstik) ve hiicre Oliim reseptdr (ekstrinstik) yolagidir. Son yillarda iistiinde
durulan iiclincli bir yolakta Endoplazma Retikulumu Aracili yoldur. Bu yolaklar
birbirinden ¢ok farkli mekanizmalar olmamakla birlikte sonunda ortak molekiillerin

aktivasyonu ile hiicreyi apoptoza gotiiriirler (28,32).

Oliim reseptdr yolunda (Fas-L), timor nekroz faktor (TNF), APO3L, TRAIL
gibi Oliim aktivatdrleri, hiicre yiizeyinde yer alan 6liim reseptorlerine baglanirlar.
Tiimor nekroz faktor reseptor (TNFR) ailesi apoptozda rol alan membran reseptorleri
iginde en 6nemli gruptur. Bu gen ailesine ait 6liim reseptorleri CD95 (APO-1/Fas),
TRAIL (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand) —-R1, TRAIL-R2, TNF-R1, DR3
ve DR6’dir. Oliim reseptodrleri ekstraselliller kistmda sisteinden zengin tekrar
bolgeleri igerirken, sitoplazmik boliimlerinde 6liim alani1 adi verilen bir aminoasit
dizisini bulundururlar. Bu alana sitoplazmada bulunan adaptér proteinler
baglanmaktadir. Oliim aktivatdrlerinin, &liim  reseptdrlerine  baglanmasiyla
sitoplazmada bulunan adaptdr proteinler 6liim alanlarina baglanarak oligomerize
olurlar. Reseptérlerin sitoplazmik kisimlari, adaptdr proteinler ve proteazlar "Oliimii
Baslatan Sinyalleme Kompleksi" denen yapiy1 olustururlar. Oliimii Baslatan
Sinyalleme Kompleksinde prokaspaz-8 ve prokaspaz-10’un aktivasyonu gerceklesir.
Prokaspaz-8 aktivasyonundan sonraki basamaklar hiicrelerde farkliliklar
gostermektedir. Tip 1 hiicrelerde kaspaz-8 direk olarak prokaspaz-3’iin
aktivasyonunu saglar. Tip 2 hiicrelerde ise kaspaz-8 orta derecede aktive edilmistir
ve prokaspaz-3’iin aktivasyonunu saglayamaz. Bu hiicrelerde prokaspaz-8, Bcl-2

ailesinin proapoptotik iiyesi olan Bid’i aktif hale getirip mitokondriyal membran
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gecirgenligini arttirarak, mitokondriyal yolagin aktivasyonu ile hiicreleri apoptoza
getirmektedir (33).

Mitokondriyon hiicre i¢inde sadece enerji iiretimi i¢in bulunmamaktadir.
Sitokrom ¢, SMAC/DIABLO ve Omi gibi bir¢ok proapoptotik molekiiliin salinimi da
mitokondriyondan olmaktadir. Bu nedenle mitokondriyal yolaktaki ana degisiklik
mitokondriyon membran gecirgenliginin bozulmasidir. Membran gecirgenliginin
artmasiyla mitokondriyon i¢ zarinda lokalize olan ve ATP sentezinde gorev alan
sitokrom ¢ mitokondriyondan sitoplazmaya salinir. Sitokrom c, apoptotik proteaz
aktive edici faktor (Apaf-1) ve prokaspaz-9 ile apoptozom kompleksini olusturur.
Apoptozom kompleksi prokaspaz-9’u aktive kaspaza-9’a donistiiriir. Kaspaz-9’da
prokaspaz-3’iin aktivasyonu ile kaspaz kaskadini1 devam ettirir (34).

Son yillarda iistiinde durulan endoplazma retikulumu (ER) aracilt yolakta ise
hiicre i¢inde kalsiyum artisiyla ER membraninda yer alan kaspaz-12 aktive olur.
Aktive kaspaz-12’de kaspaz 9 iizerinden kaspaz kaskadinin aktivasyonunu
saglar(35).

2.4.1.c. Apoptozda Rol Oynayan Molekiiller

Insan kanserlerinde en fazla mutasyonu goriilen timor supresdr geni olan
p53, cevresel sartlara ve hiicresel duruma gore hiicre dongiisiiniin kontrolii, DNA
tamiri ve sentezi, hiicre farklilagmasi, genomik sekillenme ve programli hiicre
oliimiinde gorev alir. Karsinojen, sitostatik ajan, radyasyon, ultraviyole 15181, hipoksi
veya onkogenler gibi ¢esitli uyaranlar sonrasinda olusan DNA hasarinda, p53 hiicreyi
Gl fazinda durdurarak hasar kii¢iikk boyuttaysa tamirini, biiyiik boyuttaysa ise
hiicrenin apoptoz ile dliimiinii saglar. Boylece zedelenmis DNA nin replike olmasi
engellenerek genomun biitlinliigiinii korunmus olur.

Apoptozun genetik mekanizma iizerine yapilan c¢alismalarda ilk olarak
Coenorhabditis elegans isimli bir nematod kullanilmistir. C.elegansda apoptozda
diizenleyici molekiiller olarak bulunan ced’lerin, memelilerdeki anologu
kaspazlardir. Kaspazlar, normalde sitoplazmada inaktif proenzimler olarak bulunan
proteolitik parcalanmadan sonra aktif hale gegen sistein proteazlar olarak bilinen bir
ailedir. Adlarin1 da, proteinleri aspartik asit bolgelerinde kesmeleri (cleavage-C) ve

yapilarinda sistein tasimalarindan dolayr almiglardir. Memelilerde simdiye kadar 14
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grubu tanimlanmistir. Kaspazlar, Sitokin matiirasyonuna aracilik edenler (kaspaz-1,
4, 5, 13), apoptotik hiicre 6liimii siirecinde efektor gorevi iistlenenler (kaspaz-2, 3, 7)
ve apoptotik hiicre 6liimiinde aktivatorler (kaspaz-6, 8, 9, 10) olmak iizere ii¢ ayri
grupta toplanmustir. Aktivator kaspazlar efektor kaspazlar etkin hale getirir. Efektor
kaspazlardan biri olan kaspaz-3 apoptotik yolaklarin ortak bulusum noktasidir.
Kaspaz-3 etkin hale getirildiginde apoptotik morfolojinin olusumunu saglayan diger
proteolitik aktiviteye sahip yolaklarin aktivasyonunu saglar. Kaspaz 3 ile DNA
tamirinde rol oynayan poli ADP riboz polimeraz (PARP) enziminin proteolitik
yikimi, DNA onarmmini engeller. Ayn1 zamanda efektor kaspazlar ile DNA
replikasyonu ve tamirini saglayan DNA topoizomerazi da yikima ugratir. DNA
endoniikleazin serbetlesmesini saglayan kaspazlar DNA kiriklar1 olusumuna neden
olur. Cekirdekte bir diger Onemli degisiklik de c¢ekirde§in seklini saglayan
intraniiklear proteinler ve laminlerin yikima ugratilmasidir. Bu molekiiler
degisiklikler apoptozun c¢ekirdekte gozlenen kromatin kondensasyonu ve
parcalanmasi gibi tipik morfolojik 6zelliklerinin sebebidir (36).

Mitokondriyon membran gecirgenligi, Bcl-2 protein ailesi tarafindan kontrol
edilmektedir. Bu proteinler mitokonriyon ve ER zarinda bulunur. Bcl-2 grubu
proteinlerin bir kismi proapoptotik (Bax, Bak, Bad, Bcl-xs, Bim, Bid ) etkili iken
diger kismu ise antiapoptotik (Bcl-2, Bcl-XI, Bcl-w, Mcl-1) etkilidir. Bax, Bad gibi
proapoptotik grupta olanlar1 mitokondriyon membranina yerleserek, membranda
kanallar ve porlar olusturup, sitokrom c, IAP, Smac/DIABLO ve Omi/HtrA2’nin
mitokondriyondan sitoplazmaya salmimina yol acarlarken antiapoptotikler ise
salinimlarini engellerler (37).

Bir kaspaz inhibitor ailesi olan IAP’ler kaspaz-3, kaspaz-7 ve kaspaz-9’un
aktif bolgelerine baglanarak selektif olarak inhibisyonlarma neden olur.
Smac/DIABLO ve Omi/HtrA2 ise [AP’lara baglanarak onlarin kaspazlara
baglanmasini engellerler. Boylece kaspazlarin ve apoptozun inhibisyonu engellenmis
olur (38).

Kaspaz bagimli olmayan apoptozda etkin olan ise; mitokondriyon membran
biitiinliigliniin bozulmasiyla mitokondriyondan salinan bir diger faktor apoptoz

indiikleyici  faktér (AIF)’diir. AIF, hiicre o0lim sinyallerini aldiginda



18

mitokondriyondan salinir. Cekirdege goc eder ve DNA’ya baglanarak DNA’nin

yikimina neden olur (34).

2.4.2. NEKROZ

Nekroz, hipoksi, fiziksel hasar, hipertermi, kompleman aktivasyonu, UV 151k
gibi zararli uyaranlar sonucu olusan patolojik hiicre oliimiidiir. Nekrozda enerji ve
madde metabolizmasinda diizensizlik vardir. Metabolik degisikliklere yapisal
degisiklikler eslik eder. Nekroz uzun yillar apoptozun karsiti olan ve raslantisal
olarak ortaya c¢ikan, programsiz hiicre Oliimii olarak tanimlanmistir. Ancak son
zamanlarda nekrozun da baslatilmasi ve kontroliinde programli kontrol
mekanizmalarimin oldugunu gosteren calismalar bulunmaktadir. Bu nedenle 2005°de
Nomenclature Committee on Cell Death (NCCD)’ de hiicre membran biitiinliigiiniin
bozuldugu, hiicrede sisme ve organellerde pargalanmanin goriildiigli morfolojik bir
terim olarak tanimlanmasi uygun goriilmiistiir (39).

Nekrozun karakteristik 6zelligi 6limiin hiicre gruplarinda ortaya ¢ikmasidir.
Nekrozda en temel yapisal degisiklik membran biitiinliigliniin bozulmasidir.
Membran gegirgenliginin artmasi ve bunun sonucunda da sitoplazmanin ve ¢ekirdek
iceriginin hiicreler arasindaki bosluga salinmasi nedeniyle nekrozun ortaya c¢iktig
bolgede inflamatuvar olaylar gozlenmektedir.

Hiicre oliimii, genetik olarak kontrol ediliyorsa programlidir. Son yillarda
yapilan c¢aligmalarda {giincli bir hiicre 6liim yolu olarak otofaji {iizerine
durulmaktadir. Otofaji ile ilgili ulasilan bilgi birikimi sonrasinda apoptoz artik
programli hiicre 6liimiiyle es anlamli olarak kullanilmamaktadir. Apoptoz ve otofaji
iligkili hiicre 6limii programli hiicre oliimiiniin temel iki c¢esidi olarak kabul

edilmektedir.

2.4.3. OTOFAJI

Kelime anlami olarak kendi kendini (oto) yeme (faji) anlamina gelen otofaji
hiicre biyolojisinde hiicre i¢i makromolekiillerin ve organellerin lizozomal enzim
aktivitesiyle yikilma mekanizmasidir. Genetik olarak kontrol edilen otofaji hiicre
igerisinde yikim, sentez ve hiicre i¢i maddelerin geri dontislimiinii dengelemektedir.

Otofajinin tanimlanmasi 1960’11 yillara uzansa da, 1990’larin ortalarina kadar
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genetik temelini kavramaya yonelik calismalar yapilmamistir. 1990°da Oshumi ve
arkadaglar1 mayalarda yaptiklar1 ¢aligmada 30 ATG (otofaji ile baglantili genler)
tanimlamiglardir. Otofajinin genetik yolagindaki temel molekiillerin tanimlanmasiyla
temel hiicre ¢alismalarinda otofaji agisindan yeni bir donem baglamistir (14).

Yapilan ilk ¢alismalar 15181nda otofajinin hiicrelerin gereksiz, asir1 ve hasarli
organellerini ve makromolekiillerini yiktig1 bir olay oldugu bilinmektedir. Otofaji
tiim Okaryatik canlilarda gerceklesen evrimsel olarak korunmus bir membran trafik
yolagidir. Otofaji esnasinda hiicrenin yikima ugratilacagi organel ve proteinler
sitoplazmada olusturulan preotofagozom adli membran sistemi ile ¢evrelenir. Cift
katli membranli kesecikler igine hapsedildiginde de otofagozom ismini alirlar.
Otofagozomlarin lizozomlarla birlesmesi sonucunda maddeler lizozomal enzimlerle
yikima ugratilirlar. Yikima ugrayan proteinler ATP ve yeni proteinlerin sentezi i¢in
kullanilirlar. Hiicreler otofaji sayesinde kendi organel ve proteinlerini enerji {iretimi
icin hammadde olarak kullanarak metabolik stres durumlarinda canli
kalabilmektedirler. Yani otofaji besin yoklugu ve biiyiime faktor g¢ekilmesi gibi
nedenlerle ortaya ¢ikan metabolik streslere adaptasyon cevabidir (14,31,41).

Otofaji hasarli organel ve proteinlerin yikilmasinda etkin bir mekanizma
olmasiin yan1 sira normal hiicre iceriginin yeniden islenmesinde de yer almaktadir.
Bu nedenle otofaji eksikliginde ubikuinlenmis proteinlerin ve deforme organellerin
birikmesi, hiicresel dejenerasyona yol agmaktadir (40).

Otofaji, ilk olarak hiicrenin hayatta kalimu ile ilgili bir savunma mekanizmasi
olarak ortaya atilmis olsa da, son yillardaki ¢alismalarda otofaji ile hiicre hayatta
kalimi1 ve oliimii arasinda karmagik baglantilar oldugu ortaya konmustur. Otofaji
hiicre i¢inde uzun dénem devam ettiginde ve apoptoz mekanizmalar1 bozuk hiicreler
6liime zorlandiginda, otofajinin hiicrelerde bir hiicre 6liim ¢esidi olarak kullanildig:
One siirtilmistiir (14,31,42).

Genel olarak bakildiginda son on yilda yapilan calismalar otofajinin;
metabolizmanin diizenlenmesi, morfogenez, hiicre farklilagsmasi, yaslanma gibi
fizyolojik hiicresel olaylarda ve bagisiklik sisteminin bir parcasi olarak hiicre igi
patojenlerin yikiminda rol oynadigini gostermektedir (41,42,43). Ayrica arastirmalar,
hiicrelerdeki otofaji bozukluklarinin kas hastaliklari, kanser, enfeksiyon hastaliklari

ve Huntington, Alzheimer, Parkinson gibi ndrodejeneratif hastaliklarin
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etiyolojisinden sorumlu oldugunu ortaya koymaktadir (44). Fakat bunlara karsin
kontrolsiiz otofajinin hiicre oliimlerine yol agarak hastaliklarin patolojik etkilerine

katkida bulunabilecegine dair kanitlar da bulunmaktadir (45).

Autophagosome

Phagophore

Unfolded
substrate protein

Cytoplasm Lysosomal
hydrolase
Membrane
source :
O A, Autolysosome

Sekil 3: Otofaji Cesitleri ‘Mizushima N, Levine B, Cuervo AM, Klionsky DJ. 2008.
Autophagy fights disease through cellular self-digestion. Nature. 451:1069-1075’
alinmustir (46).

Otofaji kompleks bir siire¢ olmakla birlikte simdiye kadar 3 farkli
mekanizmas1 tanimlanmistir. Bunlar makrootofaji, mikrootofaji ve saperon aracili
otofajidir (Sekil 3). Her iiclinde de hiicre igerigi lizozomlar tarafindan yikima
ugratilsa da, liclinlin de farkli biyolojik 6zellikleri bulunmaktadir. En ¢ok iistiinde
durulan ¢esidi makrootofaji, pek c¢ok hiicrede olusur, protein parcalarinin ve hasar
gérmiis organellerin par¢alanmasinda en onemli rolii {istlenir. Makrootofaji yikima
ugratilacak hedef molekiilleri gevrelerindeki diger sitoplazmik igerikten ayiran ¢ift
katli membran sistemlerinin (otofagozomlarin) olusumuyla karakterizedir. Yikima
ugratilacak protein, karbonhidrat, lipid, RNA, mitokondriyon ve peroksizom gibi
organeller otofagozomlarin igine hapsedilip lizozomlara tasinarak, lizozomal
enzimlerle pargalanirlar. Otofagozomlar ER’daki igerik olarak Pi3-P’den zengin

izolasyon membranlarinin bir araya gelmesi, uzamasi ve kapanmasi ile olusur.
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Otofagozomlar igeriklerini lizozoma tasiyarak lizozom ile birlestiklerinde otolizozom
ismini alir. Igerikleri asidik lizozomal hidrolazlar ile yikilir (46,47).

Mikrootofaji, kii¢iik miktarlardaki sitoplazma igeriginin direk olarak lizozom
tarafindan pinositozudur. Sitoplazmik igerik lizozom membranin ige ¢Okmesi ile
lizozom iginde hapsedilir (46,47).

Saperon aracili otofaji, diger otofaji ¢esitlerine gore daha secicidir. Sadece
KFERQ benzeri motifleri iceren proteinlerin yikima ugratildigi otofaji ¢esitidir.
HSC70 igeren saperon kompleksler sitoplazmadaki KFERQ motifli proteinleri
tantyarak, bu proteinlere baglanirlar ve lizozom membranina tasirlar. Lizozom
membraninda bulunan LAMP-2 saperon-KFERQ motifli protein kompleksini tanir
ve protein katlantilart agilir. Protein lizozom membranindan lizozomal hsc70
yardimiyla gegerek lizozomda yikima ugratilir. Saperon aracili otofajide membran
olusumu ve igerigin membran sistemi i¢inde hapsedilmesi gibi basamaklar yoktur
(46,47).

Otofaji mekanizmalarinda rol oynayan proteinlerin ¢ogu ilk olarak mayada
yapilan calismalar sonucunda bulunmus ve "otofaji ile baglantili proteinler" ya da
kisaca Atg proteinleri olarak adlandirilmiglardir. Ayrica 6karyotlardaki karsiliklart da
bilinmektedir. Bu proteinler otofajik keseciklerin olusumunda rol oynayan cesitli
protein kompleksleridir. Yani otofaji ile ilgili proteinlerin ¢ogu, otofajik zarlarin
olusumunda ve bunlarin uzayarak kesecik haline gelmesinde gorev yapmaktadirlar

(45,48).
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Sekil4. Otofagozom olusumu ve gorevli otofaji iliskili proteinler

‘http://www.cellsignal.com/reference/pathway/Autophagy.html’ alinmistir.

Hiicrede "otofaji olusum merkezi" (Preautophagosomal structure, PAS) adi
verilen ve memelilerde ER ile golgi birlesiginin arasinda oldugu diisiiniilen
bolgelerdir. Otofagozomlarin bu merkezlerde olugsmaya basladiklarin1 gosteren
caligmalar bulunmaktadir. Otofaji ile baglantili proteinlerden ilk basamakta gérev
yapan Atg6 (memelilerdeki Beklin-1) proteinidir. Atg6 simif III phosphoinositol 3
fosfat (PI3F) kinaz Vps34'iin aktivitesini diizenlemektedir. PI3F kesecik olusumunda
rol oynayan proteinleri ve protein gruplarin1 kendisine baglayarak otofaji olusum
merkezine yonlendirmektedir. Bu sekilde otofagazom membraninin c¢ekirdegi
olusturulmus olur. Membranlarin uzamasi ve kesecik halini almasi ise iki iibikitin
benzeri sistem tarafindan kontrol edilir. Bunlar Atgl2-Atg5 ve Atg8-
fosfatidilethanolamin konjugasyon sistemidir (Sekil 4). Bu mekanizmalarda
konjugasyona yardimei iibikutin sistemindeki E1 ve E2 enzimleri benzeri enzimler
bulunur. Atgl2-Atg 5 konjugasyon yolaginda Atg5, Atgl2’ ye El1 benzeri enzim
Atg7 ve E2 benzeri enzim Atgl0 yardimi ile kovalent olarak baglanir. Ardindan
Atgl2'ye baglanmis Atg5, Atgl6 ile birleserek biiyiik bir protein kompleksi olusturur


http://www.cellsignal.com/reference/pathway/Autophagy.html
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ve izolasyon membranmin dis yiizeyine baglanir. Ikinci {ibikitin benzeri sistemde ise
Atg8 (memelilerde MAP-LC3 ya da kisaca LC3) proteininin, bir fosfotidiletanolamin
(FE) yag molekiiliine kovalent olarak baglanmasi s6z konusudur. Atgl2-Atg5-Atgl6
kompleksi, Atg8/LC3"in FE'ye baglanmasi i¢in gereklidir. LC3’ilin FE baglanmasi ile
¢oziilebilir formda bulunan sitoplazmik formundaki LC3-1, otofagozom iliskili
membrana bagli formu LC3-2’e¢ doniismektedir. FE molekiilii, LC3’iin sondan
6.aminoasiti olan glisine baglanmaktadir. Glisinde LC3'in C-ucundaki bes
aminoasitin Atg4 proteaz tarafindan kesilmesi ile ortaya ¢ikarilir. Atg8/LC3"in FE'
ye baglanmasi, PAS'a zar taginmasi ve burada zar uzamasi i¢in gerekli bir olaydir.
LC3-ethonalmainin olugsmasi sonucunda Atg 4 proteaz, E1 benzeri enzim Atg 7 ve
E2 benzeri enzim Atg3 tarafindan aktive edilir. Atg4 de kesecik olusumu sonrasinda
gorevi tamamlanan LC3 proteinlerini yagdan kopararak yeniden kullanilmalarim
saglar. Otofagozom daha sonra ge¢ endozom veya lizozomla birleserek tagidig1 kargo
lizozomal enzimler ile yikima ugrar. Kargonun yikimu ile (proteinler, organeller vb.)
ortaya ¢ikan yapitaslari (6rn. aminoasitler, yag asitleri, vb.) tekrar kullanilmak iizere
hiicreye kazandirilmis olur (48,49,50).

Otofaji mekanizmasinda Beklin 1 ve MAP-LC3 “microtubule associated
protein 1 light chain 3” gibi sikica korunmus genler rol oynamaktadir. Sentez
sonrasinda LC3 proteolitik reaksiyonlar sonrasinda sitoplazmik lokalizasyonda
bulunan LC3-1’e doniismektedir. Otofaji boyunca LC3-1 fosfatidilethonalamin ile
konjuge edilerek LC3-2 olugmaktadir. LC3-2 otofagozomun i¢ ve dis
membranlariyla iliskiye girerek otofagozom olusumuna katilmaktadir. LC3 -2 ‘nin
artmis seviyeleri hiicrelerde otofagozom olusumu ile koreledir. Bu nedenle LC3-2 sik
olarak ge¢ donem otofaji isaretleyicisi olarak kullanilirken, izolasyon
membranlarinin PAS’da toplanmasi asamasinda kontrol mekanizmasi olarak gorev

alan beclin-1 ise erken donem otofaji isaretleyicisi olarak kullanilmaktadir (51).

2.4.3.a0tofaji Kontrol Mekanizmalari

Otofaji kontroliinde 2 6nemli sinyal yolagi, sinif III ve sinif I phosphoinositol
3 fosfat (PI3F) rol oynamaktadir. Sinif III phosphoinositol 3 fosfat (PI3F) kinaz daha
once belirttigimiz gibi otofajik kesecigin olusumunu baslatmaktadir. Simif I ise

otofajiyi negatif yonde kontrol etmektedir.
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Simif I fosfotidilinositol 3-kinaz (PI3K)/ protein kinaz B (Akt/PKB),
mitojenik uyarilarla aktive edilen ve hiicre biiyiimesini uyaran sinyal yolaklarindan
birisidir. Simif I PI3K, PI (3,4)P2 fosfat ve PI (3,4,5)P3 olusumunu saglamakta ve bu
tirtinler Akt/PKB yolaginin aktivasyonuna neden olmaktadir. Sinif I fosfotidilinositol
3-kinaz (PI3K)/ protein kinaz B /Akt yolagiin otofajiyi baskiladig: bilinmektedir.
Bunun nedeni aktif haldeki Akt’nin otofajik aktivitenin inhibisyonunda 6énemli rol
oynayan TOR protein kompleksini aktive etmesidir. PTEN, (PI3K)/Akt/mTOR
sinyal yolagini inhibe eden tiimor baskilayict gendir. PTEN, (PI3K)/Akt/mTOR
sinyal yolaginin inhibisyonu ile hiicreleri otofajiye gotiirmektedir (52).

Hiicrelerde protein sentezi ve hiicre proliferasyonunu kontrol eden bir kinaz
sistemi olan mTOR (mammalian Target of Rapamycin) protein kompleksi, ilk olarak
transplant hastalarinda bagisiklik sistemini baskilayici olarak kullanilmis makrolid
grubu bir antibiyotik olan rapamisinin hedef molekiilii olarak {inlenmis ve buna gore
adlandirilmigtir. mTOR  hiicre dongiisiinde G1’den S fazina gegiste onemli olan
mRNAlarin transkripsiyonunu saglayan serin/tironin kinaz sistemi iiyesidir. mTOR;
protein sentezi, transkripsiyon ve ribozom olusumu gibi anabolik olaylar1 aktive
etmesinin yani sira RNA yikimi, otofaji gibi katabolik olaylar1 inhibe ederek hiicre
cogalmasini saglamaktadir. Aclik, hipoksi benzeri stres durumlarinda mTOR
molekiiliiniin baskilanmasi ile hiicrelerde otofaji aktif hale gelmektedir.

Otofajinin mTOR tarafindan kontrolii baglangi¢ basamagindan baslamaktadir.
mTOR mayalardaki ATG1’in anologu olan ULK 1, ULK2 ve bunlarn iligkili proteini
Atgl3’i  fosforile ederek 1ile inhibisyonlarina neden olmaktadir. ULK’nin
aktivasyonu otofajik olaylarin baslangicinda 6nemli bir basamaktir. ULK, Atg 13 ve
FiF200 (Atg 17) kompleks olustururlar ve bu komplekste Atg 17 ULK ler tarafindan
fosforile edilir. ULK kinazlarin ile uyarilan Beklinl- kompleksi, otofagozomlarin
olusumuna katilan Atg5-12-16, LC3 ve Atg9 icin platform olusturacak PI3-P’den
zengin membran pargalarini olusturur. Beclinl- Simif 3 PI3K kompleksi evrimsel
olarak korunmus UVRAG, Atgl4/Barkor ve simdiye kadar omurgasizlarda
anologlar1 gosterilmemis Ambral ve Rubicon gibi kofaktorler ile kontrol edilir.
Atgl4 ve Ambral’in Smif Il PI3K aracili otofagozom olusumunda 6nemi, UVRAG
ve Rubicon’un ise Simf Il PI3K aracili endozomal tasinmada aktif rol oynadig

gosterilmistir (53).



25

Otofagozom olusumunda bir diger 6nemli faktérde Bif-1’dir. Bif-1 BAR-
domain igeren endofilin ailesi iiyesi bir proteindir. Bif-1 UVRAG araciligiyla
Beklinl-Sinif 111 PI3K kompleksine baglanarak membranlarin kivrilmalarini saglar.
Bu da Beklinl- Smf Il PI3K kompleksinin lipid fosforilasyonu disinda otofagozom
uzamasinda gerekli olan faktorleri ortama baglamak gibi gorevlerinin de oldugunu

gostermektedir (53).

2.4.3.b. Otofaji ve Hiicre Oliimii Iliskisi

Tip II programli hiicre 6liimii olarak siniflandirilan otofajik hiicre 6liimiindeki
en belirgin degisiklik, sitoplazmada iki veya daha fazla katmanli zarla cevrili
sitoplazma ve organel parcalar1 iceren keseciklerin olusumudur. Apoptozdan farkl
olarak kromatin yogunlasmasi ve apoptotik cisimler gibi morfolojik 6zellikler
gozlenmez. Otofajide Olii hiicrelerin komsu hiicreler tarafindan fagosite edilerek
ortadan kaldirilmasi apoptozda gorildiigiinden c¢ok daha ge¢ bir donemde
olmaktadir. Apoptoz ve otofaji arasindaki bu morfolojik farkliliklar otofajik hiicre
Olimiiniin ayr1 bir 6liim tipi olarak simiflandirilmasi geregini dogurmustur (54).
Ancak otofajiyi kontrol eden mekanizmalarin tam olarak aydinlatilamamis olmasi
nedeniyle, otofajinin apoptotik mekanizmalar1 saglam olan hiicrelerde aktif olarak

6lime yol agip agmadigi konusunda farkli goriigler bulunmaktadir.

2.4.3.c.Apoptoz ve Otofaji iliskisi

Apoptoz ve otofaji birbirinden bagimsiz mekanizmalarla gergeklesen ve farkl
morfolojik 6zellikler gosteren olaylar olsa da, son ¢aligmalar bu iki hiicre 6liim ¢esidi
arasinda karmagik bir iliskinin oldugunu ortaya koymaktadir. Apoptoz ve otofaji
arasindaki iligkiyi agiklamaya yonelik dort farkli goriis ortaya atilmustir.

Birinci goriis otofajinin, apoptotik hiicre dliimiiniin baskilandig1 kosullarda,
hiicreleri 6liime getiren mekanizma oldugudur. Yani apoptotik mekanizmalarinda
sorun olan hiicrelerin, otofaji ile dogrudan ya da dolayli olarak hiicresel Oliimii
gerceklesmektedir. Bu goriisii savunan ¢alismalarda otofajinin 3-MA ( 3-metil
adenin) ile inhibisyonu apoptozu geciktirirken; kaspaz inhibitorleri ile apoptoz inhibe
edildiginde hiicrelerde otofajinin devam ettigi gozlenmistir. Xue ve arkadaslari

primer sempatik noéronlarda noral biiyiime faktor eksikligi ya da c-Ara tedavisi
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sonrasinda, otofajik aktivitede 30 kat artis ve ayn1 zamanda DNA yikimi gibi apoptoz
morfolojilerini de gozlemislerdir. Noronlarda 3-MA ile otofaji inhibisyonundan
sonra apoptotik hiicre 6liimlerinde azalma saptamislardir. Kaspaz inhibitorleri ile
apoptoz inhibisyonu olusturulduktan sonra hiicrelerin kaspaz bagimsiz bir yolak olan
otofaji ile 6ldliglinti gostermislerdir (55) .

Ikinci goriis, otofajinin de apoptoza paralel olarak hiicre oliimiine yol
acabildigini savunmaktadir. Apoptoz ile otofajinin bazi hiicrelerde koordine bir
sekilde calisarak hiicre oliimiinde ortak mekanizmalar olarak rol aldigini savunan
goriisler yayginlasmaktadir. Apoptoz temel olarak c¢ekirdek degisiklikleri ve
kromatinin yikimi tizerine giderken, otofaji sitoplazmik materyallerin yikimi ile
baslamaktadir. Bu nedenle sitoplazmik organellerden zengin ve biiyiik ¢ekirdegi olan
hiicrelerde koordine bir sekilde calisarak hiicreyi 6liime getirmeleri anlamlidir. Bu
goriisii  destekleyen ¢alismalara Ornek olarak; Qian ve arkadaglart T-lenfosit
l6semisinde arsenik trioksit tedavisi sonrasinda beklin-1 upregiilasyonu ile hem
otofajik, hem de apoptotik hiicre O6liimiiniin aktive oldugunu gostererek; tlimor
regresyonunda bu iki mekanizmanin beraber calistigini one siirmiislerdir (56).
Basciani ve arkadaglari, Kaposi sarkomunda tirozin kinaz inhibitorii imatinib tedavisi
sonrasinda goriilen hiicre oliimlerinin apoptoz-otofaji isbirligine dayali oldugunu
gostermislerdir (57).

Uciincii goriis, otofajinin hiicre &liimiinden kacis mekanizmas: oldugudur.
Yani, otofaji apoptozu baskilayarak hiicrenin hayatta kalmasini saglamaktadir.
Otofaji stres, ilag, radyasyon gibi etkenlere maruz kalan hiicrelerde anormal ve
hasarli hiicre elemanlarimin  yikimini saglayarak hiicrenin 6liime gitmesini
engellemektedir. Diger yandan otofaji inhibe edildiginde hiicrelerde apoptotik hiicre
Olimii artmaktadir. Bauvy ve arkadaslart bu goriisii destekler nitelikteki
caligmalarinda, HT-29 kolon karsinom hiicrelerine sulindak siilfid tedavisi
uygulamiglardir. Bu hiicrelerde sulindak tedavisine ek olarak otofaji inhibitorleri
uygulandiginda apoptotik hiicre Oliimiinde belirgin artis saptamiglar ve bunun
nedeninin mitokondriyonlarindan sitokrom c¢ salinimi hizli olan mutant HT- 29
hiicrelerinde; otofajinin mitokondriyonlarin1 yikima ugratarak apoptozu geciktirmesi

olabilecegini 6ne siirmiislerdir (58).
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Dordiincli goriis, otofajinin apoptoz Oncesi bulunmasi gereken 6n kosul
oldugudur. Bu goriise gore otofaji kendi basina dliime yol agmamakta, apoptoza
yardim etmektedir. Otofaji, hiicre zar1 tomurcuklanmasi, apoptozom kompleksinin
olusumu, fosfatidilserinin hiicre dis zarma transferi gibi apoptotik siirecte ATP
gereksinimi duyan olaylara besin yoklugunda ATP saglamaktadir. Espert ve
arkadaslari, CD4 hiicrelerinin HIV ile enfeksiyonu iizerine yaptiklari calismada

otofajinin apoptotik kaspaz aktivasyonu i¢in gerekli oldugunu géstermislerdir (59).

2.4.3.d.Apoptoz ve Otofaji Arasindaki Molekiiler Baglantilar
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Sekil 5: Apoptoz ve Otofaji arasindaki molekiiler baglantilar. Fimia GM, Piacentini
M. 2010. ‘Regulation of autophagy in mammals and its interplay with apoptosis.
Cell. Mol. Life Sci. 67:1581-1588.” alinmustir (53).

Otofaji ve apoptoz arasindaki iliskiyi diizenleyen genetik mekanizmalar hiicre
biyolojisinde lizerinde durulan 6nemli konulardan biridir. Son ¢alismalarda apoptoz
ve otofaji arasinda bir¢ok molekiiler baglanti ortaya konulmustur. Bazi otofaji ile
iligkili proteinlerin apoptozda goriilen hiicresel olaylarda da rol oynadig:
gosterilmistir. Apoptoz ve otofajiyi negatif yonde kontrol eden bir¢ok ortak molekiil
tanimlanmaistir.

Akt/PKB tarafindan kontrol edilmekte olan mTOR yolaginin aktivasyonu
hiicrenin ¢ogalmasina ve hayatta kalmasina, baskilanmasi ise otofajiye yol

acmaktadir. Otofajinin dlizenlenmesinde ©nemli bir molekiil olan mTOR
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(memelilerde mTOR), bir “GTP-baglayici kiigiik protein” olan Rheb'in GTP bagh
sekli tarafindan aktive edilmektedir. Tuberoz skleroz proteinleri Tscl ve Tsc2
(Tuberous sclerosis complex 1/2, TSC1/TSC2) Rheb’i GTP hidroliziyle inaktif
duruma getirmektedir. Inaktif durumda bulunan Rheb’de mTOR aktivasyonunu
gerceklestirememektedir. Akt/PKB aktivasyonu TSC1/TSC2’yi fosforilleyerek
inaktif duruma getirir. Rheb’in TSC1/TSC2 tarafindan inhibisyonunu engelleyerek,
mTOR’un Rheb tarafindan aktivasyonuna ve otofajinin inhibisyonuna yol agar.
Otofajiyi bu sekilde baskiladigi bilinen Akt/PKB yolaginin, apoptozu da bcl-2
proteinlerinden olan Bad’in Akt tarafindan fosforillenmesi sonucunda baskiladigi
gosterilmistir (53, 60).

Bcl-2 ailesinin antiapoptotik proteinleri apoptoz gibi otofajiyi de inhibe
edebilmektedir. Otofajik kesecigin olustugu asamada gorevli olan Beklin-1
antiapoptotik Bcl-2 ailesi iiyeleri tarafindan inhibe edilmektedir (Sekil 5). Bu
inhibisyon bcl-2’nin  beklin-1’de  bulunan BH3 domainine baglanmasi ile
gerceklesmektedir. Bu nedenle bir¢ok pro ve antiapoptotik proteinde bulunan BH3
dizisi apoptozun diizenlenmesine spesifik bir lokalizasyon olmamakta; otofajinin
indiiksiyonunda rol oynamaktadir. Bu gozlem 1s18inda sadece BH3 pargasi igeren
BAD, BNIP3 ve NIX’in hem apoptoz hem otofajide rol oynadigi gosterilmistir.
BNIP3 ve NIX mitokondriyonun otofaji ile selektif yikiminda (mitofaji) rol
oynamaktadir. BNIP3’iin otofaji indiiksiyonunu beklin-1’in bcl-2 ailesi baglantisini
etkileyerek gerceklestirir (61).

Atg5, otofajideki onemli roliiniin yani sira apoptotik yolakta da pozitif ve
negatif diizenleyici olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Atg5’in pozitif ya da negatif
diizenleyici etkisi apoptotik indiikleyiciye gore degismektedir. Atg5'in FADD adli
reseptor tarafindan apoptoz aktivasyonu mekanizmalarinda rol oynadigi
gosterilmistir (62). Apoptoz indiiksiyonu sirasinda Beklin-1, Atg4 ve Atg5 gibi
otofaji ile iligkili proteinlerin yikima ugratildigir bilinmektedir. Bu da otofajinin
inhibisyonuna ve hiicrelerin apoptozdan otofaji mekanizmasi ile kagmasma engel
olmaktadir. Bu goriise zit olarak Atg5’in kalpain tarafindan kesilmesi sonrasinda
kalan amino kisminin Bcl-XL ile etkileserek, sitokrom-c salinimina ve kaspaz

aktivasyonuna neden oldugunu gosteren ¢alisma da bulunmaktadir (63).
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Bir apoptoz uyarani olan p53 hiicre i¢i lokalizasyonuna gore otofajiyi iki
farkli sekilde diizenleyebilmektedir. Cekirdekteki p53°lin transkripsiyonel etkisi
araciligiyla otofajiyi indiikledigi, sitoplazmik p53’iin ise otofajiyi baskiladig
bilinmektedir. P53’tin uyardigi sadece BH3 dizisi iceren PUMA proteini apoptoz
bagimli DNA hasarinda gorevli temel molekiildiir ve otofaji indiiksiyonunda da rol

oynadig1 gosterilmistir.

Apoptoz ve otofaji arasindaki iligskiyi kontrol eden temel molekiillerden bir
digeri de apoptoz regiilasyonunda 6nemli olan bir¢ok proteinin fosforilasyonunu
yapan JNK ve DAP kinazlardir. Jnk Bcl2/BelXL proteinlerinin  beklin-1’e
baglanmasini engelleyerek otofaji indiiksiyonu saglamaktadir. Son ¢alismalarda DAP
kinazin Beklin-1’i fosforile ettigi ve boylece Bcl-2 ailesinin beklin-1’e baglanarak
otofajiyi inhibisyon etkisini ortadan kaldirdig1 gosterilmistir (64).

Apoptoz otofaji arasindaki baglanti otofajinin son basamaklarinda dahi
devam eder. Otofajide 6nemli olan lizozomal protein DRAM’in ekspresyonu

proapoptotik protein p53 tarafindan kontrol edilir (53).

2.4.3.e. Otofaji ve Kanser

Otofajinin karsinogenezdeki rolii, son yilarda 6nemli bir tartisma konusudur.
Daha Once bahsedildigi gibi otofaji, hiicreleri besin yoklugu gibi c¢evresel
degisikliklere kars1 koruyan bir adaptasyon mekanizmasidir. A¢lik durumunda, hiicre
icinde otofaji artmakta ve hiicrenin protein ve organelleri hiicreye aminoasit, yag
asitleri ve niikleotidler gibi makromolekiil Onciilerini saglamak amaciyla yikima
ugratir. Bu gorlisii  destekleyen Mizushima ve arkadaslart calismalarinda,
memelilerin yasayabilecegi en biiylik stresin dogum aninda anneden olan kan
akiminin kesilmesi oldugunu 6ne siirerek bu durumda bebegi koruyan mekanizmanin
otofaji oldugunu gostermislerdir (65).

Kanser ve otofaji arasindaki iligskinin arastirildig: bircok caligmada, biiyliime
faktorlerinden yoksun tiimor hiicrelerinde otofajide artis oldugu, hiicrelerin 6liimden
otofaji ile kactig1 ve hiicrelerdeki otofaji inhibe edildiginde, hiicrelerin apoptoz ile
oldiigii gozlenmistir (66,67). Tiimorlerde smirli anjiyogenezden dolayi, besin

yoklugu ve hipoksik ortam bulunur. Bu ¢alismalar 15181inda da tiimor hiicrelerini bu
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cevresel kosullardan koruyan mekanizmanin otofaji olabilecegi hipotezi One
siriilmiistiir. Solid tiimorlerde otofaji artisinin  tlimoriin - biiyiimesini sagladigi
diisiiniiltirse, hiicrelerde otofajinin inhibe edilmesi timdr tedavisinde umut vaat
edicidir.

Otofajinin tiimor hiicrelerini 6liimden koruyan bir mekanizma olduguna dair
hipoteze karsi otofajinin kanser olusumunu 6nleyici roliinii gdsteren bir¢ok calisma
bulunmaktadir. Kanser hiicrelerinde normal hiicrelere kiyasla daha az otofaji
gozlenmektedir. Atg proteinlerinden LC3-2 ve beclin-1 proteinin kanser hiicrelerinde
ekspresyonlarinin azaldigr gosterilmistir. BECN geninde meydana gelen hasar
sonrasinda tiimor olusumunda artis oldugu ve BECN’nin asir1 ekspresyonunun tiimor
olusumunu azalttig1 bilinmektedir. BECN geni prostat kanseri olgularinin %40,
meme kanseri olgularinin %50, over kanseri olgularmin %75’inde mutasyona
ugramistir. Kolon kanseri, hepatoselliiler karsinom, servikal kanser ve santral sinir
sistemi kanserlerinde de BECN ekspresyonunda azalma gozlenmistir. Bu ¢alismalar
1s18inda otofaji mekanizma bozuklugunun kanser patogenezinde 6nemli bir basamak
oldugu goriilmektedir. Otofaji bozukluklari ile kanser olusumu arasindaki iliskinin en
onemli kanitlar1 farelerde BECN 1 mutasyonu olusturduktan sonra hiicre
proliferasyonunda artis ve sporadik akciger, karaciger kanseri olusumlarinin
gozlenmesidir. Beclin -1 ekspresyonu az gozlenen MCF-7 hiicrelerinin BECN ile
transfeksiyonu sonrasinda da hiicre proliferasyonunda azalma gozlenmistir. Bu
caligmalar sonucunda otofajik genlerin ekspresyonlarmin kanser hiicrelerinde
azaldig1 ve otofajinin karsinogenezde tiimor baskilayici bir mekanizma olarak 6nemli
rol oynadigini savunan goriisler ortaya atilmistir (68).

Kanser tedavisinde otofajinin tiimor hiicreleri lizerine etkisi konusunda karsit
goriigler bulunmaktadir. Tamoksifen, rapamisin, arsenik trioksit, temozolomide ve
histon deasetilaz  inhibitorleri, etoposid otofajiye yol ac¢tigt  bilinen
kemoterapatiklerdir. Ancak bu Orneklere ragmen otofajinin tiimoér hiicrelerinin
kullandigr 6nemli bir 6lim mekanizmasi olup olmadigi net degildir. Tumor
hiicrelerinde otofaji goriilmesi, onlart dldiiren mekanizmanin otofaji oldugunu
gostermemektedir. Hiicrelerin 6lmemek i¢in kullandiklar1 bir savunma mekanizmasi
oldugunu savunan goriisler de bulunmaktadir. Otofajinin kanser hiicrelerini

kemoterapatik tedavilere karst korudugu ve ila¢ kombinasyonlarina otofaji
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inhibitorlerinin de eklenmesinin daha etkin tedavi cevaplarina yol agacagini savunan
bir¢cok calisma bulunmaktadir (69). Buna karsin, apoptotik yolaginda sorun olan
tiimor hiicrelerinin kemoterapatik tedaviler sonrasinda otofaji ile hiicre Gliimiine
gittigini savunan yayinlar bulunmaktadir .

Sonug olarak, otofajinin kanser gelisiminin 6nlenmesi ve kanser tedavisinin
etkinliginin artirilmasinda yararli olacagini gosteren bir¢ok caligma bulunmaktadir.
Ancak otofajinin hangi kosullarda uyarilip, hangi kosullarda inhibe edilecegi
onemlidir. Otofaji kavrami giiniimiiz itibariyle tam olarak ¢oziilmemis, karmagik bir

problemdir.

2.4.3.f. Otofaji ve Meme Kanseri

Son c¢aligmalarda meme kanseri tedavisinde umut vadeden bir¢ok ilacin
meme kanseri hiicrelerindeki sitotoksisitesi otofajik agidan da incelenmistir. Ilaglarin
birgogunun otofaji indiiksiyonu ile hiicre proliferasyonunda azalma ve hiicre
6liimiine yol actig1 gosterilmistir.

Kuo ve arkadaslari, “Plumbago zeylanica” bitkisinin kokiinden elde edilen ve
antikarsinojenik 6zelligi bilinen plumbagin etken maddesinin sitotoksitesini MCF-7
ve MDA-MD-231 hiicre hatlar1 lizerinde arastirmiglardir. Sonug olarak plumbagi’nin
meme kanseri hiicre hatlarinda Akt yolagi inhibiyonu ile G2-M fazinda duraklama ve
otofajiye yol actigin1 géstermislerdir (70). Zhou ve arkadaslari, MCF-7, MDA-MB-
231 ve fareden kurduklar1 primer meme kanseri hiicre hatlarinda PPAR gamma
aktivasyonunun sitotoksik etkisini arastirmislardir. Sonug¢ olarak PPAR gamma
agonistleri tioglitazon ve rosiglitazonun HIF1 alfa ve BNIP3 transkripsiyonunda
artisa yol acarak hiicrelerde otofajik vakuoller olusumuna neden oldugunu One
stirmiislerdir (71). Pheophorbidea, Cin’de bir¢ok kanserde kullanilan geleneksel bir
kemoterapatik ilacin i¢inde bulunan etken maddedir. Xuan ve arkadaglari, MDA-
MB-231 insan meme hiicre adenokarsinom dizisinde fotodinamik tedavide
fotosensitizer olarak etki goOsteren Pheophorbidea’nin sitotoksik  etkisini
arastirmiglardir. Pheophorbideanin antitiimor etkisinin mitokondria aracili apoptoz ve
ERK yolag: iizerinden otofaji indiiksiyonuna bagli oldugunu gostermislerdir (72).

Brunelli ve arkadaslari, dstrojen reseptorii pozitif T47-D meme kanser hiicre hattinda
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flavonoid analogu isocannflavin B’nin diger anologlarindan farkli olarak otofajiye
yol actigin1 gostermisglerdir (73).

Meme kanseri hiicre hatlarinda apoptoz otofaji arasindaki karmasik iliskiyi
anlamaya yonelik kurulan deney diizeylerinden farkli sonuclar elde edilmistir.
Otofajinin alternatif bir hiicre 6liim ¢esiti oldugunu gosteren caligmalar yani sira,
hiicreleri 6lime karsi koruyan bir mekanizma oldugunu savunan goriisler de
bulunmaktadir. Abedin ve arkadaslart MCF-7 hiicrelerinde kamptotesin tedavisi
sonrasinda, hiicrelerde intristik yolak aktivasyonu saptamalarina ragmen g¢ekirdekte
apoptotik morfolojiyi gozlememislerdir. Kaspaz inhibisyonuyla da hiicre oliimi
oranlarda herhangi bir degisiklik olmamistir. Bunun iizerine Beklin-1 ve Atg7
proteinleri inhibisyonu sonrasinda kaspaz bagimli apoptozda artis gozleyerek
otofajinin MCF-7 hiicrelerini Kamptotesin tedavisine karsi koruyan bir mekanizma
oldugunu ve apoptozu geciktirdigini bildirmislerdir (74). Non-invaziv meme kanseri
tedavisinde kemoterapatik ilaglarla otofaji inhibitérlerinin kombine olarak
kullanilmasimn1 6nermislerdir. Espina ve arkadaslari, insan duktal karsinoma
hiicrelerinin  NOD/SCID farelere ksenotransplantasyonu {izerinde yaptiklari
calismada, duktal karsinoma in situ lezyonlarinda malign 6ncii hiicreler bulundugunu
ve bu hiicrelerin yasamak i¢in otofajiyi savunma mekanizmasi olarak kullandiklarini
gostermislerdir (75).

Tamoksifenin meme adenokarsinom hiicre hatlar1 iizerinde otofajiye yol
actig1 bilinmektedir. Qadir ve arkadaslar1 da meme kanseri hiicre dizisinde siRNA ile
otofaji inhibisyonu olusturduktan sonraki tamoksifen uygulamasinda hiicrelerin
canliligindaki azalmanin daha fazla oldugunu gostermislerdir. Tamoksifen tedavisine
direngli MCF7-HER2 hiicre hattinda da otofaji inhibisyonundan sonra tamoksifene
cevap alinmasi neticesinde, otofajinin meme kanser hiicre hatlarim1 tamoksifen
tedavisine kars1 koruyan bir adaptasyon mekanizmasi olabilecegini 6ne stirmiislerdir
(76).

Medina ve arkadaslari, ‘microsomal antiestrogen-binding site (AEBS)
ligands’, PBPE’nin MCF-7 hiicrelerinde sterollerin birikimi ve reaktif oksijen
radikalleri olusumu ile apoptoz ve otofajiye yol actiginm1 gostermislerdir.
Hiicrelerdeki otofaji inhibisyonunun (AEBS) ligandlarinin MCF-7 hiicreleri

tizerindeki sitotoksik etkisini arttirdifini saptayarak, otofajinin hiicre O6lim
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yolagindan c¢ok hiicreleri oliime karsi koruyan bir mekanizma oldugunu oOne
stirmislerdir (77).

Cheng ve arkadaslari, MCF-7 ve MDA-MB-468 insan meme adenokarsinom
hiicre hatlarinda, metabolik stres ve lapatinib, gefatinib gibi biiylime faktor
inhibitorleri ile muamele sonrasinda hiicrelerde eEF-2 transkripsiyonu iizerinden
otofajide artis gozlendigini ve otofajinin hiicreleri sitotoksik etkilerden korudugunu
savunarak biiylime faktorlerinin otofaji inhibit6rleri kombinasyonun meme kanser
tedavisinde daha basarili sonuglar saglayacagini belirtmislerdir (78) .

Fazi ve arkadaslari, kaspaz-3 defektli MCF-7 hiicrelerinde retinoik asidin
sentetik derivesi fenretinidin Beklin-1 ve LC3-2 ‘de artigla otofajiye yol agtigini
gostermislerdir. Ayn1 ¢alismada apoptotik mekanizmalarinda sorun olmayan MCF-7
hiicre dizisinde ise fenretinid apoptoz ile hiicre Oliimiine yol agmistir (79). Bu
sonugclar otofajinin, apoptotik siireci miimkiin olmayan hiicrelerde alternatif bir hiicre
6lim ¢esiti oldugunu diistindiirmektedir.

Xi ve arkadaglari, ATP iiretiminde azalma, ER stresi ve katlanmamis protein
cevabinda artis yoluyla kanser hiicrelerinde 6liime yol agtig1r gosterilen glikolitik
inhibitori ve glukoz anologu 2-deoksi-D-glukoz (2-DG) tedavisiyle pankreas kanser
hiicre hatt1 1420, melanoma kanser hiicre hattt MDA-MB-435 ve meme kanseri
hiicre hattt SKBR3 {izerinde ER stresi, ATP iiretimi ve otofaji aktivasyonu arasindaki
iligkiyi aragtirmiglardir. 2-DG’nin kanser hiicrelerinde ATP azalmasindan ¢ok ER
stresindeki artis ile otofajiye yol actigim1 gostererek; otofajinin de ER stressinin
azaltarak 2-DG’ nin sitotoksik etkisini onleyen bir hiicre savunma mekanizmasi
oldugunu gostermislerdir. Otofaji inhibitorleri ile 2-DG tedavi kombinasyonunu
meme kanseri tedavisinde 6nermislerdir (80).

Cui ve arkadaslar1 calismalarinda oridoninin MCF-7 hiicrelerinde hem
apoptoz hem otofaji ile hiicre 6liimiine yol agtigin1 ve otofaji inhibisyonu sonrasinda
hiicrelerde apoptotik oliimiin de azaldigin1 gostererek; otofajinin apoptoz dncesi bir

asama oldugunu 6ne siirmiislerdir (81).
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2.5. STATINLER

Statinler, hidroksi-metil glutaril koenzim A (HMG-KoA) rediiktaz enzim
inhibitorleridir. Bu enzim, HMG-KoA’nin kolesterol gibi izoprenoid gruplarin
sentezinde O6n madde olan mevalonik asite donlisimiini  kontrol eder.
Serebrovaskiiler ve kardiyovaskiiler hastaliklar1 6nlemek icin kullanilan statin grubu
ilaglar, kolesterol sentezini spesifik olarak bloke eden farmakolojik ajanlardir.
Temelde karacigerde kolesterol sentezini bloke ederek lipoprotein sentezini
azaltirlar. Ayn1 zamanda hepatositlerde LDL reseptor ekspresyonunu arttirir ve
kandan kolesteroliin daha fazla alinip safra ile atilimini saglarlar. Boylece statinlerin
en biiylik biyokimyasal fonksiyonu lipid seviyelerini, plazma kolesterol, LDL ve
trigliseridleri diistirmektedir (82).

[lk defa antifungal ajan olarak iiretilen statinler giiniimiizde birgok klinik
durumun tedavisinde kullanilirlar. Dogal ve sentetik olmak {iizere iki tip statin
tiretilmistir. Dogal statinler; mevastatin, lovastatin, simvastatin, pravastatin, sentetik
olanlar; atorvastatin, fluvastatin, rosuvastatin, pitavastatin ve serivastatindir. Ayni
zamanda lipofilik (simvastatin, serivastatin, fluvastatin ve atorvastatin) ve hidrofilik
(pravastatin ve rosuvastatin) olmak lizere de iki gruba ayrilir. Lipofilik statinler
kolaylikla hiicre membranini gegerken hidrofilik statinler hiicre membranin1 gegmek
icin Ozel tastyiciya ihtiya¢ duyarlar. Statinlerin yapisi, yarilanma omrii ve giicleri
farklidir (83).

Son yillarda statinler ile yapilan ¢alismalar bu grup ilaclarin hipolipidemik ve
vaskiiler etkilerinin disinda gozlenen diger etkileri ilizerine de odaklanmaktadir
Statinlerin kolesterol diisiicli etkilerinden bagimsiz etkileri ‘pleiotropik etkiler’
olarak adlandirilir. Bunlar arasinda inme, osteoporoz, inflamasyon, diabet, Alzheimer
ve kanser gibi hastaliklar tizerine olan etkileri yer almaktadir(5-8).

Statinlerin koroner arter hastalarinda lipid diizeylerini diigiiren etkilerinden
bagimsiz olarak aterosklerotik plak stabilitesi ve vaskiiler inflamasyon iizerine de
etkilerinin oldugu bilinmektedir (5,6). Ayrica akut koroner sendromda statin tedavisi
ile kisa donemli tekrarlayan iskemilerin de 6nlendigini bildirilmistir. Yapilan son
calismalarda statinlerin bazi otoimmiin hastaliklarin tedavisinde yararli olabilecegi

ve organ transplantasyonlarindan sonra immun modulatuar olarak kullanilabilecegi
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one atilmistir (84). Bir diger ¢aligmada kemik iligine uyarici etkisi gosterilmistir
(85). Diiz kas hiicrelerine antiproliferatif etkileri bildirilmistir (86). Ayrica Alzheimer
patogenezinde Onemli olan beta-amiloid peptit birikimini azalttigin1 gdsteren
caligmalar bulunmaktadir (7). Kemik olusumunu arttirdigi gosterilen statinlerin

osteoporoz tedavisinde de kullanilabileceklerini savunan goriisler yer almaktadir (8).

2.5.1.Statin ve Kanser

Son ¢alismalarda statinler kanser tedavisinde umut vadeden ilaclar olarak
gosterilmektedir. Son yillarda kemirici modelleri iizerinde yapilan c¢alismalarla
myeloid 16semi, kolon, prostat, meme, akciger, melanom ve glioma tiimoregenezinde
statinlerin kanser gelisimini engelledigi gosterilmistir (15). Yapilan bir diger
calismada ise metilnitroziirea ile sicanlarda olusturulan meme karsinogenezinde
statinlerin Onleyici etkisinin olmadig1 saptanmistir (87). Statin kullanimi ile kanser
gelisiminin iligkisinin arastirildigi klinik g¢aligmalarda da farkli sonuglar elde
edilmistir. Statin kullaniminin kolon, akciger, pankreas, 6zefagus kanseri, B ve T
hiicreli lenfoma olusumu riskini azalttigini gosteren caligmalarin (88,89,90) yan1 sira
kolon, statin kullaniminin deri, kolon ve meme kanseri riskinde herhangi bir etkisinin
olmadigini savunan yayinlarda bulunmaktadir (91).

Statinlerin bir¢cok kanser {izerinde tedavi edici ve onleyici 6zellikleri klinik ve
preklinik caligsmalarla aragtirllmaktadir. Kanser tedavilerinde en dnemli unsurlardan
biri, kullanilacak olan yontemin kanser hiicrelerini Oldiiriirken, diger saglikli
hiicrelere olumsuz etkiler olusturmamasidir. Kanser hiicreleri yiiksek izoprenoid ve
lipid gereksinimlerini karsilamak i¢in normal hiicrelere oranla daha fazla HMG-KoA
rediiktaz ve LDL reseptorii icermektedir. Bu nedenle normal hiicrelere oranla kanser
hiicreleri statinlere karsi daha duyarhidirlar. Bu da statinlerin kanser hiicrelerine

selektif etki yapabilecegini gostermektedir.

2.5.2. Statinler ve Meme Kanseri

Statinlerin meme kanseri gelisimi tizerindeki etkisini aragtirmak amaciyla
diizenlenen klinik g¢alismalardan farkli sonuglar elde edilmistir. Statin kullanan
hastalarda meme kanseri riskinin daha yiiksek saptandigi ¢alismalarin (10) yani sira,

4 yildan fazla statin kullanan bayanlarda meme kanseri olusumunun kullanmayanlara
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oranla %74 daha diisiik oldugunu gosteren yayinlarda bulunmaktadir(9). Son yillarda
yapilan ¢ok merkezli bir ¢alismada hidrofobik (lipofilik) statin kullananlarda meme
kanseri goriilme riskinin daha diisiik oldugu gozlenmistir. Ayni ¢alismada statinler
hidrofobik ve hidrofilik gruplar1 beraber alindiginda meme kanseri riski agisindan
kullananlar ve kullanmayanlar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
bulunmamustir. Ornegin hidrofilik bir statin olan pravastatinin meme kanserinde
olumlu etkisi gézlenmemistir (92).

Son yillarda preklinik calismalarda da statinlerin tiimor hiicrelerindeki
antiproliferatif etkileri tlizerinde durulmaktadir. Statinlerin antiproliferatif etkisi
timor hiicre cesiti ve kullanilan statine gore farkliliklar gostermektedir. Statinlerin
meme kanseri hiicrelerindeki etkilerini arastiran in vitro calismalar, ilk olarak
2003’de Seeger ve arkadaslarinin MCF-7 hiicrelerinde atorvastatin, simvastatin,
fluvastatin ve lovastatinin sitotoksik etkilerini gdstermesiyle baslamistir. Ayni
calismada hidrofilik bir statin olan pravastatinin meme hiicre hattinda 6ldiiriicii etkisi
gbézlemlenmemistir (93). Sonu¢ olarak in vitro hiicre kiiltiirlerinde yapilan
caligmalarda hidrofobik statinlerin meme kanser hiicrelerinde antiproliferatif etkisi
olurken, hidrofilik olanlarin etkisinin olmadig1 gosterilmistir. Bu sonuglar
epidemiyolojik ¢aligmalarla, in vitro deney sonuglart arasinda tutarlilik oldugunu
gostermektedir.

Statinlerin tiimdr hiicrelerindeki antiproliferatif ve proapoptotik etkilerinin
mekanizmast tam olarak acgiklanamamistir. Son yillarda bu mekanizmalari
aciklamaya yonelik bir¢cok calisma yiiriitiilmiistiir. Statinlerin mevalonata yolaginda
yol actiklar1 inhibisyon ile Rho ve Ras GTPazlar1 modifiye eden geranil ve farnesil
pirofosfatazlarin liretimini engellemelerinin, antiproliferatif etkilerini agiklayabilecek
bir mekanizma oldugu diisiiniilmektedir (11). Rho proteinleri meme kanseri de olmak
izere kanser hiicrelerinin proliferatif ve invaziv 6zelliklerinde 6nemlidir. Bu nedenle
RhoA’nin  geranlygeranylasyonun inhibisyonun meme kanser hiicrelerinin
cogalmasindaki azalmanin nedeni olabilecegi 6ne siiriilmiistiir.

Kolesterol onciil maddesi olan mevalonate hiicre proliferasyonu igin
gereklidir. Bir diger calisma da mevalonate yoklugunda, hiicrelerde CDK2’nin
fonksiyon bozuklugu ve G1-S fazina geciste gerekli olan pozitif kontrol molekiillerin

ekspresyonunda azalma gozlenmistir. Bu nedenle statin tedavisinin kanser
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hiicrelerinde antiproliferatif etkisinin, hiicreleri G1 fazinda bekletmesinden
kaynaklandigi diistiniilmiistiir (94).

Sanchez ve arkadaslart MCF-7 insan meme Kkanseri hiicrelerinde fluvastatin,
simvastatin ve atorvastatinin, reaktif oksijen radikallerinde artisa yol agarak oksidatif
stres mekanizmalari lizerinden hiicrelerin apoptoz ve nekroz ile 6liimiine yol agtigini
gostermis, statinlerin  meme kanseri tedavisinde kullanilabilecegini  One
siirmiislerdir(95). Kotamraju ve arkadaslari MCF-7 hiicrelerinde fluvastatin ve
simvastatinin antiproliferatif ve proapoptotik etkilerini iINOS-NO aktivitesi ve
geranilasyon inhibisyonu iizerinden gergeklestirdigini gostermislerdir (13). Kang ve
arkadaslar1 MCFI0A meme kanser hiicre hatti iizerinde yaptiklar1 calismada
simvastatin ve lovastatinin H-Ras transkripsiyonel faktoriiniin hiicre membranina
lokalizasyonu engelleyerek Ras yolagindaki faktorlerin ¢alismasini durdurduklarini
gostermislerdir. Ayni zamanda statin tedavisi sonrasinda hiicrelerde MMPlarin
ekspresyonunda azalma gozlenmistir. Bu etkiler sonucunda hiicrelerin invazyon
yetenegi azalmistir. Meme kanserinde kotii prognoza yol acan metastazlar i¢in statin
tedavisinin umut vaat edici olabilecegini 6ne stirmiiglerdir (96).

Tiimér olusumunda ve kanser hiicrelerinin antiapoptotik 6zelliklerinde Pi3K-
Akt yolaginin asir1  aktivasyonun rol oynadigi  bilinmektedir. PTEN,
(PI3K)/Akt/mTOR sinyal yolagini inhibe eden tiimor baskilayici gendir. Meme
kanseri olgularinin biiyiik ¢ogunlugunda PTEN geninde goriilen mutasyonlar
nedeniyle (PI3K)/Akt/mTOR yolagimin asir1 aktivasyonu mevcuttur. Choudhury ve
arkadaslar1 statinlerin meme kanseri hiicreleri iizerindeki antiproliferatif ve
proapoptotik etkilerinin PI3K yolaginda inhibisyon etkileri iizerinden olabilecegi
hipoteziyle, MDA-MB-231 insan meme kanseri {izerinde yaptiklar1 caligmada
simvastatinin insan meme kanseri hiicrelerinde Akt fosforilasyonunu azaltigini ve

PTEN ekspresyonunda artisa yol agtigin1 géstermislerdir (15).

2.5.3. Statin ve Otofaji

Son yillarda statinlerin hiicrelerde otofajik mekanizmalar {izerinden etki
ettigini gosteren calismalar bulunmaktadir. Araki ve arkadaglari A204 insan
rhabdomyosarkom kanser hiicre dizisinde statinlerin otofajik etkisini arastirmislardir.

Hidrofobik statinlerden simvastatin (10uM) ve serivastatinin (0.1uM) diisiik dozlarda
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rhabdomyosarkom hiicrelerinde otofajiyi indiikledigini saptamislardir. Hidrofilik bir
statin olan pravastatinin ise 10uM dozda dahi otofajiyi indiiklemedigini
gostermislerdir. Serivastatinin otofajik etkisini HEK293 ve HepG2 hiicre hattinda
saptamamiglardir. Sonu¢ olarak hidrofobik statinlerin kas sistemi {izerindeki yan
etkilerinin otofajiye bagli olabilecegini 6ne siirmiislerdir (97). Parikh ve arkadaslari,
atorvastatinin prostat hiicrelerinde geranilasyon inhibiyonu ile otofajiye yol ac¢tigini
gostermislerdir. Prostat kanser olusumunda statin kullaninminin koruyucu bir faktor

olabilecegini 6ne siirmiislerdir (98).
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3. GEREC ve YONTEM

Bu ¢alismadaki amacimiz; hiicre kiiltiirii yontemlerini kullanilarak in vitro kosullarda
insan meme kanseri hiicre hatt1 tlizerinde (MCF-7), statin grubu ilaglardan
atorvastatin, simvastatin ve fluvastatinin sitotoksitesi ile hiicre 6liim mekanizmalari

apoptoz ve otofaji lizerine etkilerini arastirmakti.

3.1. GEREC

3.1.1 Hiicre Hatt1 ve Hiicre Kiiltiirii

Insan meme adenokarsinom hiicre hattt MCF-7  béliimiimiizde
gerceklestirilmis olan bir baska calismadan (Devlet Planlama Teskilati Arastirma
Projesi: 2004K 120 330 MCF-7 insan meme kanseri hiicre hattinda vinorelbine
(Navelbine) ve gemcitabine (Gemzar) kullanimiin CD44 ve CD24 dagilimlarina
immunohistokimyasal ve elektron mikroskobik yontemlerle degerlendirilmesi) temin
edildi. Onceki ¢aligma esnasinda dondurularak sivi nitrojen (-180 °C)de saklanmis

olan MCF-7 hiicre ornekleri ¢oziilerek ¢alismamizda kullanildi.

3.1.1.a. Hiicrelerin ¢oziilmesi

Azot tankindan i¢inde dondurulmus hiicreler bulunan dondurma tiipi
cikarilarak, onceden 37°C ayarlanmis su banyosu i¢inde 1 dakika bekletildi. Baska
bir tiip i¢ine 9 ml besiyeri konuldu ve dondurma tiipii i¢indeki hiicre karigimli s1vi bu
tiipe aktarildi. 1200 devirde 7 dakika santrifuj sonrasi tiipilin iistiindeki supernatan
atild1. Ttpiin dibinde kalan pelet tizerine besiyeri eklendi. EKlenen besiyeri ile pipetaj
sonrast, tipte olusan hiicretbesiyeri karisimi 2 flaska ekildi. Faz kontrast
mikroskopta hiicrelerin incelenmesi sonrasinda hiicrelerin seffaf sitoplazmali,

saglikli ve yeterli sayida oldugu tespit edildi.

3.1.1.b. Hiicrelerin ¢cogaltilmasi ve idamesi

Hiicre hatlart i¢in %2 L-glutamine, 100 units/ml penisilin, 100 pg/ml
streptomisin ve %10 1s1 ile inaktive edilmis fetal kalf serum eklenen RPMI-1640
besiyeri kullamldi. Ug giinde bir bu besiyeri degistirilerek 37°Cde %5 CO2’ li



40

inkiibatorde biiyiimeleri saglandi. Ayrica flasklar inverted mikroskop kullanilarak
giinliik olarak canlilik, ¢cogalma ve enfeksiyon agisindan degerlendirildi. Hiicreler
ekildikleri flasklar1 kapladiklarinda (%90 konfluensiye ulastiktan sonra) %0.25
Tripsin-EDTA ile pasajlandi. Pasaj sonrasi hiicrelerin yeni flasklara 1X106 hiicre/80
cm?2 olacak sekilde ekilip iiremeleri saglandi. Calisma igin yeterli sayida hiicre elde

edildiginde hiicreler 96 kuyulu plaklara ve lamlara ekildi.

3.1.2. Ilaclarin Eldesi ve Hazirlanmast:

Bu c¢alismada test edilen maddeler Atorvastatin G odecke/Parke-Davis
(Freiburg, Germany), Fluvastatin Novartis (Barcelona, Espa™a), Simvastatin MSD
(Cramlington, UK) temin edildi. Statinler literatiirdeki bilgiler 1518inda PBS (150
mM NaCl, 30 mM KCI, 15 mM Na2HPO4, 2 mM KH2 PO4 pH 7.4) ve DMSO’da
¢oziilerek 1.25, 2.5, 5, 10, 20,40 ve 80uM konsantrasyonlari olusturuldu.

3.1.2.a. Kullamlan dilusyonlarin hazirlanmasi:

Toz halinde bulunan etken maddelerinden; atorvastatininin 1204mg
(Imol)’ma Iml PBS ve simvastatinin 418 mg’ma (1mol) PBS ilave edilerek 100
mM’lik  stok soliisyonlar1 hazirlandi. Fluvastatinin ise ¢Oziiniirligiinden emin
olunamadigi i¢in 421 mg (1mol) hem PBS hem DMSO’da ¢oziilerek 100uM’lik iki
stok sollisyonu olusturuldu. Stok soliisyondan 1.25-80uM’ lik ¢alisma
konsantrasyonlart %10 serumlu besi ortami (RPMI 1640) ile diliie edilerek

hazirlandi.

3.2. YONTEMLER

3.2.1. Hiicre canlilig: ve sitotoksisite testi:

MCF-7 hiicreleri 1X10* hiicre/kuyu olmak iizere 96 kuyulu plaklara ekilip,
tutunmalar1 icin beklendi. Hiicreler atorvastatin (5, 10, 20, 40, 80uM ), fluvastatin ve
simvastatinin (1.25, 2.5, 5, 10, 20, 40 ve 80uM) farkli konsantrasyonlart ile 24 ve 48
saat inkiibe edildi. Inkubasyon sonrasi hiicre canlilig1 ve sitotoksisitesi kolorimetrik
WST-1 kit (Roche, Cat no 11644807001) ile belirlendi. Kararli (dayanikli)

tetrazolium tuzu olan WST-1 hiicrelerde gergeklesen kompleks hiicresel mekanizma
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ile ¢oziilebilir formazana doniismektedir. Bu doniisiim canli hiicrelerde NAD(P)H
nin glikolitik tiretimine baglidir. Bu nedenle olusan formazan miktar1 direkt olarak
kiltirde metabolik olarak aktif hiicreleri (canli hiicreleri) gostermektedir. Bizde
caligmamizda farkli konsantrasyonlarda farkli statinlerin MCF-7 hiicreleri iizerine
sitotoksik etkisini gostermek amaciyla WST-1’1 kullandik. Bunun i¢in inkiibasyon
sonrasi hiicrelerin bulundugu kuyulara 10ul WST-1 (4-[3-(4-iodophenyl)-2-(4-
nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzene disulfonate) eklendi. 4 saat 37°Cde %5
CO2’ 1i inkiibatorde inkiibe edildi. Dort saat sonra 420nm-600 nm dalgaboyunda
mikro ELISA okuyucuda (Versamax microplate reader, Moleculer Devices) okundu.

Elde edilen verilerden Softmax Pro5 ile sitotoksisite grafikleri elde edildi.

3.2.2.Apoptoz icin terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP
nick end-labeling (TUNEL) metodu

MCF-7 hiicreleri tizerinde simvastatin, atorvastatin ve fluvastatinin 10, 20 ve
80uM konsantrasyonlarinin apoptotik etkisi belirlendi Apoptosis, terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridine triphosphate nick end-labeling
(TUNEL) metodu kullanilarak DNA kiriklariin enzimatik isaretlemesi ile belirlendi.
TUNEL isaretlemesi i¢in in situ Cell Death Detection kit, POD (Roche; Mannheim,
Germany, Cat no 11 684 817 910) kullanildi. Isaretleme firmanin dnerdigi sekilde
yapildi. Kisaca, MCF-7 hiicreleri 1X10* hiicre/kuyu olmak iizere 6zel 8 kuyulu
lamlara ekilip, tutunmalar1 icin beklendi. Hiicreler atorvastatin, simvastatin ve
fluvastatinin 10, 20 ve 80 uM konsantrasyonlari ile 24 ve 48 saat inkiibe edildi.
Inkubasyon sonras1 hiicreler %4 paraformaldehitle 5 dakika oda sicakliginda tespit
edildi. PBS ile yikandiktan sonra 10 dakika %0.3 H202 ile endojen peroksidaz
blokaji yapildi. PBS ile yikand1 ve 4°C de permebilizasyon soliisyonunda (%0.1
sodyum sitrat i¢cinde %0.1 Triton X-100de) 2 dakika inkiibe edildi. Lamlar PBS ile
yikandiktan sonra Digoksigenin-dUTP ile isaretli TdT soliisyonu ile 1 saat siireyle 37
0C de nemli ortamda (iizeri cam kapakla kapatilmis, 1slatilmis gazli bez igeren nemli
kiivet) inkiibe edildi. Negatif kontroller enzim icermeyen reaktif ile inkiibe edildi.
PBS ile yikandiktan sonra converter horseradish peroxidase ile 37°C de 30 dakika
inkiibe edildi. PBS ile yikamanin ardindan isaretlenmis DNA kiriklarin1 igeren
hiicrelerin belirlenmesi igin lamlar di-amino benzidin (DAB) (Dako, K3468) ile 8
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dakika inkiibe edildi. Yikamadan sonra Hematoksilen ile 1 dakika c¢ekirdek boyasi
yapildi. Alkollerden gegirilerek dehidrate edildi. Ksilolde 20 dakika tutulduktan
sonra Entellan ile kapatildi. Her lam incelendi ve kondanse ¢ekirdek 6zelligi gosteren
kahverengi boyali apoptotik hiicreler belirlendi. Her lamda 40°lik biiyiitmede 100
hiicre sayilarak apoptotik indeks yiizdesi saptandi. Apoptotik indeks (%)= 100 X
(apoptotik hiicre/toplam hiicre). Lamlar DFC490 digital camera (Leica, Wetzlar-
Germany) bagh Leica DM6000B (Wetzlar-Germany) 151k mikroskobu ile incelendi

ve fotograflandi.

3.2.3. ELISA

MCF-7 hiicreleri 1X10* hiicre/kuyu olmak tizere 96 kuyulu plaklara ekilip,
tutunmalar1 icin beklendi. Atorvastatinin 10, 20 ve 80uM konsantrasyonlari ile 24 ve
48 saat inkiibe edildi. inkiibasyon siireleri tamamlaninca PBS ile 3 kez yikandi ve
anti-rabbit LC3B (1:1000) poliklonal antikorlar1 1 saat 37°C inkiibatorde inkiibe
edildi. PBS ile 3 kez yikadiktan sonra %0.05 gluteraldehit ile oda sicakliginda 10
dakika tespit edildi. PBS ile 3 kez yikandi ve lamlar 1:1000 dilusyonda goat-anti
rabbit 19G (H+L) sekonder antikoru ile yarim saat inkiibe edildi. PBS ile 3 kez
yikadiktan sonra DAB (Dako K3468) ile 20dakika shaker iizerinde bekletildi ve
stilfiirik asit ile reaksiyon durdurulup 450 nm dalgaboyunda ELISA okuyucuda
(Versamax microplate reader) okundu. Elde edilen verilerden Softmax Pro5 ile
ELISA grafikleri elde edildi.

3.2.4. Immunohistokimyasal inceleme:

MCF-7 hiicreleri 1X10* hiicre/kuyu olmak iizere 6zel 8 kuyulu lamlara ekilip,
tutunmalar icin beklendi. Atorvastatinin 10,20 ve 80 uM konstrasyonlari ile 24 ve
48 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siireleri tamamlaninca +4°C’de bekletilmis olan
aseton ile -20°C” de 5 dakika TESPIT edildi. PBS ile 1 kez yikama sonrasinda 10
dakika vantilator karsisinda lamlar kurutuldu. PBS’ de hazirlanmis %2’ lik BSA ve
%10 insan serumu ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Hiicreler 1:100
dilusyonda anti-rabbit kaspaz 3 (Abcam), anti-rabbit LC-3 (Abcam) ve anti-rabbit
beklinl (Abcam) ile nemli kutuda oda sicaklifinda 1 saat inkiibe edildi. Apoptoz

acisindan kazpas 3, otofaji agisindan beklin-1 ve LC3 monoklonal antikorlar
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kullanildi. PBS ile 3 kez yikadiktan sonra lamlar 1:100 dilusyonda FITCH ile isaretli
goat-anti rabbit IgG sekonder antikorlar1 ile yarim saat karanlik ortamda inkiibe
edildi. PBS ile 3 kez yikadiktan sonra DAPI ile ¢ekirdek boyasi yapilip floresan
kapatma medyumu ile kapatildiktan sonra floresan mikroskobu (DC490 digital
kamera bagli Leica DM6000B (Wetzlar, Germany) altinda incelenip fotograflandi.

3.2.5.Elektron mikroskop incelemesi :

25 cm2’lik flasklara ekilerek konfluent hale gelmeleri beklenen hiicreler,
atorvastatin 10, 20 ve 80 puM konstrasyonlar1 ile 24 ve 48 saat inkiibe edildikten
sonra %0.25 Tripsin-EDTA ile kaldirilip 5 dakika 800 rpmi’da santrifuj edilerek
tiiplerde pellet olusturuldu. Olusturulan hiicre peleti %2 gluteraldehit ile 1 saat oda
sicakliginda tespit edildi. Tamponla yikandiktan hiicrelerin takip esnasinda
dagilmasii engellemek amaciyla agara gomiilen hiicre peletinin osmiyum tetroksit
ile oda sicakliginda 1 saat ikinci tespiti yapildi. Tampon ile yikandiktan sonra
yiikselenen derecelerde alkollerden gegirilip, propilen oksitten sonra Epon 812’ye
gomiildii. 60°C etlivde 48 saat 1s1 ile polimerizasyon sonrasi ultramikrotomda yari
ince kesitleri alindi. 48 saatlik gruptan elde edilen bloklarda, goriintiilenmek istenen
kisim trimlendikten sonra ince kesitler gridler iizerine alindi. Uranil asetet ve kursun
sitrat ile boyanan gridler elektron mikroskobunda (Jeol 1400) incelendi. Hiicreler,
elektron mikroskobik olarak otofaji ve apoptoz ince yapi1 degisiklikleri yoniinden

incelenerek goriintiilendi. Histolojik degerlendirmeleri yapildi.
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4. BULGULAR

4.1. MCF-7 HUCRELERININ FAZ KONTRAST MiKROSKOBU INCELEME
BULGULARI

In vitro ortamda azot saklama tankindan dondurulmus olarak ¢ikarilan MCF-
7 hiicreleri besiortamlarinda ¢oziildiikten sonra kiiltiir kaplarma ekildi. Hiicrelerin 48
saat sonra faz kontrast mikroskop degerlendirilmelerinde tutunmus olduklar
saptand1. Tutunan MCF-7 hiicreleri proliferatif faza gectiklerinde yaklasik 3. giinde
%50, 5. giinde %70, 7. giinde ise %100 devamlilik ile tiim kiiltiir kabin1 kaplamis
olarak gozlendi (Resim 1,2,3). Tripsin EDTA ile muamele sonrasi kaldirilan
hiicrelerin pasajlama sonrasinda 24. saatte ¢ok kuyucuklu plaklarda devamliliklari
saptandiktan sonra her giin faz kontrast mikroskopta goriiniimleri degerlendirilerek
farkli hiicre sikluslarini gosteren yeni mitozla boliinmiis oldukea kiiciik sitoplazmali
ve S fazimnin sonlarinda oldugunu diisiindiiren mitoza girmekte olan oldukga iri
sitoplazmal1 hiicre ¢esitliligi gozlendi. 24 saat ilagla muamele sonrasinda, mitotik
aktivite gosteren hiicrelerin yani sira yuvarlak bi¢imli tutunmayan muhtemelen
apoptotik hiicreler ve sitoplazmasinda koyu graniiler yapilanma gdsteren otofajik
hiicreler saptandi (Resim 4). 48 saat ilaca maruz birakilan gruplarda ise
konsantrasyon artisina bagli olarak, hiicrelerde dejeneratif degisikliklerin yanisira

tutunan hiicre sayisinin da gittikce azalmis oldugu gozlendi (Resim 5,6).

Resim 1: Faz kontrast mikroskopta pasajlandiktan sonra tutunup ¢ogalmaya baslayan
3.gtindeki MCF-7 hiicreleri (x40).
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Resim 2: Faz kontrast mikroskopta 5.giinde %70 devamlilik kazanan farkli hiicre
siklusundaki degisik biiyiikliikte izlenen MCF-7 hiicreleri (x40).

Resim 3: Faz kontrast mikroskopta 7. giinde %100 devamlilik kazanarak kiiltiir
kabinin tabanini tamamen kaplayan, bazisi tutunan bazisi ise yuvarlak bigimli

tutunma 6zelligini yitirmekte olan MCF-7 hiicreleri (x40).
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Resim 4. Faz kontrast mikroskopta 24 saat ilaca maruz birakilan mitotik aktivite
gosteren (siyah ok), yuvarlak bi¢imli tutunmayan muhtemelen apoptotik (kirmizi ok),
ve sitoplazmasinda koyu graniiler yapilanma gosteren otofajik (mavi ok) olabilecegi

distiniilen MCF-7 hiicreleri (x40).

Resim 5: Faz kontrast mikroskopta 48 saat ilaca maruz birakilan dejeneratif
degisiklikler gosteren MCF-7 hiicreleri (x40).

Resim 6: Faz kontrast mikroskopta 48 saat 80uM konsantrasyonda ilaca maruz
birakilan dejeneratif degisiklikler gosteren ve ¢ogu kaybedildigi igin kiiltiir kabinda
sayica azalmis MCF-7 hiicreleri (x40).
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4.2.STATINLERIN MCF-7 HUCRELERINDE DOZ VE ZAMANA BAGLI
SITOTOKSIK ETKILERININ WST TESTi ILE DEGERLENDIRILME
BULGULARI

MCF-7 hiicrelerinin Atorvastatin, Simvastatin, Fluvastatin’nin farkli dozlari
ile (1.25, 2.5, 5, 10, 20, 40, 80uM ) 24 ve 48 saat inkiibasyonu sonrasinda hiicre
canliliginin WST testi ile degerlendirilmesi ile elde edilen sonuglar grafikler halinde
sunulmaktadir. Atorvastatin ve fluvastatin uygulanan gruplardaki konsantrasyon ve
zaman farkliligt (24 ve 48 saat) sitotoksitesinin, ve 1i¢ ilacin ortak
konsantrasyonlarinin sitotoksitesinin istatiksel degerlendirilmesinde %95 giivenirlilik
ile parametrik t-testi uygulandi. Simvastatin uygulanan gruplarin farkl
konsantrasyonlarin karsilastirilmast Holm-Sidak methodu ile istatiksel olarak
degerlendirildi. Simvastatinin 24 ve 48 saat doz uygulamasinin sitotoksisite

acisindan farkliliginin degerlendirilmesinde t-testi kullanilda.

BATORVASTATIN 24 SAAT
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KONSANTRASYON

ABSORBANS

Grafik 1: WST-1 testi ile atorvastatinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki 24 saat

sitotoksitesi



48

—o—ATORVASTATIN 24 SAAT
100 S | I
T

80
x
=
-1 60
P4
<
Q 40
X

20

0

KONTROL 5uM 10uM 20uM 40uM 80uM
KONSANTRASYON

Grafik 2: WST-1 testi ile atorvastatinin farkli konsantrasyonlarmin 24 saat
uygulanmas1 sonrasinda MCF-7 hiicrelerinin canlilik yiizdeleri (Yiizde degerleri

tedavi uygulanmayan kontrol grubuna kiyasla elde edilmistir.)

Atorvastatinin farkli dozlariyla 24 saat muamele sonrasi elde edilen hiicre
canliliginin  degerlendirildigi grafiklerde (Grafik 1,2) kontrol grubu ile
kiyaslandiginda hiicre canliligindaki ilk istatiksel anlamli azalma atorvastatin 20puM
dozunda saptandi (P <0,001). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda atorvastatin 20,
40 ve 80uM tedavisi sonrasinda hiicre canliliginda istatiksel olarak anlamli azalma
izlendi (P<0,001, P <0,001, P<0,001). Kontrol grubu ile atorvastatin 5uM, 10uM
uygulanan hiicre gruplari arasinda hiicre canlilig1 acisindan istatiksel olarak anlamli
bir fark saptanmadi (P = 0,525, P = 0,646). Atorvastatinin 80uM konsantrasyonunun
MCF-7 hiicreleri iizerine sitotoksitesi diger dozlarina oranla istatiksel olarak anlamli
bir sekilde yiiksekti (P<0,001). Atorvastatin 10 ve 20uM dozlar1 arasinda hiicre
proliferasyonu agisindan anlamli bir fark saptanmadi (P = 0,075). Atorvastatin SuM
ile 10uM ve 20uM konsantrasyonu uygulanan hiicre gruplari arasinda hiicre canliligi

acisindan istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (P = 0,827, P =0,191).
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Grafik 3 : WST-1 testi ile atorvastatinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki 48 saat

sitotoksitesi
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Grafik 4: MCF-7 hiicrelerinin atorvastatinin farkli konsantrasyonlari ile 48 saat

muamele edilmesi sonrasindaki canlilik yiizdeleri.

Atorvastatinin 5, 10, 20, 40, 80uM dozlariyla 48 saat inkiibasyon sonrasi elde
edilen hiicre canliligi degerleri ile ¢izilen grafikde(Grafik 4) kontrol grubu ile
kiyaslandiginda hiicre canliligindaki ilk diislis atorvastatin SuM dozundadir (P =
0,025). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda atorvastatinin tiim dozlarinda (5, 10, 20,
40, 80uM ) ilag doz artisina paralel hiicre canliliginda istatiksel olarak anlamli
azalma saptand1 (P = 0,025, P = 0,015, P <0,001, P<0,001, P<0,001). Atorvastatin 5
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ve 10uM (P = 0,184) ile 20 ve 40uM (P = 0,410 ) dozlar arasinda hiicre canlilig

acisindan istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. Diger tiim dozlar arasinda doz

artisiyla hiicre canliligindaki azalma istatiksel olarak anlamli saptand1 (P <0,001).
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Grafik 5: WST-1 testi ile atorvastatinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki zamana bagl

sitotoksitesi

MCEF-7 hiicre dizilerinin atorvastatin 24 ve 48 saat gruplar1 kendi aralarinda

karsilastirildiginda her iki grupta da hiicre canliliginda ilacin artan dozuna paralel

olarak azalma oldugu belirlendi (Grafik 5). Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen

hiicre gruplarinda 24 saatlik gruplara kiyasla daha belirgin sitotoksisite goézlendi.

Atorvastatinin 10uM, 20uM,4 OuM konsantrasyonun 48 saat uygulamalari ve 24

saat uygulamalar1 arasinda hiicre canliligini diisiirme agisindan istatiksel olarak

anlamli fark saptandi. (P = 0,039, P <0,001, P = 0,006).

Atorvastatinin 5uM

konsantrasyonunda zamana bagli sitotoksite agisindan istatiksel olarak anlamli bir

fark saptanmadi (P:0.393).
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Grafik 6: WST testi ile MCF-7 hiicrelerinde PBS’de ¢oziinerek hazirlanan farkli

fluvastatin konsantrasyonlarinin 24 saat sitotoksitesi.

MCF-7 hiicre dizisinde fluvastatinin PBS’de ¢ozilinerek hazirlanan farkli
konsantrasyonlar1 ile 24 saat tedavi sonrasinda gruplar arasinda sitotoksite agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmedi (Grafik 6). Fluvastatin uygulanan
gruplarda kontrol grubuna yakin degerlerde hiicre canliligi saptanmasi, fluvastatinin
MCF-7 hiicrelerine etkin doz ve sekilde verilmedigini diisiindiirdii. Fluvastatinin
PBS’de ¢cOziintliirliiglinden stiphe duyularak, deneyler fluvastatin
konsantrasyonlariin DMSOQO’da ¢d6ziinerek hazirlanmasi sonrasinda tekrarlandi.
Fluvastatinin daha yiiksek konsantrasyonlarinin da MCF-7 hiicrelerinin sitotoksitesi

tizerine etkisinin aragtirilmasi uygun gorildii.
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Grafik 7: WST-1 testi ile MCF-7 hiicrelerinde fluvastatinin DMSO’da ¢6zilinerek

hazirlanan farkli konsantrasyonlarinin 24 saat sitotoksitesi.
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Grafik 8: MCF-7 hiicrelerinin fluvastatinin farkli konsantrasyonlar1 ile 24 saat

muamele edilmesi sonrasindaki canlilik yiizdeleri.

MCF-7 hiicrelerine 24 saat DMSQO’da ¢oziinerek hazirlanan, 1.25, 2.5, 5, 10,
20, 40, 80uM fluvastatin konsantrasyonlar1 uygulandiktan sonra WST ile elde edilen
hiicre proliferasyon degerlerinden ¢izilen grafige gore; kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda 1.25uM (P = 0,396 ) ve 5uM (P = 0,387) dozlar1 disindaki

fluvastatinin diger tim dozlarinda ilag doz artisina paralel hiicre canliliginda
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istatiksel olarak anlamli bir sekilde azalma saptandi (P<0,001). Fluvastatinin 1.25
uM ve 5uM (P = 0,838) , 2.5 ve 10uM (P = 0,559), 20 ve 40uM (P = 0,180) dozlar
arasinda fluvastatin sitotoksitesi agisindan istatiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadi. Diger tiim dozlar arasinda doz artisiyla hiicre canliligindaki azalma
istatiksel olarak anlamli saptandi (P <0,001). Fluvastatinin 80uM konsantrasyonunun
MCEF-7 hiicreleri iizerine sitotoksitesi diger dozlarina oranla istatiksel olarak anlaml

bir sekilde yiiksekti (P<0,001) (Grafik 7.8).
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Grafik 9: WST-1 testi ile MCF-7 hiicrelerinde fluvastatinin DMSO’da ¢6zlinerek

hazirlanan farkli konsantrasyonlarinin 48 saat sitotoksitesi.
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Grafik 10: MCF-7 hiicrelerinin DMSQO’da ¢6ziinerek hazirlanan farkli fluvastatin

konsantrasyonlari ile 48 saat muamele sonrasindaki canlilik yiizdeleri.
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MCEF-7 hiicrelerine 48 saat DMSQO’ da ¢oziinerek hazirlanan, 1.25, 2.5, 5, 10,
20, 40, 80uM fluvastatin konsantrasyonlar1 uygulandiktan sonra WST ile elde edilen
hiicre canliligi  degerlerinden ¢izilen grafige gore; kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda 10uM (P=0,128) dozu disindaki tiim dozlarinda, hiicre
canliliginda istatiksel olarak anlamli bir sekilde azalma saptandi1 (P=0,003, P = 0,008,
P = 0,003, P = <0,001, P = 0,002, P<0,001). Fluvastatin 80uM dozunun MCF-7
hiicreleri iizerine olan sitotoksitesi, diger tiim dozlarina kiyasla istatiksel olarak
anlaml bir sekilde yiiksekti (P<0.001). Fluvastatinin 1.25uM ve 2.5uM (P = 0,632) ;
2.5 ve 5uM (P = 0,713 ); 5 ve 10uM (P=0.200); 20 ve 40uM (P=0.514 ); dozlar
arasinda sitotoksite agisindan istatiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (Grafik

9,10).
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Grafik 11: WST-1 testi ile Fluvastatinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki zamana bagli

sitotoksitesi

MCEF-7 hiicre hattinda, fluvastatinin zamana bagl sitotoksitesi incelendiginde
fluvastatinin 1.25, 5, 20, 40uM konsantrasyonlarinin 48 saat uygulanan gruplardaki
sitotoksitesi, 24 saat uygulanan gruplardan istatiksel olarak anlamli bir sekilde
yiiksekti (P<0,001, P <0,001, P = 0,008, P<0,001 ). Fluvastatinin 2.5 ve 10 uM
konsantrasyonlarinin sitotoksitesinde zamana bagl istatiksel olarak anlamli bir fark

saptanmadi (P=0.257, P=0.682) (Grafik 11).
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Grafik 12: WST-1 testi ile simvastatinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki 24 saat
sitotoksitesi.
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Grafik 13: MCF-7 hiicrelerinin 24 saat farkli konsantrasyonlarda simvastatin ile

muamele sonrasinda canlilik ytizdeleri.

Simvastatinin farkli dozlariyla 24 saat muamele sonrasi elde edilen hiicre
canliligi degerleri ile cizilen grafiklerde kontrol grubu ile kiyaslandiginda hiicre
canliligindaki ilk istatiksel olarak anlamli azalma simvastatin SuM dozunda saptandi
(P= 0,017). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda simvastatin 10uM (P=0,00452),

20uM ve 40uM tedavisi sonrasinda hiicre canliliginda istatiksel olarak anlamli
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azalma izlendi (P<0,001). Simvastatin 40 pM’in MCF-7 hiicreleri iizerine
sitotoksitesi diger dozlarina oranla istatiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksekti (P
<0,001). Simvastatinin 2.5uM ve 5uM (P = 0,955) ; 5uM ve 10uM (P = 0,671 );
20uM ve 40uM (P=0.306); dozlar1 arasinda sitotoksite agisindan istatiksel olarak
anlamli bir fark bulunmadi. Simvastatinin farkli konsantrasyonlar1 ile 24 saat

muamele sonrasinda MCF-7 hiicrelerinde %50 sitotoksite saptanmadi (Grafik 12,13).
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Grafik 14: WST-1 testi ile simvastatinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki 48 saat

sitotoksitesi.
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Grafik 15: MCF-7 hiicrelerinin 48 saat farkli konsantrasyonlarda simvastatin ile

muamele sonrasi canlilik yiizdeleri.
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Simvastatinin farkli dozlariyla 48 saat muamele sonrasi elde edilen absorbans
degerleri ile gizilen grafikte kontrol grubu ile kiyaslandiginda hiicre canliligindaki ilk
istatiksel anlamli diisme atorvastatin 5uM dozunda saptandi(P=0,017). Kontrol grubu
ile Kkarsilastirildiginda simvastatin 5, 10, 20, 40uM tedavisi sonrasinda hiicre
canliliginda istatiksel olarak anlamli azalma izlendi (P=0,017 P=0,00452, P<0,001,
P<0,001). Simvastatinin MCF-7 hiicrelerindeki sitotoksitesi 40uM
konsantrasyonunda en belirgindi. Simvastatin 40uM’in MCF-7 hiicreleri {izerine
sitotoksitesi diger dozlardan istatiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksekti (p<0.001).
Simvastatin 10 ve 20uM dozlar1 arasinda hiicre canliligi agisindan anlamli bir fark
saptanmadi (P = 0,853) (Grafik 14,15).
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Grafik 16: WST-1 testi ile simvastatinin MCF-7 hiicreleri iizerindeki zamana bagli

sitotoksitesi.

MCF-7 hiicre dizilerinin simvastatin 24 ve 48 saat gruplart kendi aralarinda
karsilagtirildiginda simvastatinin 2.5pM, 5uM, 10uM, 20uM, 40uM uygulama
konsantrasyonlarinda sitotoksisite agisindan zamana bagli istatiksel olarak anlamli
farkliliklar saptand1 (P = 0,005,P=0,016,P=0,003,P=0,019,P =<0,001 ). Simvastatinin
1.25 uM konsantrasyonun sitotoksitesinde zamana bagli istatiksel olarak anlamli bir

fark saptanmadi (P=0.767) (Grafik 16).
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Grafik 17: WST testi ile Atorvastatin, Simvastatin ve Fluvastatinin farkl

konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki 24 saat sitotoksiteleri.
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Grafik 18: WST testi ile Atorvastatin, Simvastatin ve Fluvastatinin ortak

konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki 24 saat sitotoksiteleri

Atorvastatin, Simvastatin ve Fluvastatinin MCF-7 hiicreleri lizerindeki 24
saat sitotoksiteleri karsilastirildiginda 10uM, 20uM ve 40uM konsantrasyonlarinda
fluvastatinin sitotoksitesi, simvastatin ve atorvastatinden istatiksel olarak anlamli bir

sekilde yiiksek saptandi. ( Atorvastatin-Fluvastatin P = 0,003, P <0,001, P = 0,010;
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Simvastatin-Fluvastatin (P <0,001, P <0,001, P <0,001 ). 40uM konsantrasyonu
uygulanan hiicre gruplarinda atorvastatinin sitotoksitesi, simvastatin sitotoksitesinden
istatiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek saptandi(P <0,001). Atorvastatin ve
simvastatinin 5uM, 10uM ve 20uM konsantrasyonu uygulanan MCEF-F hiicre
gruplarinda sitotoksite agisindan istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi ( P =

0,571, P = 0,510, P = 0,744 ) (Grafik 17,18).
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Grafik 19: WST testi ile Atorvastatin, Simvastatin ve Fluvastatinin farkli

konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicreleri tizerindeki 48 saat sitotoksiteleri.
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Grafik 20: WST testi ile Atorvastatin, Simvastatin ve Fluvastatinin ortak

konsantrasyonlarinin MCF-7 hiicreleri lizerindeki 48 saat sitotoksiteleri.
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Atorvastatin, Simvastatin ve Fluvastatinin MCF-7 hiicreleri iizerindeki 48
saat sitotoksiteleri karsilagtirildiginda SuM, 20uM ve 40uM konsantrasyonlarinda
fluvastatinin sitotoksitesi , simvastatin ve atorvastatinden istatiksel olarak anlamli bir
sekilde yiiksek saptandi. ( Atorvastatin-Fluvastatin; P <0,001, P <0,001, P<0,001;
Simvastatin-Fluvastatin P = 0,002, P = 0,008, P = 0,002 ). 20 uM konsantrasyonu
uygulanan hiicre gruplarinda atorvastatinin sitotoksitesi, simvastatin sitotoksitesinden
istatiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek saptandi (P = 0.029) . Atorvastatin ve
simvastatinin 5,10 ve 40uM konsantrasyonu uygulanan MCF-F hiicre gruplarinda
sitotoksite agisindan istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi ( P=0,963, P =

0,898, P = 0,655) (Grafik 19,20).

Elde edilen sitotoksisite grafiklerinin degerlendirilmesi sonucunda apoptoz ve
otofaji testlerinde simvastatin, atorvastatin ve fluvastatinin 10uM, 20uM ve 80uM

konsantrasyonlarinin uygulanmasina karar verildi.
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4.3. STATIN GRUBU ILACLARIN MCF-7 HUCRELERI UZERINE
APOPTOTIK ETKILERININ DEGERLENDIRILME BULGULARI

4.3.1.TUNEL Yontemi ile Elde Edilen Bulgular:

Atorvastatin, Simvastatin ve Fluvastatinin 10uM, 20uM, 80uM dozlariyla 24
ve 48 saat muamele edilen MCF-7 hiicrelerinde, apopitotik hiicre Oliimiine
karakteristik olan DNA fragmantasyonunu gosteren TUNEL methodu uygulandiktan
sonra koyu kahverengi kromatin yogunlasmasi goriilen hiicreler TUNEL pozitif
apoptotik hiicreler olarak yorumlandi. Gruplardan elde edilen TUNEL fotograflari

sunulmaktadir.
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Resim 7: TUNEL yonteminin negatif kontrol grubunda MCF-7 hiicrelerinin dagilimi
(TUNEL, ¢ekirdek boyasi hematoksilen, x100).
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Resim 8: Negatif kontrol grubunda TUNEL pozitif apoptotik hiicreler
izlenmemektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyas1 hematoksilen, x200, x400).
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Resim 9: 24 saat kontrol grubundaki MCF-7 hiicrelerinin dagilimi (TUNEL,
¢ekirdek boyasit hematoksilen, x100).

Resim 10: 24 saat kontrol grubunda az sayida TUNEL pozitif apoptotik hiicre
izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi hematoksilen, x200, X400).
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Resim 11: 10uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta MCF-7 hiicrelerinin

dagilimi (TUNEL, cekirdek boyasi hematoksilen, x100).
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Resim 12: 10uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta TUNEL pozitif
apoptotik hiicreler (ok) izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyas1 hematoksilen, x200,

X400).
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Resim 13: 20uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta 6nceki gruba gore
daha az sayida MCF-7 hiicreleri izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi

hematoksilen, x100).

Resim 14: 20uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta 6nceki gruba gore
daha ¢ok sayida TUNEL pozitif MCF-7 hiicreleri izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek

boyast hematoksilen, x200, X400).
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Resim 15: 80uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta ¢ok az sayida
tutunan MCF-7 hiicreleri saptanmistir(TUNEL, ¢ekirdek boyas1 hematoksilen, x100).

Resim 16: 80uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta TUNEL pozitif
apoptotik hiicreler izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyast hematoksilen, x200,
X400).
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Resim 17: 10uM Simvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta MCF-7
hiicrelerinin dagilimi1 (TUNEL, ¢ekirdek boyast hematoksilen, x100).

Resim 18: 10uM Simvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta TUNEL pozitif
apoptotik hiicreler (ok) izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi hematoksilen, x200,
X400).
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Resim 19: 20uM Simvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta 6nceki gruba gore
daha az sayida MCF-7 hiicreleri izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi
hematoksilen, x100).

Resim 20: 20uM Simvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta TUNEL pozitif

apoptotik hiicreler (ok) izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi hematoksilen, x200,
X400).
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Resim 21: 80uM Simvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta ¢ok az sayida
tutunan MCF-7 hiicreleri saptanmistir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi hematoksilen ,
x100).

Resim 22: 80uM Simvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta TUNEL pozitif
(ok) MCF-7 hiicreleri izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi hematoksilen, x200,
X400).
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Resim 23: 10uM Fluvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta MCF-7 hiicrelerinin
dagilimi1 (TUNEL, ¢ekirdek boyasi hematoksilen, x100).

Resim 24: 10uM Fluvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta TUNEL pozitif

apoptotik hiicreler (ok) izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi hematoksilen, x200,
X400).
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Resim 25: 20uM Fluvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta MCF-7 hiicrelerinin
dagilimi1 (TUNEL, ¢ekirdek boyas1 hematoksilen, x100).
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Resim 26: 20uM Fluvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta TUNEL pozitif
apoptotik hiicreler (ok) izlenmektedir (TUNEL, cekirdek boyast hematoksilen, X200,
X400).
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Resim 27: 80uM Fluvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta ¢ok az sayida
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tutunan MCF-7 hiicreleri saptanmistir(TUNEL, ¢ekirdek boyast hematoksilen, x100).

Resim 28: 80uM Fluvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta TUNEL pozitif

apoptotik hiicreler (ok) izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi hematoksilen, x200,

X400).
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Resim 29: 48 saat kontrol grubundaki MCF-7 hiicrelerinin dagilimi (TUNEL,
¢ekirdek boyasi1 hematoksilen, x100).

Resim 30: 48 saat kontrol grubunda az sayida TUNEL pozitif apoptotik hiicreler
(ok) izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyast hematoksilen, x200, x400).
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Resim 31: 10uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta MCF-7
hiicrelerinin dagilimi1 (TUNEL, ¢ekirdek boyast hematoksilen, x100).
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Resim 32: 10uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta TUNEL pozitif
apoptotik hiicreler (ok) izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi hematoksilen, x200,
X400).
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Resim 33: 20uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta 6nceki gruba gore
daha az sayida MCF-7 hiicreleri izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi
hematoksilen, x100).

Resim 34: 20 uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta 6nceki gruba goére
daha ¢ok sayida TUNEL pozitif (ok) MCF-7 hiicreleri izlenmektedir (TUNEL,
cekirdek boyast hematoksilen, x200, X400).
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Resim 35: 80uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta ¢ok az sayida
tutunan MCF-7 hiicreleri saptanmistir (TUNEL, ¢ekirdek boyas1 hematoksilen, x100)

Resim 36: 80uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta az sayida TUNEL

pozitif MCF-7 hiicreleri izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi hematoksilen,
x200, X400).
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Resim 37: 10uM Fluvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta MCF-7
hiicrelerinin dagilimi.(TUNEL, ¢ekirdek boyast hematoksilen, x100)

Resim 38: 10uM Fluvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta TUNEL pozitif

apoptotik hiicreler (ok) izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi hematoksilen, x200,
X400).



Resim 39: 20uM Fluvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta dnceki gruba gore
daha az sayida MCF-7 hiicreleri izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi
hematoksilen, x100).

Resim 40: 20uM Simvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta 6nceki gruba gore
daha ¢ok sayida TUNEL pozitif (ok) MCF-7 hiicreleri izlenmektedir (TUNEL,
cekirdek boyast hematoksilen, x200, X400).
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Resim 41: 80uM Fluvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta ¢ok az sayida
tutunan MCF-7 hiicreleri saptanmigtir(TUNEL, ¢ekirdek boyas1 hematoksilen, x100).

Resim 42: 80uM Fluvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta az sayida TUNEL
pozitif MCF-7 hiicreleri izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi hematoksilen,
x200, X400).
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Resim 43: 10uM Simvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta MCF-7 hiicrelerinin
dagilimi1 (TUNEL, ¢ekirdek boyasi hematoksilen, x100).

Resim 44: 10uM Simvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta TUNEL pozitif
apoptotik hiicreler (ok) izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi hematoksilen, x200,
x400).
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Resim 45: 20uM Simvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta 6nceki gruba gore
daha az sayida MCF-7 hiicreleri izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi
hematoksilen, x100).

Resim 46: 20uM Simvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta TUNEL pozitif (ok)
MCEF-7 hiicreleri izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi hematoksilen, x200,
X400).
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Resim 47: 80uM Simvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta ¢ok az sayida
tutunan MCF-7 hiicreleri saptanmigtir(TUNEL, ¢ekirdek boyast hematoksilen, x100).

“ el -
foa S Maia @
, ‘s ,\33 " 8 3o |

P o3 ‘\.’“ﬁ‘ " ® ¢ .

iy Vim & .
9 e ﬁ i » ’I' e
o B B q

. 2 -
‘° 4 ’

Resim 48: 80uM Simvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta az sayida TUNEL
pozitif (0k) MCF-7 hiicreleri izlenmektedir (TUNEL, ¢ekirdek boyasi hematoksilen,

x200,x400).
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4.3.1.a. APOPTOTIK HUCRE INDEKSI BULGULARI

Atorvastatin, Simvastatin ve Fluvastatinin 10uM, 20uM, 80uM dozlariyla 24
ve 48 saat muamele edilen MCF-7 hiicrelerinde, apopitotik hiicre Oliimiine
karakteristik olan DNA fragmantasyonunu gosteren TUNEL methodu uygulandiktan
sonra koyu kahverengi kromatin yogunlagsmasi goriillen TUNEL pozitif apoptotik
hiicreler, birbirinden farkli 3 bolgede mikroskop altinda degerlendirildirilerek elde

edilen apoptotik hiicre indekslerinin konsantrasyon ve zamana bagli grafikleri

sunulmaktadir.
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Grafik 21: Atorvastatinin 10uM, 20uM ve 80uM konsantrasyonlarmnin MCF-7

hiicreleri tizerinde zamana bagl apoptotik etkisi.

Atorvastatinin 24 saatlik uygulamasi1 sonucunda, TUNEL pozitif hiicrelerin
sayisinda ila¢ doz artisina bagli olarak artis oldugu saptandi. Kontrol hiicrelerinde
apoptotik hiicre indeksi %4, atorvastatin 10 uM dozunda %10, atorvastatin 20uM
dozunda %34, 80uM dozunda %35 olarak saptandi. 48 saatlik atorvastatin 10, 20 ve
80uM dozlar1 uygulamasi sonrasinda her li¢ dozda da kontrol grubuna gére apoptotik

hiicre ylizdesinde artig gézlendi. Kontrol grubunda %5, atorvastatin 10uM dozunda



84

%10, atorvastatin 20uM dozunda %18, 80uM dozunda %10 apoptotik hiicre 6limii
gbzlendi. Atorvastatin 80uM dozunda grupta kalan hiicre sayisi azdi. Hiicrelerin
cogunun nekrotik hiicre oliimii ile kaybedildigi diisiiniildii. Atorvastatin MCF-7
hiicreleri {lizerine etkisi, apoptotik hiicre indeksi agisindan zamana bagli olarak
karsilastirildiginda simvastatinin 24 saat uygulamasinda 48 saate oranla daha yiiksek
apoptotik hiicre oranlari saptandi. Bunun nedeni 48 saatte hiicrelerin nekroz ile
kaybina baglandi. MCF-7 hiicrelerine atorvastatinin 10uM dozunun 24 ve 48 saat
uygulanmasi karsilastirildiginda apoptotik hiicre indeksi her iki gruptada %10 olarak
bulundu (Grafik 21).
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Grafik 22: Fluvastatinin 10uM, 20uM ve 80uM konsantrasyonlarmmin MCF-7

hiicreleri tizerinde zamana bagl apoptotik etkisi.

Fluvastatinin 24 saatlik uygulamasi sonucunda, gruplarda gézlenen apoptotik
hiicreler ila¢ doz artisina paralel olarak artti. Kontrol hiicrelerinde %4, fluvastatin 10
uM dozunda %20, fluvastatin 20uM dozunda %24, 80 uM dozunda %27 apoptotik
hiicre oliimii gozlendi. 48 saatlik fluvastatin 10uM, 20uM ve 80uM dozlari
uygulamasi sonrasinda her ii¢ dozda da kontrol grubuna gore apoptotik hiicre
yiizdesinde artig saptandi. Kontrol grubunda %5, fluvastatin 10 uM dozunda %16,
fluvastatin 20 uM dozunda %30, 80uM dozunda %8 apoptotik hiicre oliimii
gozlendi. 48 saatte fluvastatin 80uM doz grubunda kalan hiicre sayis1 azdi.
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Hiicrelerin ¢ogunun nekrotik hiicre 6limii ile kaybedildigi diisiiniildii. Fluvastatinin
MCF-7 hiicreleri iizerine etkisi apoptotik hiicre 6liim yiizdesi agisindan zamana bagl
olarak Kkarsilastirildiginda, fluvastatin 20uM grubu disindaki dozlarda 24 saat
uygulamasinda 48 saate oranla daha yiiksek apoptotik hiicre indeksi saptandi (Grafik
22).
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Grafik 23: Simvastatin 10, 20 ve 80uM konsantrasyonlarmm MCF-7 hiicreleri

tizerinde zamana bagli apoptotik etkisi.

Simvastatin ile 24 saat muamele edilen hiicrelerde, apoptotik hiicre ylizdesi
simvastatin 10 uM dozunda %14, simvastatin 20 uM dozunda %21, 80uM dozunda
%40 olarak saptandi. MCF-7 hiicrelerine 48 saat simvastatin 10, 20 ve 80uM tedavisi
uygulanmas1 sonrasinda her ii¢ dozda da kontrol grubuna gore apoptotik hiicre
yiizdesinde artis gozlendi. 48 saat deney gruplarindan kontrol grubunda %5,
simvastatin 10 uM dozunda %10, simvastatin 20uM dozunda %14, 80uM dozunda
ise %7 apoptotik hiicre 6limi gozlendi. Simvastatinin 80uM dozuyla muamele goren
grupta 48 saatin sonunda kalan hiicre sayis1 oldukc¢a azdi. Hiicrelerin ¢ogunun
nekrotik hiicre 6limii ile kaybedildigi diisiiniildii. Simvastatinin MCF- 7 hiicreleri
tizerine etkisi apoptotik hiicre oliim yiizdesi agisindan zamana bagli olarak
karsilastirildiginda simvastatinin 24 saat uygulamasinda 48 saate oranla daha yiiksek

apoptotik hiicre indeksi saptandi. Simvastatinin her ti¢ dozunda da (10, 20 ve 80uM)
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24 saat muamele sonrasi daha fazla apoptoz gozlendi. Bunun nedeninin 48 saatlik

grupta hiicrelerin nekroz ile kayb1 oldugu diisiiniildii. (Grafik 23)
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Grafik 24: Atorvastatin, Simvastatin ve Fluvastatinin 24 saat 10uM, 20uM ve 80uM

doz uygulamalarinin MCF-7 hiicreleri lizerine apoptotik etkilerinin karsilastirilmasi.
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Grafik 25: Atorvastatin, Simvastatin ve Fluvastatinin 24 saat 10uM, 20uM ve 80uM

doz uygulamalarinin MCF-7 hiicreleri lizerine apoptotik etkilerinin karsilastiriimasi.

Atorvastatin, Fluvastatin ve Simvastatinin MCF-7 hiicrelerinde apoptotik

etkileri karsilastirildiginda; Fluvastatin 24 saat 10 uM, 48 saat 10uM ve 48 saat

20uM konsantrasyonlarinda; Atorvastatinin 24 saat 20uM konsantrasyonunda;
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Simvastatinin 24 saat 80uM konsantrasyonunda diger ilaglara oranla daha fazla

apoptotik etki gosterdigi izlendi (Grafik 24,25).

Atorvastatin, simvastatin ve fluvastatinin sitotoksisite ve TUNEL sonuglar1
degerlendirildiginde fluvastatin deneylerinde diisiik dozlarda dahi hiicre canliliginda
belirgin azalmanin saptanmasi sonucunda asir1 toksik oldugunun diisiiniilmesi ve
atorvastatin ile muamele edilen gruplardaki konsantrasyon farkliliklarina bagh
degisimlerin incelemeye uygun goziikmesi klinikte en yaygin kullanima sahip olan

atorvastatin ile deneylere devam edilmesi sonucunu olusturdu.
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4.3.2. ATORVASTATININ MCF-7 HUCRELERINDEKI APOPTOTIK
ETKIiSININ KASPAZ 3 IMMUNREAKTIVITE BULGULARI

Atorvastatinin 10uM , 20uM ve 80uM konsantrasyonlar1 ile 24 ve 48 saat muamele
edilen tim MCF-7 hiicre gruplarinda kaspaz 3 immunreaktivitesi floresan
isaretleyiciler ile saptandi. Floresan mikroskobu ile elde edilen kaspaz 3

immunreaktivite goriintiileri sunulmaktadir.

Resim 49: Immunofloresan boyama ydntemi icin yapilan kontrol boyamada MCF-7

hiicrelerinde negatif kaspaz 3 immunreaktivitesi izlenmektedir (a:DAPI, b:FITC, c:

DAPI+FITC, x400).

Resim 50: Kontrol grubundan hazirlanan immunofloresan boyamada MCF-7

hiicrelerinin  kaspaz 3 immunreaktivitesi izlenmektedir (a:DAPI, Db:FITC, c:
DAPI+FITC, x400).
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Resim 51: 10uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta bazi MCF-7

hiicrelerinin sitoplazmasinda kaspaz 3 immunreaktivitesi izlenmektedir (a:DAPI,
b:FITC, c: DAPI+FITC, x400).

Resim 52: 20uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta daha az sayida mavi

cekirdekleri ile gozlenen MCF-7 hiicrelerinin bazilarinda sitoplazmada yaygin

kaspaz 3 immunreaktivitesi izlenmektedir (a:DAPI, b:FITC, c: DAPI+FITC, x400).

Resim 53: 80uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta MCF-7 hiicrelerinin

bir kisminda sitoplazmada kuvvetli kaspaz 3 ekspresyonu (ok) izlenmektedir

(a:DAPI, b:FITC, c: DAPI+FITC, x400).
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Resim 54: 10uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta DAPI ile

cekirdekleri mavi goézlenen MCF-7 hiicrelerinin zayif kaspaz 3 immunreaktivitesi

gosterdigi izlenmektedir (a:DAPI, b:FITC, c¢: DAPI+FITC, x400).

Resim 55: 20uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta MCF-7 hiicrelerinin

yaygin kaspaz 3 immunreaktivitesi gosterdigi izlenmektedir (a:DAPI, b:FITC, c:
DAPI+FITC, x400).

Resim 56: 20uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta MCF-7 hiicresinde

tim cekirdek cevresinde kuvvetli kaspaz 3 immunreaktivitesi (ok) izlenmektedir

(a:DAPI, b:FITC, c: DAPI+FITC, x400).
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Resim 57: 20uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen MCF-7 hiicreleri

izlenmektedir. Bir ¢ok hiicrede sitoplazmada yaygin kaspaz 3 immunreaktivitesi

izlenmektedir (a:DAPI, b:FITC, c: DAPI+FITC, x400).

Resim 58: 20uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta az sayida DAPI ile

cekirdekleri boyanmig MCF-7 hiicreleri izlenmektedir. Sag ist kosedeki MCF-7
hiicrelerinde sitoplazmik birka¢ boélgenin kuvvetli kaspaz 3 immunreaktivitesi (ok)

izlenmektedir (a:DAPI, b:FITC, c: DAPI+FITC, x400).
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4.4. STATIN GRUBU ILACLARIN MCF-7 HUCRELERI UZERINE
OTOFAJIK ETKILERININ DEGERLENDIRILME BULGULARI

4.4.1.Atorvastatinin Mcf-7 Hiicrelerindeki Otofajik Etkisinin Beklin-1
Immunreaktivite Bulgular

Kontrol grubu hiicrelerinde beklin-1 ekspresyonu, zayif ve az sayida
izlenmekle birlikte otofajik vakuollere spesifik noktasal ekspresyon ve graniiler
goriiniim saptanmadi. Atorvastatinin 10, 20 ve 80uM konsantrasyonlari ile 24 ve 48
saat muamele edilen tiim MCF-7 hiicre gruplarinda hiicre sitoplazmasinda beklin-1
ekspresyonuna karakteristik graniiler goriinim veren noktasal immunreaktivite
floresan isaretleyiciler ile saptandi. Floresan mikroskobu ile elde edilen beklin-1

immunreaktivite gorilintiileri sunulmaktadir:

Resim 59: Kontrol grubundan hazirlanan MCF-7 hiicrelerinde sitoplazmik beklinl
immunoreaktivitesinin (ok) zayif ve az sayida oldugu izlenmektedir (a:DAPI,
b:FITC, c: DAPI+FITC, x400).
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Resim 60: 10uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta DAPI ile
cekirdekleri mavi gézlenen MCF-7 hiicrelerinin kontrol grubuna kiyasla daha giiclii,
spesifik graniiler beklin-1 immunreaktivitesi gosterdigi (ok) izlenmektedir (a:DAPI,
b:FITC, c: DAPI+FITC, x400).

Resim 61: 20uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta daha az sayida
MCF-7 hiicreleri  goriilmektedir. Beklin-1 immunofloresan isaretlemesinin
sitoplazmada yaygin ve spesifik graniiler oldugu (ok) izlenmektedir (a:DAPI,
b:FITC, c: DAPI+FITC, x400).
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Resim 62: 80uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta az sayida MCF-7
hiicresi izlenmektedir. Bazi hiicre gruplarinda sitoplazmada beklin 1 ekspresyonu
graniiler ve ¢ok kuvvetli olarak izlenirken (ok), baz1 hiicre gruplarinda ise oldukca
zaylf immunreaktivite (¢ift ok) goriilmektedir. (a:DAPIL, b:FITC, c: DAPI+FITC,
x400)

Resim 63: 48 saat kontrol grubunda DAPI ile ¢ekirdekleri mavi gézlenen MCF-7
hiicrelerinin bir kism1 beklin 1 ekspresyonunu gostermektedir (a:DAPI, b:FITC, c:
DAPI+FITC, x400).
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Resim 64: 10uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta MCF-7 hiicrelerinin
birgogunda DAPI ile mavi gozlenen ¢ekirdeklerinin etrafinda gii¢lii graniiler beklin-1
immunreaktivitesi gosterdigi (ok) izlenmektedir (a:DAPIL, b:FITC, c: DAPI+FITC,
x400).

Resim 65: 20uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta MCF-7 hiicrelerinin
bir kisminda sitoplazmada yaygin gii¢lii, graniiler beklin-1 immunreaktivitesi (ok)
goriilmektedir (a:DAPI, b:FITC, c: DAPI+FITC, x400).
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Resim 66: 80uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta MCF-7 hiicrelerinin
birgogunda sitoplazmada yaygin ancak onceki gruplara gore daha zayif beklin-1
immunreaktivitesi (ok) goriilmektedir (a:DAPI, b:FITC, c: DAPI+FITC, x400).
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4.4.2 Atorvastatinin MCF-7 Hiicrelerindeki Otofajik Etkisinin LC3

Immunreaktivite Bulgular

Atorvastatinin 10, 20 ve 80 uM konsantrasyonlari ile 24 ve 48 saat muamele
edilen tim MCF-7 hiicre gruplarinda hiicre sitoplazmasinda otofajik vakuollere
karakteristik graniiler goriiniim veren noktasal LC3 immunreaktivitesi floresan
isaretleyiciler ile izlendi. Atorvastatin uygulanan hiicre gruplarinda kontrol grubuna
kiyasla daha yaygm, kuvvetli ve belirgin graniiler LC3 ekspresyonu saptandi.

Floresan mikroskobu ile elde edilen LC3 immunreaktivite goriintiileri sunulmaktadir.

—

Resim 67: Kontrol grubundan hazirlanan immunfloresan boyamada az sayida MCF-
7 hiicresinde zayif LC3 immunreaktivitesi izlenmektedir (FITC, ¢ekirdek DAPI,
x400).

——i
Resim 68: 10uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta MCF-7 hiicrelerinin
bircogunda LC3 immunreaktivesi izlenmektedir ( FITC, ¢ekirdek DAPI, x400).
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Resim 69: 10uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta MCF-7 hiicrelerinin
bircogunda sitoplazmada yaygin kuvvetli, otofajiye spesifik graniiler LC3
immunreaktivitesi (ok) goriilmektedir (FITC, ¢ekirdek DAPI, x400).

i pm

Resim 70: 20uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta 6nceki gruplara
gore daha ¢ok sayida MCF-7 hiicresinde LC3 immunreaktivesi izlenmektedir
( FITC, ¢ekirdek DAPI, x400).

50 pm

Resim 71:20uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilen hiicrelerde belirgin kuvvetli
sitoplazmik LC3 immunreaktivitesi izlenmektedir ( FITC, ¢ekirdek DAPI, x400).
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Resim 72: 80uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta onceki gruplara
gore daha az sayida olan MCF-7 hiicrelerinde LC3 immunreaktivitesi yaygin olarak
izlenmektedir (FITC, ¢ekirdek DAPI, x400).

50 ym

e |

Resim 73: 48 saat kontrol grubunun MCF-7 hiicrelerinde LC3 immunreaktivitesi
goriilmektedir (FITC, ¢ekirdek DAPI, x400).

Resim 74: 10uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta MCF-7 hiicrelerinin
bir ¢cogunda sitoplazmada yaygin kuvvetli graniiler LC3 immunreaktivitesi (ok)
gorilmektedir (FITC, ¢ekirdek DAPI, x400).
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Resim 75: 20uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen MCF-7 hiicrelerinde
LC3 immunreaktivesi izlenmektedir ( FITC, ¢ekirdek DAPI, x400).

Resim 76: 20uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta farkli biiyiiklikte
cekirdekleri ile gozlenen MCF-7 hiicrelerinin birgogunda sitoplazmada yaygin

kuvvetli graniiler LC3 immunreaktivitesi gorilmektedir (FITC, g¢ekirdek DAPI,
x400).
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Resim 77: 80uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen gruptaki MCF-7

hiicrelerinde 6nceki gruplara kiyasla daha az sayida hiicrede LC3 immunreaktivitesi
(ok) goriilmektedir (FITC, ¢ekirdek DAPI, x400).

Resim 78: 80uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen MCF-7 hiicrelerinde
kuvvetli graniiler LC3 immunreaktivitesi (0k) izlenmektedir (FITC, ¢ekirdek DAPI,
x400).
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4.4.3.Atorvastatinin MCF7 Hiicreleri Uzerindeki Otofajik Etkisinin Sito
Elisa Yontemi ile LC3 Bulgular

MCEF-7 hiicrelerinde atorvastatinin 10, 20 ve 80 uM dozlari ile 24 ve 48 saat
muamele sonrasinda meydana gelen otofajinin tayini i¢in hiicrelere LC3 sito ELISA
yontemi uygulandi. LC3 ELISA sonucunda elde edilen absorbans degerleri ile ¢izilen

grafik sunulmaktadir.

ATORVASTATIN- LC3 ELISA

0,18 .24 SAAT
048 SAAT

ABSORBANS

KONSANTRASYON

Grafik 27: MCF-7 hiicrelerinde Atorvastatinin farkli doz uygulamalarinin LC3 sito
ELISA sonuglar1

LC3 ELISA sonucunda elde edilen absorbans degerleri ile ¢izilen grafige
gore 24 saatlik grupta Atorvastatin 20uM dozu uygulanan hiicrelerde diger gruplara
oranla daha fazla otofaji gozlendi. 24 saat kontrol ve atorvastatin 10uM grubu
arasinda otofaji acisindan belirgin farklilik yokken, atorvastatin 80uM uygulanan
grupta bu iki gruba oranla daha fazla otofaji goriildii (Grafik 27). 48 saatlik
atorvastatin grubunda en yiiksek otofaji atorvastatin 10uM grubunda izlendi. 48
saatte ilag doz artigina paralel otofajide azalma saptandi. Ancak hem 24 hem 48 saat
uygulamalarda, atorvastatin ila¢ dozlar1 ve kontrol grubu arasinda otofajik agidan

istatiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmadi (P>0.001).
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Istatiksel olarak anlamlilik gézlemlenmedigini belirterek elde edilen sonuglar
degerlendirildiginde Atorvastatin 10uM grupta otofaji 48 saatte daha belirginken,
atorvastatin 20uM grupta 24 saat daha belirgin olmasi yiiksek dozda otofajinin daha
erken donemde meydana geldigini diislindiirttii. Atorvastatin 80 pM dozunda ise
otofajinin diger gruplara gore diisiik seyretmesi hiicrelerin direk olarak nekrotik

Oliimiine baglandi.
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4.5, ATORVASTATININ MCF 7 HUCRELERINDE SITOTOKSIK
ETKISININ ISIK VE ELEKTRON MiKROSKOBIK INCELEME
BULGULARI

4.5.1. Atorvastatinin MCF 7 Hiicrelerindeki Sitotoksik Etkisinin Isik

Mikroskobu Inceleme Bulgular:

Atorvastatinin 10, 20 ve 80 uM konsantrasyonlar1 ile 24 ve 48 saat muamele
edilen tiim MCF-7 hiicre gruplarindan elde edilen yar1 ince kesitler 151k
mikroskobunda incelendiginde, kontrol grubunda farkli biiytikliiklerde mitotik
ozellikler gosteren hiicreler yaygin olarak izlenirken, atorvastatin uygulanan hiicre
gruplarinda dejeneratif degisiklikler gdsteren hiicreler daha belirgin olarak saptandi.
Atorvastatin 10uM ve 20uM konsantrasyonundan elde edilen hiicre gruplarinda
apoptotik ve heterofajik vakuol igeren otofajik hiicreler dikkati ¢ekti. Atorvastatin 80
uM uygulanan MCF-7 hiicrelerinde ise kromotolizis ve hiicre membran biitlinligii

bozulmus nekrotik hiicrelere rastlandi.

Resim 79: 24 saat kontrol grubundan hazirlanan yar1 ince kesitte MCF-7 hiicreleri
cesitli blyiikliiklerde izlenmektedir. Hiicreler belirgin gekirdek ve ¢ekirdekcikleri ile
izlenmektedir. Bazi hiicrelerin mitoz siirecinde olduklar1 goriilmektedir(ok). Az
sayida hiicrede ise dejeneratif degisiklik gézlenmektedir (Metilen mavisi, x200,
x400).
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Resim 80: 10uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grubun 151k mikrografinda
mitoz gosteren hiicrelerin yam1 sira, farkli dejeneratif degisiklikler gosteren;
sitoplazmas1 kondens apoptotik hiicreler (siyah ok), sitoplazmada vakuoller i¢eren
muhtemelen otofajik degisiklik gosteren hiicreler (kirmizi ok) ve ileri dejeneratif
goriiniimleri ile belirgin kromotolizis gosteren ¢ekirdekleri olan nekrotik hiicreler

(yesil ok) izlenmektedir (Metilen mavisi, x200, x400).

Resim 81: 20uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilmis grubun hiicrelerine ait
151k mikrografinda Onceki gruplara oranla daha fazla sayida apoptotik hiicre ve
sitoplazmasi heterojen goriiniimlii igerige sahip iri otofajik hiicreler izlenmektedir
(Metilen mavisi, x200, x400).
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Resim 82: 80uM Atorvastatin ile 24 saat muamele edilen grupta kromotolizis

gosteren, hiicre membran biitliinligli bozulmus nekrotik hiicreler izlenmektedir
(Metilen mavisi, x200, x400).

Resim 83: 10uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen grubun 151k mikrografinda
mitoz gosteren hiicrelerin yani1 sira, farkli dejeneratif degisiklikler gosteren;
sitoplazmas1 yogun apoptotik hiicreler (siyak ok), sitoplazmada vakuoller iceren
muhtemelen otofajik degisiklik gosteren hiicreler (kirmizi ok)ve ileri dejeneratif
goriiniimleri ile belirgin kromotolizis gosteren ¢ekirdekleri olan nekrotik hiicreler

(yesil ok) izlenmektedir (Metilen mavisi, X200, x400).
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Resim 84: 20uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilmis grubun hiicrelerine ait
151k mikrografinda daha fazla sayida apoptotik hiicreler ve sitoplazmalari heterojen
goriintimlii igerige sahip iri otofajik hiicreler izlenmektedir (Metilen mavisi, x200,
x400).

Resim 85: 80uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen gruptaki hiicrelerin
¢ogunlugunda kromotolizis gdsteren hiicre membran biitiinliigii bozulmus ¢ok sayida
nekrotik hiicre izlenmektedir (Metilen mavisi, x200, x400).
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4.5.1.a. Nekrotik Hiicre indeksi Bulgular:

Atorvastatinin 10uM, 20uM, 80uM dozlariyla 24 ve 48 saat muamele edilen
MCF-7 hiicrelerinin elektron mikroskobik incelemesi i¢in alinan yar1 ince kesitlerde,
her lamda 40’lik biiyiitmede birbirinden farkli {i¢ bolge mikroskop altinda
degerlendirildirilerek  hiicre membran  biitiinliigi  bozulmus, ¢ekirdeginde
kromotolizis goriilen nekrotik hiicreler sayildi. Nekrotik indeks (%)= 100 X
(nekrotik hiicre/toplam hiicre) formiilii ile nekrotik hiicre indeks yiizdesi hesaplandi.
Elde edilen nekrotik hiicre indekslerinin konsantrasyon ve zamana bagl grafigi

sunulmaktadir.

NEKROTIK INDEKS SONUGLARI

90
80 -
70 A
60 -
50 A
40 -

@24 SAAT

048 saat

NEKROTIK INDEKS

kontrol atorvastatin 10uM atorvastatin 20uM atorvastatin 80uM

KONSANTRASYON

Grafik 26: Atorvastatinin 10uM, 20uM ve 80uM konsantrasyonlarmin MCF-7

hiicreleri tizerinde zamana bagl nekrotik etkisi.

48 saat atorvastatin uygulanan deneme ve kontrol gruplarinda 24 saatlik gruba gore
daha ¢ok sayida nekrotik hiicre saptanmistir. 24 ve 48 saatlik grupta atorvastatinin

artan dozuna paralel olarak nekrotik hiicre yiizdesinde artis izlenmistir (Grafik 26).
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4.5.2. Atorvastatinin Mcf 7 Hiicrelerindeki Sitotoksik Etkisinin Elektron

Mikroskobu Inceleme Bulgular

Kontrol grubu MCF-7 hiicreleri elektron mikroskop incelemelerinde,
biiyiikliikleri birbirinden farkli, tek veya bazen ¢ift belirgin cekirdekgikleri olan
cekirdek sinirlar1 diizensiz hiicreler olarak saptandi. Hiicre sitoplazmalar1 genelde
organelden fakir olmakla birlikte, hiicrelerin bazilarinda iri mitokondriyonlar, serbest
ribozomlar ve glikojen igerigi belirgindi. Bazi hiicrelerin sitoplazmalari ise yer yer
GER sisternalar1 ve Golgi birlesiginin yani sira lizozomdan zengin c¢ok sayida
otofajik vakuoller igeriyordu. Atorvastatin uygulanan deney gruplarinin tiim ilag
dozlarinda hiicre sitoplazmalarinda ¢ift zar ile sarili ¢ok sayida degisik biiyiikliikteki
otofajik vakuolleri dikkati ¢ekti. 10 ve 20 uM ila¢ uygulamasi yapilan deney
gruplarinda ¢ekirdek kromatinin perifere y1gildigi, sitoplazmik balonlagsma (blebing)
ve sitoplazmik yogunlagsmalar gosteren apoptotik hiicrelerin ¢ok sayida oldugu
gbozlendi. Bu hiicrelerin yant sira yine sik¢a gozlenen otofajik hiicre
sitoplazmalarinda iri mitokondriyonlarin azaldigr goriildii. Otofajik hiicrelerde
mitokondriyonlarin ¢evresinde ER sisternalar1 olarak degerlendirilen yapilarin
izolasyan membran olusturmaya bagladig1 izlenimi alindi. Doz artigina bagli olarak
10 ve 20 uM uygulanan gruplarda, iri mitokondriyonlarda azalmanin yan1 sira lipid
damlaciklarindaki artis dikkati gekti. Ozellikle 24 saatlik gruplarda rastlanan lipid
damlaciklarinin 80mM grubunda hem sayica hem de biiyiikliik olarak daha fazla
oldugu gozlendi. 48 saatlik deney grubunun elektron mikroskobik incelemelerinde,
24 saatlik gruba kiyasla dejeneratif degisiklikler gosteren hiicrelerin sayica daha
fazla oldugu goriildii. Hiicrelerin bir kisminin apoptotik hiicre morfolojisi
sergiledikleri bazi hiicrelerin ise sitoplazmalarinda fagositik hiicre artiklariyla birlikte
bulunduklar1 saptandi. 48 saatlik dejenerasyon gosteren hiicrelerde organel iceriginin
azalmis olmasimin yani sira sitolizis goriintiisii de belirgindi. Ozellikle 48 saat 80pM

uygulanan hiicrelerin ¢ekirdek yapilar1 ve kromatin dagilimi bozuk olarak izlendi.
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Resim 86: Kontrol grubu MCF-7 hiicreleri ince sitoplazmik uzantilar1 ve
sitoplazmalarinin biiyiikk bir kismin1 kaplayan iri ¢ekirdekleri ile izlenmektedir

(Uranil asetat-kursun sitrat, X6000).

Resim 87: Kontrol grubu MCF-7 hiicresi genis yer kaplayan ¢ift ¢ekirdekcik ve iri

mitokondriyonlari ile izlenmektedir(Uranil asetat-kursun sitrat, X15 000).
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Resim 88: Kontrol grubu MCF-7 hiicresinin daha biiyiik biiylitmesinde diizensiz
siirli ¢ekirdek, ¢ekirdekcik ile sitoplazmasinda iri mitokondriyonlar ve lizozomlar

izlenmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat, X12000, X20 000).

Resim 89: Kontrol grubu MCF-7 hiicrelerinde organelden fakir sitoplazma igerisinde
cekirdege yakin yerlesimli iri mitokondriyonlar, serbest ribozomlar ve periferik

glikojen tanecikleri izlenmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat, X15000).
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Resim 90: Kontrol grubu MCF-7 hiicresi belirgin kristalari, iri mitokondriyonlar: ve
yakininda lizozomlar ile izlenmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat, X15000, x20000).

Resim 91: Kontrol grubu MCF-7 hiicresinde lizozomlarmn yakinindaki
mitokondriyonlarin ¢evresini sarar gorlinimdeki ER’nin izolasyon membrani
olusturmak tizere diizenlendigini diisiindiiren yapilanmalar (ok) izlenmektedir (Uranil
asetat-kursun sitrat, x20000).
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Resim 92: Atorvastatin 10uM konsantrasyonuna 24 saat maruz kalan MCF-7
hiicreleri. Sol iist kosedeki MCF-7 hiicresinin belirgin ¢ekirdek¢igi izlenmektedir.
Hiicre sitoplazmalarmin organelden fakir oldugu goriilmektedir (Uranil asetat-

kursun sitrat,x6000).

Resim 93: Atorvastatin 10uM konsantrasyonu ile 24 saat muamele edilen apoptotik
MCF-7 hiicresinde sitoplazmik uzantilarin tamamen yok oldugu, yuvarlak bi¢im alan
hiicrede sitoplazmik yogunlasmanin ve irregiiler elektron yogunlugu gostermeyen
keseciklerin bulundugu ancak c¢ekirdek yapilanmasinda belirgin degisiklik
bulunmadig: goriilmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat, X8000).
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Resim 94: Atorvastatin 10uM konsantrasyonu ile 24 saat muamele edilen MCF-7
hiicresi. Sitoplazmik yogunlasmasi belirgin, mitokondriyonlarinin bir kisminda
kristalizis ve sitoplazmasinda az sayida lipid damlalarina rastlanan hiicrede, hiicre
membranina yakin komsulukta kesecikler izlenmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat,
X12000, 20 000).

Resim 95: Atorvastatin 20uM konsantrasyonuna 24 saat maruz birakilan MCF-7
hiicrelerinde ileri dejeneratif degisiklikler go6zlenmektedir. Ortada membran
biitiinligi bozulmus, sitolizis baslangici gosteren nekrotik hiicrede ¢ekirdekte
belirgin kromotolizis izlenmektedir. Hemen yanindaki apoptotik hiicrenin yogun

sitoplazmasi dikkat gekmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat, X 6000).
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Resim 96: Atorvastatin 20uM konsantrasyonu ile 24 saat muamele edilen MCF-7
hiicreleri. Cift ¢ekirdekcikli hiicreye yakin temasta, ¢ekirdek kromatin yapilanmalari

bozulmus dejenerasyon gosteren hiicreler izlenmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat,

X 6 000).

Resim 97: Atorvastatin 20uM dozu ile 24 saat muamele edilen hiicrenin
cekirdekcikleri ve ince kromatin ile sinirli ¢ekirdegi goriilmektedir (Uranil asetat-

kursun sitrat, X 12 000)
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Resim 98: Atorvastatin 20uM dozu ile 24 saat muamele edilen hiicrenin
sitoplazmasinda iri otofajik vakuoller ve hiicre membran uzantilar1 izlenmektedir

(Uranil asetat-kursun sitrat, X 15 000).

Resim 99: Atorvastatin 20uM konsantrasyonuna 24 saat maruz birakilan MCF-7
hiicresi. Sitoplazmada ¢ok sayida serbest ribozomlar, yag damlaciklart ve

mitokondriyonlar izlenmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat, X 20 000).
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Resim 100: Atorvastatin 80uM konsantrasyonuna 24 saat birakilan ve farkli
dejeneratif degisiklikler gosteren MCF-7 hiicreleri. Daha biiylik biiylitmede
kromotolizis yani sira ileri dejenere ¢ekirdekcik iceren hiicre ve hemen iizerinde
kromatini perifere yigilmig, sitoplazmasi yogunlasma ve balonlagsma gosteren

apoptotik hiicre izlenmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat, X 2500, x8000 ).

Resim 101:Atorvastatin 80uM konsantrasyonuna 24 saat birakilan ileri dejenerasyon
gosteren MCF-7 hiicreleri. MCF-7 hiicresinin sitoplazmasinda fagosite edilmis bir

baska dejeneratif hiicre izlenmektedir. (Uranil asetat-kursun sitrat, X 6000, x12 000)
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Resim 102: Atorvastatin 80uM konsantrasyonuna 24 saat birakilan MCF-7 hiicresi.
MCF-7 hiicresinin sitoplazmasinda Golgi birlesigi, yag damlaciklar1 ve serbest
ribozomlar, ¢esitli biiyiikliiklerde otofajik vakuoller ve yakin komsulugunda diizensiz

membran yapilari izlenmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat, X 15000, x30 000).

Resim 103: Atorvastatin 80uM konsantrasyonu ile 24 saat muamele edilen MCF-7
hiicresi. MCF-7 hiicresinin sitoplazmasinda ¢esitli biiyiikliiklerde lizozomlar, otofajik
vakuoller, yag damlaciklari ve periferik sitoplazmada glikojen tanecikleri
gozlenmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat, X 12000, x15000).
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Resim 104: Atorvastatin 80uM konsantrasyonuna 24 saat maruz birakilan MCF-7
hiicresi. MCF-7 hiicresinin sitoplazmasinda ¢ift membran ile sarili otofajik vakuoller,
¢ekirdek zarinin ve deliklerinin hemen yakininda izlenmektedir (Uranil asetat-kurgun
sitrat, X60000).

Resim 105: 48 saatlik kontrol grubundan alinan elektronmikrografta; MCF-7
hiicreleri girintili ¢ekirdekleri ve sag mikrografta ¢ift ¢ekirdekcik ve ince kromatin
dagilimlart ile izlenmektedir. Sitoplazmada iri mitokondriyonlar, GER, Golgi
kompleksi ve yaygin glikojen izlenmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat, X15 000,
X15 000).
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Resim 106: 10uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen MCF-7 hiicreleri. Ince
sitoplazmik ¢ikintilar: ile belirgin, genis sitoplazmali MCF-7 hiicresi izlenmektedir.
Enine kesitleri ile belirgin kristalar1 izlenen iri mitokondriyonlar sitoplazmada yaygin
olarak goriilmektedir. Cekirdege yakin yerlesimli GER sisternalar1 dikkati
cekmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat, X8000).

Resim 107: 10uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen MCF-7 hiicreleri. Hiicre
dejenerasyonunun farkli diizeylerde go6zlendigi elektronmikrografta bir 6nceki
resimde gozlenen hiicre sag alt kdsede yer almaktadir. Bu hiicrenin hemen {istiinde
mitokondriyonlar, GER, mitokondriyonlara yakin yerlesimli lizozomlar
izlenmektedir. Resmin sol iist kdsesinde sitoplazmik yogunlagma, bleb olusumu ve
kristalizis olustugu gozlenen mitokondriyonlarin bulundugu apopitotik hiicre
gorinmektedir. Sol alt kosede ise sitoplazma biitlinliiglinlin bozuldugu sitolizis
goriinimiine sahip nekrotik bir hiicre izlenmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat,

X8000).
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Resim 108: Bir onceki resimde otofajik vakuoller iceren hiicrenin daha biiyiik
biiylitmesinde hiicre iskeletine ait mikrofilamanlar sitoplazmada yaygin olarak
izlenmektedir. Mitokondriyonlar, yakin komsulugundaki lizozomlar ve otofajik
kesecikler olarak degerlendirilen heterojen elektron dens goriinimlii vakuoller

izlenmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat, X15 000).
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Resim 109: 20uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin
elektronmikrografinda (A) sitoplazmalarinda mitokondriyal genisleme ve otofajik
vakuollerin belirgin oldugu cift ya da tek ¢ekirdekcikleri olan hiicreler izlenmektedir.
(B) Birbirleriyle yakin komsulukta bulunan oldukca iri otofajik vakuoller igeren
hiicreler gorilmektedir  (C) Cift membran ile sarili ¢ekirdegin etrafinda
mitokondriyon, GER ve otofajik vakuoller daha biiyiikk biiyiitme ile izlenmektedir
(Uranil asetat-kursun sitrat, X4000, X4000, X12 000).
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Resim 110: 20uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin
elektronmikrografinda apoptotik ve otofajik degisimlerin godzlendigi hiicreler
birarada izlenmektedir. Solda ¢ekirdekte kromatin lobulasyonu gosteren sitoplazmasi
yogun sitoplazmik uzantilarin1 kaybetmis yuvarlak apoptotik hiicre izlenmektedir.
Sagda sitoplazmada yaygin otofajik vakuoller igeren hiicre goriiniimii izlenmektedir

(Uranil asetat-kursun sitrat, X8000).

Resim 111: 20uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin
elektronmikrografinda sol iist bolgede organel dagilimi bozulmus, sitoplazmanin
periferinde irregiiler elektron yogunlugu géstermeryen membran ile ¢evrili yapilar ile
nekroza gidis olabilecegini diisiindiiren ileri hasarli hiicre gozlenmektedir (Uranil

asetat-kursun sitrat, X4000, X8000).
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Resim 112: 80uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen gruptan alinan ince
kesitte yaygin nekrotik hiicre gruplari izlenmektedir. Membran biitiinliigii bozulmus
sitolizisin biiyiikk oranda gerceklestigi hiicrelerde kromatolizis goriinimii  de

belirgindir (Uranil asetat-kursun sitrat, X2500, X4000).

Resim 113: 80uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen gruptan alinan

elektronmikrografta apoptotik goriiniimlii hiicre ve farkli hemen yaninda apoptotik
hiicre fagositozunu gergeklestirmis izlenimi veren bir baska hiicre izlenmektedir. Her
iki tarafta ise sitoplazmada belirgin sivi birikimini gdsteren muhtemelen membran
biitiinliigii bozulmaya baslamis iki hiicre izlenmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat,
X8000, 15 000).
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Resim 114: 80uM Atorvastatin ile 48 saat muamele edilen grupta otofaji ve
apootozis in tipik morfolojik ozelliklerinin gosteren bir bagka hiicre. otofajik
vakuoller, sitoplazmik kondensasyon, nuklear fragmantasyon ve hiicre membraninda
bleb olusumu dikkati ¢cekmektedir (Uranil asetat-kursun sitrat, X8000, X15 000).
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5 TARTISMA

Diinya genelinde yliksek insidans ve mortalite oranlar1 ile ciddi bir saglik
sorunu olan kanser, uzun ve zahmetli tedavi siireci ile ekonomik olarak da biiytlik
kayiplara yol agmaktadir. Meme kanseri, kadinlarda en sik gézlenen kanser olmakla
birlikte, kansere bagli 6liimlerde ikinci sirada yer almaktadir. Son yillarda meme
kanseri insidansinda artig; mortalitesinde ise azalma izlenmektedir (3). Bunun
nedeninin tarama yoOntemlerinin gelismesine bagli erken teshis edilen olgu
sayisindaki artis ya da tedavi yontemlerindeki ilerlemeler oldugu diisiiniilmektedir.
Gliniimiizde mikro metastazlarla ilerledigi bilinen meme kanseri tedavisinde sistemik
adjuvan tedavi uygulanimi yaygindir. Kemoterapatik ilaglar (taksanlar,
antrasiklinler), antihormonal tedavi ve hedef molekiil tedavileri (transtuzumab) ile
bircok hastadan basarili sonuglar elde edilse de, bazi hastalarda giiniimiizde
kullanilan ilaglar ile olumlu sonuglar alinamamaktadir (4). Bu nedenle bir¢ok
kanserde oldugu gibi meme kanserinde de yeni tedavilerin gelistirilmesi {izerine
calismalar yliriitiilmektedir.

Gilinlimiizde en ¢ok serebrovaskiiler ve kardiyovaskiiler hastaliklari 6nlemek
icin kullanilan, kolesterol sentezini hidroksi-metil glutaril koenzim A (HMG-Ko0A)
rediiktaz enzimi inhibisyonu ile spesifik olarak bloke eden statinler literatiirde yer
alan son caligmalarda kanser tedavisinde umut vadeden ilaglar olarak
gosterilmektedir. Statinlerin meme kanseri gelisimi iizerindeki etkisini incelemeye
yonelik yapilan klinik calismalarda farkli sonucglar elde edilmistir. Statin
kullaniminin meme kanseri olusumunu azalttigina yonelik caligmalarin yan sira (9)
riski arttirdigini gosteren galismalar da bulunmaktadir (10). Statinlerin meme kanseri
tedavisinde etkisini aragtirmak iizere planlanmis deneysel caligmalarda statinlerin in
vitro ortamda, meme kanseri hiicre hatlarinda sitotoksik etkileri gosterilmistir
(93,95). Literatirde MCF-7 meme adenokanser hiicrelerinde de farkli statinlerin
hiicre ¢ogalmas1 iizerindeki etkisini arastiran yayinlar bulunmaktadir. Statinlerin
meme kanser hiicre hatlar1 {lizerindeki sitotoksitesinin arastirildigi c¢aligmalarda;
hidrofobik statinlerin meme kanser hiicrelerinde antiproliferatif etkisi olurken,
hidrofilik olanlarin etkisinin olmadig1 sonucuna varilmistir (93,101). Bu ¢alismalarda

atorvastatin, simvastatin, fluvastatin ve lovastatin gibi lipofilik statinlerin hiicre
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proliferasyonunda azalma etkisi gozlenmis, ancak hidrofilik gruptan pravastatinin ise
meme kanser hiicrelerinde sitotoksik etkisi izlenmemistir (93). Gruplar arasindaki bu
etki farki lipofilik statinlerin kolaylikla hiicre membranindan gegerken; hidrofilik
statinlerin hiicre membranin1 gegmek i¢in 0Ozel tasiyiciya ihtiya¢ duymasina
baglanmaktadir. Bu ¢aligmada da literatiirdeki bu yayinlardan yola ¢ikarak statinlerin
lipofilik grubundan olan atorvastatin, simvastatin ve fluvastatin tercih edilmistir.
Atorvastatin, fluvastatin ve simvastatinin meme adenokarsinom hiicre hatt
MCEF-7 tizerinde sitotoksik etkilerini inceledigimiz calismamizda, ilaglarin artan
dozlarina paralel MCF-7 meme adenokarsinom hiicre canliliginda azalma
gozlenmistir. MCF-7 hiicrelerinin 48 saat atorvastatin, simvastatin ve fluvastatinin
farkli konsantrasyonlar1 ile muamele edilmesi sonrasinda atorvastatinin 40uM,
fluvastatinin 5 uM ve simvastatinin 40 pM konsantrasyonlarinda hiicre canliliginda
%350 azalma saptanmistir. Kullandigimiz ilaglardan fluvastatin, hiicre canliliginda en
belirgin azalmayr gostermistir. Fluvastatinin MCF-7 hiicrelerinde atorvastatin ve
simvastatinden daha sitotoksik olmasinin nedeni; fluvastatinin daha lipofilik olmasi
nedeniyle hiicre membranindan daha kolay ge¢mesine baglanmistir. MCF-7
hiicrelerinde  statinlerin  sitotoksitesinin aragtirildigi  bir bagka c¢alismada;
atorvastatinin 40uM, simvastatinin 2.5uM, fluvastatinin ise 1.25uM konsantrasyonu
ile 48 saat muamele sonrasinda MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonunda %50 azalma
saptanmistir(95). Bu c¢alismada fluvastatinin atorvastatin ve simvastatinden daha
sitotoksik olmasi1 ve atorvastatinin 48 saat tedavisinde %350 inhibisyon dozunun
40uM olarak bulunmasi, bizim ¢alisgmamizla benzerlik gostermektedir. Statinlerin
MCF- 7 hiicrelerinde sitotoksik etkisini gosteren bir diger ¢calismada, atorvastatinin
43uM, simvastatinin 21pM, fluvastatinin ise 30uM konsantrasyonu ile 4 giin
muamele edilen MCF-7 hiicrelerinin proliferasyonda %50 azalma saptanmustir (93).
Ayni calismada MCF- 7 hiicreleri ilizerinde en etkin statin grubu ilag simvastatin
olarak gosterilmistir. Lliteratiirdeki statin sitotoksitesinin arastirildigi arastirmalarda,
benzer statin cesitleri kullanilarak farkli sitotoksik etkilerin saptanmasinin nedeni
kiiltiir kosullarindaki farkliliklara ve ortam pH’sindaki degisikliklerin statinlerin
lipofilik ve hidrofiik 6zelliklerini degistirmesine baglanmistir. Bizim ¢alismamizda
da benzer olarak bazi farkliliklarin gozlenmesi yine kiiltiir kosullarinin farkliligi ve

degisik sitotoksite testlerinin kullanilmasina baglanabilir. Onceki ¢alismalarda hiicre
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proliferasyonu ve ilag sitotoksitesi; kristal viyole ve ATP kemosensitivite testi ile
degerlendirilmis ve yorumlanmistir. Bizim c¢alismamizda statinlerin sitotoksitesi
kiltir c¢alismalarinda kullanima yeni baslanmis olan mitokondriyal siiksinat
dehidrogenaz enzim bozukluguna dayanan WST-1 yontemi ile saptanmustir.
Calismamizda  hiicrelerin ~ dejeneratif  degisikliklerinin ~ yaygin  olarak
mitokondonriyon hasart ile iliskili oldugu géz Oniine alindiginda, sitotoksisite testi
olarak WST” nin se¢ilmesinin dogru bir karar oldugu diisiiniilmektedir.

Statinlerin  meme kanser hiicrelerindeki antiproliferatif —etkilerinin
mekanizmas1 tam olarak agiklanamamistir. Son yillarda bu mekanizmalari
aciklamaya yonelik bircok caligsma yliriitilmektedir. Statinlerin mevalonat yolaginda
yol actiklar1 inhibisyon ile Rho ve Ras GTPazlar1 modifiye eden geranil ve farnesil
pirofosfatazlarin  {iretimini  engellemelerinin  meme  kanser  hiicrelerinin
cogalmasindaki azalmanin nedeni olabilecegi one stiriilmiistir (11,12). Bir diger
calismada mevalonat yoklugunda, hiicrelerde CDK2’nin fonksiyon bozuklugu ve
G1-S fazina gegiste gerekli olan pozitif kontrol molekiillerin ekspresyonunda azalma
gozlenerek statin tedavisinin kanser hiicrelerinde antiproliferatif etkisinin, hiicreleri
Gl fazinda bekletmesinden kaynaklandigi diisiiniilmiistiir (94). Bizim ¢alismamizda
da statinlerin meme kanseri hiicrelerindeki antiproliferatif etkisi apoptoz ve otofaji
mekanizmalart agisindan incelenmistir.

MCF-7 hiicrelerinin ¢alismamizda atorvastatin, simvastatin ve fluvastatinin
10uM, 20uM ve 80uM konsantrasyonlar1 ile 24 saat muamelesi sonrasinda, hiicre
gruplarinda doz artisina paralel apoptotik hiicre artis1 gozlenirken, 48 saatte 80 uM
konsantrasyon uygulanan grupta, 10uM ve 20uM gruplara oranla daha diisiik sayida
apoptotik hiicre saptanmigtir. Bunun nedeninin doz artisiyla hiicrelerin nekroz
yoluyla kaybedilmesi ve lamda tutunan hiicre sayisinin azalmasi olabilecegi
diisiiniilmistiir. Atorvastatinin 10uM, 20uM ve 80uM konsantrasyonlari ile muamele
sonrast saptanan nekrotik hiicrelerin 48 saatte 24 saat gruplarina gore yiiksek olmasi
ve 48 saat 80uM uygulanan grupta %70’e varan oranda nekrotik hiicre gézlenmesi,
atorvastatinin yiiksek dozlarda apoptotik mekanizmalarin yanit sira nekrotik
mekanizmalar ile de hiicre oliimiinii gerceklestirdigini diisiindiirtmiistiir. Elektron
mikroskop incelemelerimizde de, bunu destekler nitelikte bulgular elde edilmistir.

Elektron mikroskobik incelemede, kontrol grubunda mitotik oOzellikler gosteren
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hiicreler bulunurken, atorvastatin 10uM ve 20uM konsantrasyonlart uygulanan
gruplarda ¢ogunlukla apoptotik ve otofajik dejeneratif 6zellikler gosteren hiicreler
incelenmistir. 80uM atorvastatin uygulanan gruplarda ise belirgin c¢ekirdek ve
sitoplazma dejenerasyonlari ile nekrotik hiicreler saptanmistir. Elektron mikroskobik
inceleme bulgularimiz, TUNEL ve yar1 ince kesitlerden elde edilen kantitatif
apoptotik ve nekrotik hiicre sonuglarini desteklemektedir.

Mitokondriyon oksijen molekiilii kullanmasi nedeniyle, hiicrede oksijen
radikallerinin en 6nemli kaynaklarindandir. Oksijen radikallerinin artmasi; membran
lipidlerinin peroksidasyonuna, mitokondriyal DNA’nin yikilmasina, ATP iiretiminin
bozulmasina ve mitokondriyonun geri doniisiimsliz hasarina yol ag¢maktadir.
Hiicrelerdeki oksidatif stres gostergelerinden bir digeri hiicre sitoplazmalarinda lipid
birikimlerinin goriilmesidir. Elektron mikroskobik incelemelerimizde, kontrol
hiicrelerinde iri ve dilizglin yapida gozlenen mitokondriyonlarin, atorvastatin
uygulanan hiicre gruplarinda yapisal bozukluga ugradigi ve sayica azaldigi
gbzlenmistir. Ayrica 24 saat atorvastatinin 10uM, 20uM ve 80uM konsantrasyonlari
ile muamele edilen deney gruplarindaki hiicrelerin sitoplazmalarinda kontrol grubu
hiicrelerinden farkli olarak yag damlaciklart izlenmistir. Atorvastatin uygulanan
MCEF-7 hiicrelerinde mitokondriyonlarin yapisinin bozulmasi ve yag damlaciklarinin
izlenmesi hiicrelerde membran donglisiiniin bozuldugunu gostermesinin yanisira
oksidatif stres mekanizmasinin da aktive oldugunu diisiindiirmektedir. Statinlerin
meme kanser hiicrelerindeki apoptotik etkilerinin mekanizmasin1  arastiran
caligmalardan birinde atorvastatinin meme kanser hiicre dizilerinde reaktif oksijen
radikallerinde artisa yol agarak oksidatif stres mekanizmalari iizerinden, hiicrelerin
apoptoz ve nekroz ile 6liime yol agtig1 gosterilmistir (95). Calismamizdaki elektron
mikroskobik bulgularimiz bu ¢alismay1 destekler niteliktedir.

Sinif I fosfotidilinositol 3-kinaz (PI3K)/ protein kinaz B (Akt/PKB) yolagi
hiicre proliferasyonunda 6nemli kontrol yolaklarindandir. Ayni1 zamanda otofaji
kontrolinde ©6nemli olan bu yolagin aktivasyonu, hiicrelerde otofajiyi
baskilamaktadir. PTEN, (PI3K)/Akt/mTOR sinyal yolagini inhibe eden tiimor
baskilayict gendir. PTEN, (PI3K)/Akt/mTOR yolaginda inhibisyon ile hiicrelerde
otofajiyi arttirmaktadir. Choudhury ve arkadagslari statinlerin meme kanseri hiicreleri

lizerindeki sitotoksik etkilerinin PI3K yolaginda inhibisyon iizerinden olabilecegi
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hipoteziyle MDA-MB-231 insan meme kanseri iizerinde yaptiklari ¢alismada,
simvastatinin Akt fosforilasyonunu azaltigi ve PTEN ekspresyonunda artisa yol
actigr gosterilmistir(15). Choudhury ve arkadaglarinin ¢alismasi ve otofaji
regiilasyonunda (PI3K)/Akt/mTOR sinyal yolaginin 6nemini gosteren g¢alismalar
(16), statinlerin meme kanseri hiicrelerindeki antiproliferatif ve apoptotik etkisinin
otofaji indiiksiyonu ile olabilecegini diigiindirmektedir. Bu bulgular1 destekler
nitelikte ¢calismamizda literatiirde ilk olarak MCF-7 meme adenokanser hiicrelerinde
atorvastatinin otofajik etkisi incelenmistir. MCF-7 hiicrelerinde atorvastatinin 10, 20
ve 80uM dozlari ile 24 ve 48 saat muamele sonrasinda beklin-1 ve LC3 otofaji
belirteclerinin  belirgin  immunreaktiviteleri saptanmistir. Beklin-1 ve LCS3,
sitoplazmada graniiler goriinim gostermektedir. Otofaji tespiti yapilan bir ¢ok
calismada LC3’lin bu noktasal ekspresyonlar1 6zel programlarla degerlendirilerek
kantitatif sonuglar alinmaktadir. Calismamizda hiicrelerde otofajinin kantitatif olarak
belirlenmesi amaciyla Atorvastatin 10uM, 20uM ve 80uM konsantrasyonlart ile 24
ve 48 saat muamele edilen hiicrelere LC3 ile sito ELISA yontemi uygulanmistir. 24
saat ELISA sonuglarinda atorvastatin 20uM dozunda; 48 saat ELISA sonuglarinda
atorvastatin 10uM dozunda otofaji en belirgin olarak saptanmistir. Son yillarda
statinlerin farkli hiicre hatlar1 iizerinde otofajik etkileri incelenmistir. Prostat kanser
hiicre hatlarinda atorvastatinin 1, 2,5, 10 ve 20uM konsantrasyonlar1 uygulanmasi
sonrasinda doz artisina paralel otofaji artis1 gosterilmistir (98). Bizim ¢alismamizda
bu c¢alismadan farkli olarak doz artisina paralel otofajide artis gozlenmemistir.
Atorvastatin 10uM grupta otofaji 48 saatte daha belirginken, atorvastatin 20uM
grupta 24 saatte daha belirgin olmasi yiiksek dozda otofajinin daha erken dénemde
meydana geldigini diisiindiirtmektedir. Atorvastatin 80uM dozunda otofajinin diger
gruplara gore diisiik seyretmesi hiicrelerin direk olarak nekrotik Oliimiine
baglanmaktadir. Calismamizdaki elektron mikroskobik inceleme sonuglart ile birlikte
degerlendirildiginde Atorvastatinin 80uM dozu otofaji indiiksiyonundan ¢ok

hiicreleri nekroza getiren toksik bir doz olarak gozlenmektedir.
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Calismamizda atorvastatinin 10uM, 20uM konsantrasyonlari ile 24 ve 48 saat
muamele edilen hiicre gruplarinin elektron mikroskobik incelemelerinde hiicrelerin
bliyiik cogunlugunda apoptotik ve otofajik degisiklikler saptanmistir. Atorvastatin 10
ve 20uM uygulanan gruplar karsilastirildiginda, 20uM uygulanan grupta apoptoz ve
otofaji; 10uM uygulanan gruba oranla daha fazladir. Apoptoz ve otofaji
mekanizmalart arasinda karigik bir iligki bulunmaktadir. Otofajinin hiicreleri
apoptozdan koruyan bir mekanizma oldugunu savunan gruplarin yani sira hiicrelerin
kullandigr bir hiicre O6liim mekanizmas1 olabilecegini savunan yayinlar da
bulunmaktadir. Meme kanseri hiicre dizilerinde apoptoz otofaji arasindaki karmagsik
iliskiyi anlamaya yonelik kurulan bir¢ok deney diizeneklerinden farkli sonuglar elde
edilmistir. Benzer olarak meme kanserinde umut vadeden ilaglarin bir¢ogunun
otofaji indiiksiyonu ile hiicre proliferasyonunda azalma ve hiicre Oliimiine yol
actigint gosteren c¢alismalar yani sira hiicreleri 6liimden koruyan bir savunma
mekanizmas1 oldugunu gosteren g¢alismalar da bulunmaktadir. Ornegin; Kuo ve
arkadaslari, Plumbago zeylanica bitkisinin kokiinden elde edilen ve antikarsinojenik
ozelligi bilinen plumbagin etken maddesinin etkisini MCF-7 ve MDA-MD-231 hiicre
hatlar1 {izerinde arastirmiglar ve plumbaginin meme kanseri hiicre hatlarinda Akt
yolagi inhibiyonu ile G2-M fazinda duraklama ile otofajiye yol actigini
gostermislerdir (70). Buna karsilik Espina ve arkadaglarinin insan duktal karsinoma
hiicrelerinin NOD/SCID farelere ksenotransplantasyonu iizerinde olusturduklari
duktal karsinoma insitu lezyonlarinda, malign oncii hiicreler bulundugunu ve bu
hiicrelerin yasamak icin otofajiyi savunma mekanizmasi olarak kullandiklarini
gosterdikleri karsit goriislii ¢alismalar da bulunmaktadir (75). Calismamizda 10uM
ve 20uM konsantrasyonlarda, doz artigina paralel apoptoz ve otofajideki artisin
nedeni yiiksek doza maruz kalan hiicrelerin kendilerini korumak i¢in otofajiyi
savunma mekanizmasi olarak kullanmalarina bagli olabilecegi gibi otofaji ile hiicre
Olimiine gitmeleri nedeniyle de olabilir. Apoptoz ve otofajinin arasindaki yakin
iliskiyi gosteren kanitlarin artmasi nedeniyle hiicre 6liim mekanizmalarinin tam
olarak anlasilmas1 i¢in ilaglarin sitotoksite etkilerine hem apoptoz hem otofaji
acisindan bakilmasi yararhdir. Apoptoz ve otofaji arasindaki iliski otofaji
inhibisyonunu sonrasinda apoptoz diizeylerinin belirlenmesi ile daha detayh

anlasilabilecektir.
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Calismamizda atorvastatin uygulanan hiicre gruplarinin elektron mikroskobik
incelemelerinde bazi hiicrelerin apoptotik ve otofajik dejeneratif 6zellikleri birlikte
icerdigi izlenmistir. Bu hiicrelerde otofaji ve apoptoz birlikte hiicre Oliimiini
saglamakta olabilecegi gibi, otofaji ile canliligin1 korumaya ¢alisan hiicrelerde otofaji
yeterli olmamis ve apoptotik mekanizma aktif hale gelmis olabilir. Literatiirde
apoptoz ile otofajinin bazi hiicrelerde koordine bir sekilde caligsarak hiicre 6liimiinde
ortak mekanizmalar olarak rol aldigni savunan goriisler bulunmaktadir. Apoptoz
temel olarak cekirdek degisiklikleri ve kromatin materyalinin yikimi {izerine
giderken, otofaji sitoplazmik materyallerin yikimi ile baglamaktadir. Bu nedenle
organellerden zengin ve bliylik cekirdegi olan hiicrelerde koordine bir sekilde
caligarak hiicreyi 6liime getirmeleri anlamlidir. Ancak MCF-7 hiicreleri kanser hiicre
morfolojisi olarak organelden fakir sitoplazmalara sahiptir. Bizim ¢alismamizda da
elektron mikroskobik incelemelerde MCF-7 hiicreleri organeldan fakir sitoplazmalari
ile izlenmistir. Bu nedenle ¢alismamizda bazi hiicrelerde apoptotik ve otofajik
ozelliklerin beraber goriilmesini, apoptoz ve otofajinin koordine bir sekilde ¢alisarak
hiicreleri 6liime getirmeleri ile a¢iklamak zordur. Otofajinin bu hiicrelerde savunma
mekanizmast olarak gorev almis olmasi, ancak yeterli olmamasi sonrasinda
hiicrelerin apoptoza gitmesi bizim ¢alismamizdaki hiicreler i¢in daha uygundur.

Elektron mkroskop incelemelerimizde atorvastatin uygulanan gruplarda,
kontrol gruplarina oranla daha az sayida mitokondriyon izlenmesi, mitokondriyon
cevresinde izolasyon zarlari ve mitokondriyonlara yakin komsulukta lizozomlarin
saptanmasi,  atorvastatin  uygulanan =~ MCF-7  hiicrelerinde = mitofajinin
(mitokondriyonlarin otofaji ile yok edilmesi) gergeklestigini diisiindiirtmektedir.
Atorvastatinin sican iskelet kas hiicrelerinde mitokondriyon membran potansiyelini
ortadan kaldirdigi gosterilmistir (100). Atorvastatinin ayrica MCF-7 hiicrelerinde
oksidatif stres mekanizmalar1 {lizerinden mitokondriyon membran potansiyelini
bozdugu bilinmektedir (95). Apoptoz otofaji iliskisinin arastirildigi bir baska
calismada HT- 29 hiicrelerinde sulindak tedavisine ek olarak otofaji inhibitorleri
uygulandiginda apoptotik hiicre Oliimiinde belirgin artis gosterilmis ve bunun
nedeninin mitokondriyonlarindan sitokrom c¢ salinimi1 hizli olan mutant HT- 29

hiicrelerinde; otofajinin mitokondriyonlar1 yikima ugratarak apoptozu geciktirmesi
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olabilecegi bildirilmistir (58). Elektron mikroskop incelemelerimizde elde ettigimiz
bulgular, atorvastatinin oksidatif stres ile mitokondriyon hasarma yol agmasi
sonrasinda, otofaji ile hasarli mitokondriyonlarin ortadan kaldirilmasima bagh
olabilir. Bu da otofajinin hiicreleri 6liimden koruyan bir savunma mekanizmasi
olarak gorev aldigin1 gostermektedir.

Erken, ge¢ otofaji belirtegleri ve nekroz arasindaki iliskiye yoOnelik
calismamizda 80uM’lik yiiksek doz konsantrasyonu ile 24 ve 48 saat muamele
edilen gruplarda hiicrelerin ¢ogunun nekroz ile kaybedildigi saptanmistir. Ancak
80uM doz gruplarindan elde edilen hiicrelerde 48 saatte daha az olmak iizere beklin-
1 ve LC3 otofaji isaretleyicilerinin ekspresyonu izlenmektedir. Atorvastatin 10uM ve
atorvastatin 20uM doz gruplarinda daha fazla sayida hiicrede yaygin ve kuvvetli
ekspresyonlar; atorvastatin 80uM dozunda ise c¢ok az sayida hiicrede kuvvetli
graniiler beklin-1 ve LC3 immunreaktiviteleri saptanmigtir. Atorvastatin 80uM
grubunda ise diger gruplara oranla apoptotik ve nekrotik hiicreler daha fazla
bulunmustur. Yiiksek konsantrasyonda otofaji azalirken, apoptoz ve nekrozun
artmasi; hiicrelerin otofajiyi savunma mekanizmasi olarak kullanmalarina ragmen
basarili olamadiklarini diisiindiirmektedir. Ayn1 zamanda yiiksek konsantrasyon ile
muamele sonrast az sayida kalan canli hiicrelerin otofaji siirecini gegirmis ve
yasamda kalmay1 basarmis olan hiicre grubu olduklarinin izlenimini vermektedir.
Literatiirde bu goriisiimiizii destekleyen ¢aligmalar bulunmaktadir. Ornegin, Burch ve
arkadaglar1 tamoksifenin 10uM dozu ile 24 saat muamelesi sonrasinda MCF-7
hiicrelerinin  biiyiikk ¢ogunlugunda nekroz ile hiicre Oliimiiniin gerceklestigini
gostermislerdir. Tamoksifenin 10uM dozu ile 1 saat muamele edilen hiicrelerde ise
otofajik ozellikler saptamiglardir. Ayni hiicrelerde 23 saat sonra hiicre 6liimiiniin
gerceklesmemesi lizerine otofajinin bu hiicrelerde yasamayi saglayan bir savunma
mekanizmas1 oldugunu 6ne stirmiislerdir (101). Apoptoz ve otofaji arasindaki iliskiyi
arastiran bircok calisma olmasina ragmen, otofaji ve nekroz arasindaki iliski tizerine
cok az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Otofaji ve nekroz iliskisinin arastirildig1 bu az
sayida c¢aligmada otofajinin hiicrelerdeki Oliime karst koruyan mekanizma
olmasindan c¢ok nekroz i¢in gereken bir 6n kosul oldugu savunulmustur. Bu
caligmalara ornek olarak Samara ve arkadaslari nematodlarda yaptiklar1 ¢alismada,

ndronlarin nekroz ile 6liimii i¢in otofajinin gereken bir 6n kosul oldugunu savunarak
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akut norodejeneratif olaylarda otofaji inbitdrlerinin yararli olacagini 6ne stirmiislerdir
(102). Bizim c¢alismamizda da atorvastatin 80uM gibi toksik bir dozda hiicrelerde
nekrotik Gzelliklere ek olarak otofaji isaretleyicilerinin immunreaktivitesini
bulmamizin nedeni, otofajinin savunma mekanizmasi olabilecegi gibi bu ¢alismalarin
gosterdikleri gibi otofajinin nekroz Oncesinde yer alan ve nekroza yardimci bir
mekanizma olmasi da olabilir.

Metabolik stres tiimorlerde sik gozlenen ve timor hiicrelerinin apoptoz ile
Olmesini saglayan bir siirecgtir. Apoptotik mekanizmalar1 hasarli olan hiicrelerde ise
metabolik stres otofajiyi uyarmakta, otofajide hasarli organelleri yikima ugratarak
hiicreleri 6liimden korumaktadir. P13-kinase/AKT yolagi mTOR aktivasyonu ile
hiicrelerin ¢ogalmasini saglayip, otofajiyi inhibe etmektedir. Bu yolagin metabolik
stres durumundaki tiimor hiicrelerinde asir1 aktivasyonu, hiicreler i¢in gereken enerji
ihtiyacini arttirip tiretilen enerjinin yetersizligine yol agarak tiimor hiicrelerini strese
sokmaktadir. Ayn1 zamanda mTOR’un aktivasyonu ile otofaji baskilandig1 igin
hiicreler organellerini yikima ugratarak enerji gereksinimlerini karsilayamamaktadir
(52). Timoér hiicrelerinde apoptotik mekanizmalarin hasar1 ve Akt yolaginin
aktivasyonu ile otofajinin baskilanmasi sonrasinda hiicrelerde nekrotik hiicre 6liimii
gerceklesmektedir. Ancak nekroz sonrasi inflamasyon kaginilmazdir. Inflamatuar
hiicrelerden salinan anjiogenetik faktorler, kemokin ve sitokinler timor hiicrelerinin
cogalmasina neden olmaktadir. Bu nedenle tiimor tedavilerinde nekrotik hiicre 6liimii
istenilen bir hiicre 6liim c¢esidi degildir. MCF-7 hiicrelerinde atorvastatinin 10uM,
20uM ve 80uM dozlarinin sitotoksik etkisini inceledigi bu ¢aligmada, her ti¢ dozda
da apoptoz, otofaji ve nekroz saptanmistir. 80uM doz grubunda ise hiicrelerin
cogunun nekroz ile oliime gittigi gozlenmistir. Literatiirdeki nekroz ve kanser
tedavisi lizerine calismalar 1s18inda, atorvastatin 80uM dozu meme kanseri
tedavisinde kullanilmasini 6nerebilecegimiz bir doz degildir.

Calismamizda kullandigimiz MCF-7 insan meme adenokarsinom hiicre hatti,
Ostrojen reseptorli pozitif invaziv olmayan bir hiicre soyudur. Lipofilik statinlerin
Ostrojen reseptorii negatif invaziv meme kanser hiicre hattinda (MDA-231) MCF-7
hiicre hattina kiyasla daha sitotoksik etkiler gosterdigi bildirilmistir (103). Ileri
donem caligmalarda statinlerle meme kanseri tedavisinde otofajinin roliiniin daha net

anlasilmasinda MDA-MB 231 gibi Ostrojen negatif, invazif meme adenokarsinom
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hiicre hattinin ve T47D gibi Ostrojen ve progesteron reseptOrii pozitif, invaziv
olmayan hiicre hattinin; yani daha fazla sayida ve farkli 6zellikte meme kanser hiicre
hatlarinin kullanilmasi yararli olacaktir.

Statinler, diinya genelinde yiiksek insidans ve mortalite oranlar ile ciddi bir
saglik sorunu olusturan meme kanserinin 6nlenmesinde ve tedavisinde umut vaat
ededen bir ilag grubudur. Literatiirdeki caligmalarda statinlerin meme kanser
dizilerindeki sitotoksik etkileri apoptoz mekanizmalar1 ile agiklanmistir. Meme
kanser hiicrelerinde statinler ile muamele sonrasi gozlenen programli hiicre 6liimleri
otofaji acisindan ele alinmamistir. Caligmamizda literatlirde ilk olarak klinikte en
yaygin kullanima sahip olan atorvastatinin, MCF-7 meme adenokanser
hiicrelerindeki antiproliferatif etki mekanizmasi1 otofajik acidan arastirilmistir.
Deneysel caligsmalarla, ilag etki mekanizmalarinin aydinlatilmasi ileri dénemde
yapilacak klinik caligmalara 1s1k tutmaktadir. Bu nedenle ¢alismamiz meme kanseri
tedavisinde kullanilabilecek statinlerin sitotoksik etki mekanizmalarina farkli bir
bakis getirmesi agisindan dnemlidir.

Hiicrelerde otofajik morfolojik 6zelliklerin saptanmasi ve MDC, LC3 gibi
otofajik isaretleyicilerle otofajik keseciklerin izlenmesi otofajinin hiicreleri 6liime
getiren bir mekanizma oldugunu tam olarak gostermez. Otofaji hiicrelerin stres
durumlarinda kullandiklar1 bir savunma mekanizmasi olabilecegi gibi hiicreyi 6liime
getiren bir silirecte olabilir. Otofajinin hiicreler iizerindeki etkisi ve otofaji apoptoz
arasindaki karmasik iligskinin daha net anlagilmasi 3-MA (3-metil adenin) gibi otofaji
inhibitorleri veya siRNA yontemi ile otofajinin baskilanmasi ve sonrasinda
hiicrelerin ~ canlilik  oranlart  ve apoptoz oranlarimin  belirlenmesi  ile
saglanabilmektedir. Calismamizda elde ettigimiz sonuglar 1s18inda  otofaji
inhibitorleri ile gergeklestirilecek ileri ¢aligmalar otofaji ve apoptozis arasindaki

iliskiyi daha net ortaya koyacaktir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Statin grubu ilaglardan atorvastatin, simvastatin ve fluvastatinin MCF-7
hiicrelerinde antiproliferatif etkileri bulunmaktadir. Antiproliferatif etkisi en

belirgin olan ilag grubu fluvastatindir.

Statin grubu ilaglardan atorvastatin, simvastatin ve fluvastatinin 10uM, 20uM ve
80uM konsantrasyonlarla 24 ve 48 saat uygulamasi sonrasinda MCF-7

hiicrelerinde apoptotik etkileri bulunmaktadir.

Atorvastatin, simvastatin ve fluvastatinin  10uM, 20uM ve 80uM
konsantrasyonlar1 ile 24 saat muamele edilen hiicre gruplarinda doz artisina

paralel apoptotik hiicre sayisinda artig bulunmaktadir.

Atorvastatin, simvastatin ve fluvastatinin 80uM konsantrasyonu ile 48 saat
muamele edilen gruplarda, hiicrelerin yiiksek konsantrasyon ilaca uzun siire
maruz kalmasi nedeniyle nekrotik hiicrelerin sayisi yiiksek olarak saptanmuistir.
Hiicrelerin birgogunun nekroz ile kaybedilmesine bagli olarak, ii¢ ilacinda 80uM

dozunda apoptotik hiicre sayisi diger gruplara oranla diistiktiir.

MCF-7 hiicrelerinde atorvastatin 10uM, 20uM ve 80uM konsantrasyonlari ile 24

ve 48 saat uygulama sonrasinda otofaji tespit edilmistir.

Atorvastatin 10uM ve 20 uM uygulanan gruplarda daha fazla sayida hiicrede,
graniiler ve kuvvetli beklin-1 ve LC3 otofaji belirteglerinin immunreaktivitesi

belirgindir.

Elektron mikroskobik goriintilemede MCF-7 hiicrelerinde Atorvastatin 10uM,
20uM uygulanan gruplarda apoptotik ve otofajik ince yap1 degisiklikleri;
Atorvastatin 80uM uygulanan gruptaki hiicrelerde ise en ¢ok nekrotik ince yap1

degisiklikleri bulunmaktadir.
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ONERILER

Otofaji, baz1 hiicreleri 6liime getiren bir yikim siireci olmasmin yani sira, bazi
hiicreleri 6liimden koruyan bir savunma mekanizmasi olarak da gorev almaktadir.
Otofajinin, apoptoz Oncesi bir basamak oldugunu gosteren calismalara karsin,
hiicrelerin apoptozla Olimiinii engelledigini savunan yayinlarda bulunmaktadir.
Calismamizda otofaji inhibisyonu yapilmadigi i¢in apoptoz ve otofaji arasindaki
iliski net olarak ortaya konulamamistir. Apoptoz ve otofaji arasindaki karisik
iligkinin ve otofajinin MCF-7 hiicrelerindeki roliiniin daha net anlasilmasi i¢in 3
metiladenin gibi otofaji inhibitdrleri ile otofaji inhibisyonu sonrasinda hiicre oliimii

ve ¢ogalmasinin arastirilmasi gerekmektedir.

Calismamizda kullandigimiz MCF-7 insan meme adenokarsinom hiicre hatti,
Ostrojen reseptOrii pozitif invaziv olmayan bir hiicre soyudur. Statinlerle meme
kanseri tedavisinde otofajinin roliinlin anlasilmasi icin MDA-MB 231 gibi Ostrojen
negatif, invazif meme adenokarsinom hiicre hattin1 ve T47D gibi Ostrojen ve
progesteron reseptdrii pozitif, invaziv olmayan hiicre hattini; yani daha fazla sayida
ve farkli Ozellikte meme kanser hiicre hatlarin1 igeren kapsamli calismalar

gerekmektedir.
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