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Statinler, kesfedilen ilk kolesterol diisiirlicii ajanlardir. Kolesterol kan diizeylerini
onemli Ol¢iide diisirme yetenekleri nedeniyle, wuluslararasi kilavuzlar statinleri
hiperkolesterolemi i¢in birinci basamak tedavi olarak kabul etmektedir. Statinler, kolesterol
ve metabolitlerinin sentezini inhibe ederek ¢esitli kanser tiirlerinde antiproliferatif etkiler
gostermistir. Bir dizi gozlemsel ¢aligsma, statin kullanicilarinda kanser baslangicinda bir risk
azalmasi veya kanser sonuglarinda iyilesme oldugunu bildirmistir. Farkli kanser tiirleri
iizerinde gergeklestirilen bircok in vitro ve in vivo c¢alisma, statinlerin kanser hiicresi
proliferasyonunu ve metastazi inhibe ettigi molekiiler mekanizmalarin altin1 ¢izmistir. Bu
mekanizmalar, statinlerin kanser tedavisi ve oOnlenmesinde kullanilmasinin temeli olarak
kabul edildi. Statinlerin antiproliferatif etkileri, hem mevalonat yolunun inhibisyonunun hem
de pleiotropik etkilerinin, yani antioksidan, antiinflamatuar ve immiin modiilator
ozelliklerinin bir sonucudur ve hastanin sagkalimi ve kanser niiksii lizerinde biiylik bir etkiye
sahiptir. Bu calismasinda, Atorvastatin ve Irinotekan’in ayri ayr1 ve birlikte, MDA-MB-231
meme kanseri hiicreleri iizerindeki sitotoksik ve metastatik etkisi arastirilmistir. Ayrica
caligmada Bcl-2, Akt-1 ve BAD proteinleri ile molekiiler kenetleme analizleri yapilarak
caligma sonugclar1 teorik olarak desteklenmistir. Calisma sonuglar1 bir 6n ¢alisma niteliginde
olup ileriki ¢alismalarda molekiiler mekanizmalar1 ¢alisilacak ve yeni tedavi metodlarinin
kesfi yapilacaktir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, Atorvastatin, Irinotekan, Toksisite, Molekiiler kenetleme
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Statins were the first cholesterol-lowering agents discovered. Because of their ability
to significantly lower cholesterol blood levels, international guidelines recognize statins as
first-line treatment for hypercholesterolemia. Statins have demonstrated antiproliferative
effects in various types of cancer by inhibiting the synthesis of cholesterol and its metabolites.
A number of observational studies have reported a reduced risk of cancer onset or improved
cancer outcomes in statin users. Many in vitro and in vivo studies on different types of cancer
have highlighted the molecular mechanisms by which statins inhibit cancer cell proliferation
and metastasis. These mechanisms have been considered the basis for the use of statins in
cancer treatment and prevention. The antiproliferative effects of statins are a result of both the
inhibition of the mevalonate pathway and their pleiotropic effects, that is, their antioxidant,
anti-inflammatory and immunomodulatory properties, and have a major impact on patient
survival and cancer recurrence. In this study, the cytotoxic and metastatic effects of
Atorvastatin and Irinotecan, separately and together, on MDA-MB-231 breast cancer cells
were investigated. In addition, the study results were theoretically supported by molecular
docking analyzes with Bcl-2, Akt-1 and BAD proteins. The study results are a preliminary
study, and in future studies, molecular mechanisms will be studied and new treatment
methods will be discovered.

Keywords: Cancer, Atorvastatin, Irinotecan, Toxicity , Molecular Docking
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Aciklama
Kisaltmalar
ATVIAVT/ Atorvastatin
HMG-CoA 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A
HMGCR 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A rediiktaz
LDL Diisiik yogunluklu lipoprotein
VLDL Cok diistik yogunluklu lipoprotein
LDL-C Diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterol
TC Toplam kolesterol
TG Trigliseritler
ROS Reaktif oksijen tiirleri
SOD Stiperoksit dismutaz
CAD Katalaz
GSH Glutatyon
GPx Glutatyon peroksidaz
MDA Malondialdehit



1. GIRIS
1.1.Statinler

19. yiizyilin tip ve patoloji alaninda 6nde gelen liderlerinden biri olan Alman
patolog Virchow (1821 — 1902), miyokard enfarktiisiinden olen hastalarin arter
duvarlarinin siklikla kalinlasmis ve diizensiz, sarimsi yaglh madde ile tikanmis damar
hastaligindan o6ldiiklerini belirlemistir. Bu patolojik duruma Yunanca yulaf lapasi
anlamina gelen aterom adi verilmis ve daha sonra kolesterol olarak tanimlanmuistir.
1913'te Anitschkow ve Chalatow, tavsanlara kolesterol verilmesinin, insanda goriilene
benzer sekilde ateromatéz hastaligina yol a¢tigimi gostermislerdir. Ancak o zamanlar
bilim diinyas1 kolesterol ile koroner kalp hastaligi (KKH) arasinda herhangi bir nedensel
baglant1 olduguna ikna olmamist1 ¢iinkii bu hastaliga sahip hastalarin ¢ogunda plazma
kolesterol diizeyleri genel niifus ortalamasindan ¢ok da farkli degildi(Steinberg ve dig,
1999; Kannel, 1995). Dawber liderligindeki Framingham ¢alismasi, 1950'lerde kan
kolesterolii ile diger potansiyel risk faktorleri ve koroner hastaliktan 6liim arasindaki
iligkiyi ileriye doniik olarak incelemek amaciyla baslatildi. Bu ¢alisma, yiiksek plazma
kolesterolii ile KKH mortalitesi arasinda giderek daha giiglii bir iliski kurmustur ve
poplilasyona dayali diger birgok caligma tarafindan da dogrulanmistir. 1950'lerde
baslatilan Yedi Ulke Arastirmasi, Kuzey Avrupa iilkeleri ve Amerika Birlesik
Devletleri'nde hem yiiksek plazma kolesteroliine hem de yiiksek KKH 6liim oranlarina
sahip oldugunu gosterdi. Buna karsilik, plazma kolesterolii ve KKH mortalitesi Giiney
Avrupa'da onemli Olgiide daha diisiiktli, hatta Japonya'da daha da diisiik oldugu
gosterildi (Keys ve ark., 1984). Daha sonraki arastirmalar, KKH mortalitesi ile iliskinin
temel olarak diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) ile oldugunu ortaya ¢ikardi. Daha
sonraki caligmalar, LDL kolesteroliin toplam kolesteroliin yaklasik %70'in1
olusturdugunu ve yliksek yogunluklu lipoprotein (HDL) kolesteroliin KKH mortalitesi
ile ters orantili oldugunu gosterdi. Yukaridaki bulgular, yiiksek toplam veya daha
dogrusu LDL kolesteroliin koroner hastalikla nedensel olarak iliskili oldugunu ve bunu
azaltmanin miyokard enfarktiisii ve diger koroner olay riskini azaltacagini one sliren
“Lipid Hipotezine” yol agmaktadir. Bu hipotez, kolesterolii diisiirmenin herhangi bir
klinik fayda sagladigina dair ag¢ik kanitlarin bulunmamasi nedeniyle uzun yillar

tartismali kaldi.



Statinlerin (HMG-CoA rediiktaz inhibitorleri) kesfinden 6nce, bir dizi beslenme
temelli c¢alisma ve birkag ilag ¢alismasi, KKH olan ve olmayan hastalarda bir azalma
oldugunu bildirmisti. Higbir ¢alisma yeterince ilgi ¢ekici degildi ancak bir araya
getirildiginde, kolesterolii diisiirmenin KKH riskini azalttigina dair bir egilim oldugunu
gosterdi (Endo ve ark., 1976). Bu g¢alismalara ve Ulusal Saglik Enstitiileri'nin (NIH)
Koroner Temel Onleme Caligmasina (ABD) dayanarak, 1984'te toplanan NIH Uzlas:
Konferansi, yiiksek LDL kolesteroliiniin diyet ve ilaglarla diistiriilmesinin KKH riskini
azaltacagi sonucuna varildi (Endo ve ark., 1977). NIH (ABD), Konsensiis
Konferansinin bulgularint kabul etmis ve ertesi yil, hiperkolesteroleminin tedavisinin
onemi konusunda egitmek i¢in biiyiik bir program baslatmustir.

Cogu memeli hiicresi kolesterol iiretebilir. Kolesterol biyosentezi, 30'dan fazla
enzimi iceren karmasik bir siirectir. Biyosentetik yolun ayrintilart 1950l ve 1960l
yillarda birgok kurumda incelenmistir. Kolesteroliin diisiiriilmesinin KKH riskini
azaltacagt umuduyla, [Sekil 1]'deki basitlestirilmis yol, plazma kolesterol
konsantrasyonlarin1 azaltacak ila¢ arayisinda dogal bir hedeftir. Yolagin ge¢ bir
basamagini inhibe eden Triparanol, 1960'1 yillarin ortalarinda klinik kullanima sunuldu
ancak kisa bir siire sonra katarakt gelisimi ve cesitli kutandz yan etkiler nedeniyle

piyasadan ¢ekilmistir (Tsujita ve ark., 1979).

HMG-CoA reductase

v
v

Sekill.l. Kolestreol biyosentez yolagi (Hajar ve ark., 2011).
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HMG-CoA rediiktaz (3-hidroksi-3-metil-glutaril-CoA), kolesterol biyosentetik
yolunda hiz smirlayici enzimdir ve plazma kolesterol konsantrasyonlarini azaltacak ilag
arastirmalarinda ¢ekici bir hedeftir.

1970'lerde Japon mikrobiyolog Akira Endo, antimikrobiyal ajan arayisi sirasinda
ilk olarak Penicillium citrinum'un fermantasyon sivisinda ML236B (kompaktin) HMG-
CoA rediiktaz lizerinde giiclii bir inhibitor etkiye sahip dogal iriinler kesfetti (Endo ve
ark., 1976; Endo ve ark.,1977). Higbir HMG-CoA rediiktaz inhibit6riiniin yararl
antimikrobiyal aktiviteye sahip oldugu gosterilmemesine ragmen, kolesterol biyosentez
yolundaki hiz simirlayict adimi inhibe eden bir maddenin yararli lipit diistiriicii
Ozelliklere sahip olabilecegi olasiligi, Endo ve ark. tarafindan hizla takdir edildi.
Tavsan, maymun ve kopekte kompaktinin plazma kolesteroliinii diistirdigii
gosterilmistir(Tsujita ve ark., 1976). Kompaktin bilesiginin prototipi Sankyo tarafindan
gelistirildi ve heterozigot ailesel hiperkolesterolemili hastalarin plazmasindaki toplam
ve LDL kolesterol konsantrasyonlarini azaltmada oldukga etkili oldugu gosterildi
(Mabuchi ve ark., 1981; 1983). 1978'de Merck Research'ten Alberts, Chen ve ark.
Laboratuvarlar, Aspergillus terreus'un fermantasyon sivisinda giiclii bir HMG-CoA
rediiktaz inhibitori bulmustur (Alberts ve ark., 1980). Kesiflerine mevinolin adini

verdiler ve daha sonra resmi olarak lovastatin adin1 verdiler.

1.2.11k ila¢ Lovastatin

Merck, 1980 yilinda saglikli goniilliiler iizerinde lovastatin ile ilgili klinik
denemelere baglamistir. Lovastatinin, saglikli goniillillerde LDL kolesterolii diistirmede
belirgin bir yan etki olmaksizin garpici derecede etkili oldugu gosterilmistir (Toberts ve
ark., 1982; 1982) Bununla birlikte, kompaktin ile ilgili klinik denemeler, kullanimiyla
ilgili endiseler ciddi hayvan toksisitesi nedeniyle durduruldu. Kompaktin ve lovastatin
yakin yapisal benzerlige sahiptir; bu nedenle Merck, lovastatin ile yapilan klinik
deneyleri askiya aldi ve ek hayvan giivenligi ¢alismalar1 baslatmistir. Lovastatinin
gelecegi belirsizdi. Ancak 1982'de kiiciik Olcekli klinik arastirmalar icin, mevcut
tedaviye direngli siddetli heterozigot ailesel hiperkolesterolemili (FH) secilmis kii¢iik
hasta gruplarinda etkisini test etmek amaciyla tekrar lovastatin denendi. Arastirmacilar,
¢ok az yan etkiyle birlikte, LDL kolesteroliinde dramatik diisiisler buldular (Bilheimer
ve ark., 1983; Illingworth ve ark., 1984). Daha sonra Londra'da Thompson, lovastatinin,
heterozigot FH'li hastalarda aferezin hipolipidemik etkisini 6nemli 6l¢iide arttirdigini

bulmustur(Thompson ve ark., 1986).



1984'te, randomize, ¢ift kor Faz IIb plasebo kontrollii calismalarda, lovastatinin
heterozigot FH (Havel ve ark., 1987) ve KKH ve ailesel olmayan hiperkolesterolemili
(Lovastin ve ark., 1986) hastalarda saglikli goniillillerde oldugu kadar etkili oldugu
bulundu (Tobert ve ark., 1982). Bu etkiler, lovastatinin LDL kolesteroliinde, kontrol
ajanlar1 olan kolestiramin ve probukolden (Lovastin ve ark., 1988;1990) ¢ok daha fazla
azalma sagladigi ve c¢ok az yan etki gosterdigi daha biiyiik Faz III c¢aligmalarda
dogrulanmistir.

Lovastatin, apolipoprotein-B  iceren lipoproteinlerde, ozellikle LDL
kolesteroliinde ve daha az 6l¢iide plazma trigliseridlerinde dnemli bir azalmaya ve HDL
kolesteroliinde kiigiik bir artisa neden olmustur. Gozlemlenen tolerabilite miikemmel
olmaya devam etti ve ¢cok az sayida hasta yan etkilerden dolay1 tedaviyi birakti. Kasim
1986'da Merck, lovastatinin diizenleyici onay1 i¢in bagvurdu ve ABD FDA danigma
paneli oybirligiyle ilacin onaylanmasi1 yoniinde oy kullandi ve onay 1987'de verildi.
Lovastatin regeteyle kullanima sunuldugunda, doktorlar ilk kez plazma kolesteroliinde
biiyiik diisiisler elde edebildiler. Onerilen giinliik 80 mg'lik maksimum dozda lovastatin,
LDL kolesteroliinde ortalama %40'lik bir azalmaya yol acti;(Lovastin ve ark.,
1988;1990) o donemde mevcut tedavilerin herhangi biriyle elde edilebilecek olandan
cok daha biiyiik bir azalma. Ilag ¢ok az yan etki yaratt1 ve giinde bir veya iki dozda
verildiginde hastalarin almasi kolay oldu. Lovastatin, hiperkolesteroleminin tedavisinde
devrim yaratmaya devam etti ve baslangicta 1 milyar ABD dolarinin {izerinde yillik
satig zirvesine ulasti. Statinler 2009 yilinda diinya ¢apinda 35,3 milyar dolar gelir elde
etti. Boylece lovastatin, tip camiasinin baslangictaki sliphelerine ragmen bir basari

Oykiisii haline geldi.



Sekil 1.2. Lovastatin ‘in 2D ve 3D yapisi(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)

1.3.Statinler ve Klinik Kullamim

Lovastatinin 1987'de ticari olarak piyasaya siiriilmesinden once lipid diisiiriicii
diyet degisiklikleri, kolestiramin ve kolestipol gibi safra asidi tutuculari, nikotinik asit,
fibratlar ve probukol ile sinirliydi. Bununla birlikte, bu tedavilerin etkinligi veya tolere
edilebilirligi veya her ikisi de sinirlidir. Hastalar i¢in kabul edilebilir diyet degisiklikleri
toplam ve LDL kolesterolde yalnizca kii¢iik degisiklikler yaratti (Tang ve ark., 1998).

Ote yandan, gelistirilen ilk statin olan lovastatin, LDL kolesteroliinde ortalama
olarak anlamli bir diisiis sagladi, cok az yan etki gosterdi ve hastalar i¢in glinde yalnizca
bir veya iki doz dozaji gerektirmesi nedeniyle alimi kolaydi. Bu nedenlerden dolay1
lovastatin hastalar tarafindan hizla kabul gordii.

Simvastatin klinikte kullanilan ikinci statindir. Ek bir yan zincir metil grubu
bakimindan lovastatinden farkli olan simvastatin, 1988 yilinda Isveg'te ve ardindan
diinya capinda pazarlanmak iizere onaylandi. Bunu 1991'de Pravastatin, 1994'te
fluvastatin, 1997'de atorvastatin, 1998'de serivastatin (daha fazlasi1 asagida) ve 2003'te
rosuvastatin takip etti.


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

Sekil 1.3. Simvastatin ‘in 2D ve 3D yapisi(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)

Lovastatin bir fermantasyon {irlinlidiir. Simvastatin, lovastatinin yar1 sentetik bir
tiirevidir ve pravastatin, biyotransformasyon yoluyla dogal {iriin kompaktinden tiiretilir.
Diger tim HMG-CoA rediiktaz inhibitorleri tamamen sentetik iirlinlerdir. Farkli
statinlerin onerilen maksimum dozuyla LDL kolesteroliinde elde edilebilecek ortalama
azalma %35 ile %55 arasinda degigsmektedir.

Giiniimiizde ¢esitli sayida statin bulunmaktadir. Bunlar: Atorvastatin (lipitor,
ator, tarden, kolestor, saphire vb), Fluvastatin (lescol) , Lovastatin (lovakor), Pravastatin
(pravachol), Simvastatin (zocor, zovatin, lipovas, simvakol vb), Rosuvastatin (crestor
vb), Pitavastatin (alipza)dir.

1.4.Statinin Yan Etkileri

Hayvanlarda, statinler yiiksek dozlarda 6nemli toksisiteye neden olur: hepatik
transaminazlarda artig, karacigerde atipik fokal hiperplazi, sicanin 6n midesinde
(insanda bulunmayan bir organ) skuamoz epitelyal hiperplazi, katarakt, merkezi sinir
sisteminde vaskiiler lezyonlar. CNS), iskelet kas1 toksisitesi, testis dejenerasyonu ve her
ne kadar statinler agik¢a genotoksik olmasa da karaciger ve diger bolgelerdeki tlimorler
(detaylar statinlerin {iriin sirkiilerlerinde bulunabilir). Neyse ki, nadir goriilen miyopati

vakalar1 ve hepatik transaminazlarda belirgin ancak asemptomatik artiglar disinda,
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hayvanlarda bulunan olumsuz etkilerin hicbiri insandaki terapotik dozlarda ortaya
cikmamaktadir. Statinlerin gilivenliginin belirlenmesi, uzun siireli genis klinik
arastirmalarda ve daha kisa siireli uzmanlagsmis ¢alismalarda onemli ¢aba gerektirdi.
Simvastatin, pravastatin ve lovastatin ile ilgili bes yillik calismalar yaynlanmistir.
Fluvastatin ile dort yillik daha kiiglik bir ¢alisma da rapor edilmistir,atorvastatin ile
yakin zamanda yapilan ve 3,3 yillik takip siiresi olan biiyiik bir calisma da rapor
edilmistir (Scandinavian Simvastatin Survival Study Group, 1994; Pedersen ve ark.,
1996; Heart Protection Study Collaborative Group , 2002; Shepherd ve ark., 1995;
Sacks ve ark., 1996; The Long-Term Intervention with Pravastatin in Ischaemic Disease
(LIPID) Study Group , 1998; Down ve ark., 1998; Serruys ve ark., 2002; Sever ve ark.,
2003) .

Hayvan toksikolojisi calismalarinda kataraktin gozlemlenmesi 6zellikle endise
vericiydi. Lovastatin ve simvastatin ilk kez pazarlandiginda, olasi mercek
bulanikliklarini erken bir asamada tespit etmek i¢in yarik lamba muayenesi gerekliydi.
Goreceli olarak kiigiik hasta popiilasyonlarinda 6zel tekniklerin (Chylack ve ark., 1993;
Schmidt ve ark., 1994; Harris ve ark., 1995) ya da biiyiik popiilasyonlarda rutin yarik
lamba muayenesinin (Laties ve ark., 1991) kullanildigi birgok c¢alisma, lens
opasitelerinin aktif ve plasebo gruplarinda benzer siklikta meydana geldigini gosterdi.
Ancak 2010 yilinda British Medical Journal, statinlerin katarakt ve bobrek riskini
artirabilecegine dair bir ¢alisma yayinladi. Aragtirmacilar, statin alan her 10.000 kiside
yaklasik 271 daha az kalp hastalig1 vakasi, 8 daha az 6zofagus kanseri vakasi, 307 ilave
katarakt hastasi, 23 ilave akut bobrek yetmezligi hastasi ve 74 ilave karaciger fonksiyon
bozuklugu vakasi oldugunu tahmin ediyor (Hippisley-Cox ve ark., 2010).

Belirli herhangi bir bolgede kanser riskinde herhangi bir artis olduguna dair iyi
bir kanit bulunamamistir (La Rosa ve ark., 1999). Iskandinavya Simvastatin Hayatta
Kalma Calismasinda (4S), orijinal olarak simvastatin tedavisine randomize edilen
hastalar arasinda daha az kansere dogru bir egilim vardi (Pedersen ve ark., 2000) yedi
yil sonra (¢aligmanin bitiminden sonra ilave iki yil). Arastirmacilar statinler ile kanser
arasinda bir baglant1 bulamadilar; kanser riskinde ne artis ne de azalma. 3 Mart 2012'de
FDA, statinlerin etiketlerindeki gilivenlik bilgilerinde degisiklik yaptigin1 duyurdu:
Yiiksek kan sekeri seviyelerinde ve tip 2 diyabet tanis1 alma riskinde kii¢iik bir artis var.
Buna ek olarak, statin etiketleri artik ilaclart alan bazi hastalarin yasadigi hafiza kaybi
ve kafa karigiklig1 gibi belirli biligsel etkilere iligkin raporlar1 da yansitacak. Duyuruda

riskin "kiiglik" oldugu ve bu ilaglarin kullanimin1 maddi olarak etkilememesi gerektigi
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belirtildi. Diyabet riskinin yalnizca simvastatin (Zocor), atorvastatin (Lipitor) ve
rosuvastatin (crestor) gibi daha giiglii statinlerle ve 6zellikle daha yiiksek dozlarda
gercek oldugu goriilmektedir. FDA'min giivenlik bilgilerindeki en son degisikligi, statin
alan hastalarin artitk karaciger enzimlerinin rutin periyodik takibine ihtiyag
duymamasidir. FDA, statinlerle ciddi karaciger hasarinin bireysel hastalarda nadir ve
ongoriilemez oldugu ve karaciger enzimlerinin rutin periyodik izlemesinin bu nadir yan
etkinin tespit edilmesinde veya 6nlenmesinde etkili olmadig1 sonucuna varmistir.
1.5.Kanser ve Atorvastatinler

Kanser, hiicre biiylimesi ve boliinmesinden sorumlu yollardaki bir bozukluktan
kaynaklanan ¢ok hiicreli bir hastaliktir (Chafer ve ark., 2011). "Diinya Kanser Kaydi"
X(World Cancer Registry) tarafindan yayinlanan verilere gore, 2020 yilinda 10,0
milyonu iligkili 6liim olmak iizere 19,3 milyon yeni kanser vakasi teshis edildi. Bunlar
arasinda kadin meme ve akciger kanseri (%18) en sik goriilen kanserler arasinda yer
aldi. Konu biiyiik 6nem tasidigindan, konuyla miicadele icin etkili tarama ve tani
yontemlerinin yani sira etkili tedavi stratejilerinin de uygulanmasi gerekmektedir (Smith
ve ark., 2019; Smith ve ark., 2020). Kanser etiyolojisine bakildiginda kanserin ortaya
cikmasinda ve gelismesinde hem genler hem de g¢evresel faktorler tanimlanmigtir.
Cevresel faktorler bazen belirli mutasyonlara neden oalrak hastaligin yaygimligini ve
ilerlemesini etkilemektedir; ornegin belirli virtis tiirleri, bilinen DNA dizilerini

mutasyona ugratma potansiyeline sahiptir (Hausman ve ark., 2019; Sun ve ark., 2021).

Genler ayrica hiicre proliferasyonu, metastaz giicii, terapdtik yanitlar ve genel
prognoz gibi kanserin diger 6l¢iilebilir 6zelliklerine de miidahale eder (Alizadeh ve ark.,
2015; Kentis ve ark., 2020; Marusyk ve ark., 2012).
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Sekil 1.4. Kanser hiicresinde hiicre i¢i sinyal aglar1 (Harvey ve ark., 2019)

Kanser tedavi acisindan mevcut tedavi secenekleri "cerrahi ve ameliyatsiz"
bashigi altinda toplanmis olup bunlar arasinda radyoterapi ve kemoterapi en cok
uygulanan ameliyatsiz yontemlerdir. Ancak gen terapisi ve hipertermi Onerilen diger

seceneklerdir (Arruebo ve ark., 2011).

Sekill.5. Kanser tedavileri
(https://www.sriramakrishnahospital.com/blog/oncology/latest-advancements-in-

cancer-treatment/)



https://www.sriramakrishnahospital.com/blog/oncology/latest-advancements-in-cancer-treatment/
https://www.sriramakrishnahospital.com/blog/oncology/latest-advancements-in-cancer-treatment/

Kemoterapi veya radyoterapi planlanirken olasi yan etkiler onem arz etmektedir.
Ciddi ¢eliskili konulardan biri, miyokard, bobrekler, karaciger ve safra sistemleri,
kemik iligi, kaslar vb. dahil olmak tiizere c¢ok sayida saglikli organ iizerindeki
istenmeyen etkileridir(Liu ve ark., 2021). Bir diger énemli zorluk ise dldiiriicii terapotik
doza yetersiz yanit verilmesidir(Ng ve ark., 2013; Selzer ve ark., 2013). Bu nedenle, bu
istenmeyen etkileri degistirmek icin, kanser tedavisine yaniti artiracak koruyucu ve
duyarhlastirici ajanlar belirlenmelidir (Asghari ve ark., 2019; Pouri ve ark., 2019;
Shaghaghi ve ark., 2021).

Statinlerin inflamatuar yanit1 hafifletme, endotel fonksiyonunu iyilestirme,
antioksidan, anti-trombotik ve anti-apoptotik etkilere sahip olma potansiyelini gosteren
Klinik ve deneysel calismalar mevcuttur (Reiss ve ark., 2009). Hiperkolesterolemili
hastalarda statinler ateroskleroz gelisimini azaltmaktadirlar. Monosit aktivasyonunu
inhibe ederler, metaloproteaz sentezini ve interlokin (IL)-6, timor nekroz faktorleri
(TNFa) ve IL-1B gibi proinflamatuar sitokinleri arttirirlar (Ferro ve ark., 2000; Solheim
ve ark., 2001).

Farkli statin tilirleri arasinda atorvastatinin radyasyona karsi koruyucu ve
duyarlilastirict etkileri oldugu gosterilmistir (Zhou ve ark., 2010; Hosseinimehr ve ark.,
2020; Beckwitt ve ark., 2018; Cai ve ark., 2014;Crevar ve ark., 2016;Davignon ve ark.,
2004;Jaikumkao ve ark., 2016; Ramanjaneyulu ve ark., 2013; Yang ve ark., 2010;
Zhang ve ark., 2015). Antioksidan ve antiinflamatuar 6zellikleri de diger statin tiirlerine
gore daha giigliidiir. Birgok kanit, atorvastatinin endojen ve eksojen serbest radikallerle
bas etme yetenegini desteklemektedir (Furberg ve ark., 1999). Boyle dikkate deger
ozellikler, atorvastatini sadece kemo ve radyo korumasi acisindan degil, ayn1 zamanda
duyarlilastiric1 olarak da kanser tedavisi i¢in iyi bir aday haline getirmektedir (Profumo
ve ark., 2014).

1.6.Atorvastatin (Kimyasal Formiil, Ortak Kullanim ve Etki Mekanizmasi)

Atorvastatin, 1981 yilinda ilk sentetik statin olarak tasarlanmis ve kisa siirede
LIPITOR adiyla piyasaya c¢iktt (Roth, 2002) . Atorvastatin, [R-(R*, R*)]-2-(4-
florofenil)-B,  8-dihidroksi-5-(1-metiletil)-3-fenil-4-[(fenilamino)  karbonilin  bir
kalsiyum tuzudur ]-1H-pirol-1-heptanoik asit ve ampirik formiil
(C33H34FN205)2Ca-3H20 (Sekil 1.6 ).
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Sekil 1.6 . Atorvastatinin 2D yapisi1 (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)

Sekil 1.7 . Atorvastatinin 3D yapis1 (https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)
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HMG-CoA rediiktazin lipofilik ve doku segici inhibitoriidiir. Oral uygulamadan
sonra yiiksek emilime sahiptir. Atorvastatin, karaciger, dalak ve adrenaller tizerindeki
etkileri yoluyla(van Leuven Sl, 2005), sonunda diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) ve
trigliseritlerde azalmaya ve yiliksek yogunluklu lipoproteinde (HDL) artisa yol agar
(Kawahara ve ark., 2013;Kurogi ve dig, 2013). Hepatik ve endotelyal lipaz, VLDL'den
LDL iiretiminde olduk¢a yogundur. LDL'min ¢ogu, LDL reseptorlerine baglanarak

karaciger tarafindan kandan ¢ikarilir.

upregulation
of renal LDL
receptors

Sekil 1.8. Statinlerin etki mekanizmasi

(https://ecampusontario.pressbooks.pub/healthdiseasetopics2019/chapter/6-2-

atorvastatin/)

1.7.Kanser ve Tedavileri

Kanser, anormal hiicre biiylimesi ve kontrolsiiz ¢ogalmanin neden oldugu bir
hastaliktir. Viicudun herhangi bir dokusunda ortaya ¢ikabilir ve zamanla diger bolgelere
yayilabilir. Kanser hem kotii huylu hem de iyi huylu tiimérleri icerir ( Hausman,
2019). Kanser diinya ¢apinda 6nemli bir 6liim nedeni olarak kabul edilmektedir.
Diinya Saglik Orgiitii'niin 2020 verilerine gore kanser, 9,6 milyon 6liim arasinda ikinci
sirada yer aliyor. Kanser farkli organlarda ve farkli siklikta ortaya ¢ikabilir. Erkeklerde

en sik gorillen kanserler akciger, prostat, kolon, mide ve karaciger kanseridir.
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Kadinlarda meme, kolon, akciger, rahim agzi ve tiroid kanserleri su anda en yaygin
olanlardir. Birlegsmis Milletler saglik kurulusuna gére 2020 yilinda 2,3 milyon kadindan
685.000'1 meme kanserinden 6ldii. Son bes yilda 7,8 milyon kisiye meme kanseri teshisi
konuldu ve bu da istatistiksel olarak kadinlarda en sik goriilen kanser haline geldi
(Birlesmis Milletler Diinya Saglik Orgiitii, 2023). Kanser icin risk faktrleri arasinda
sigara icmek, alkol tiiketimi, beslenme aliskanliklari, obezite, egzersiz eksikligi,
genetik, enfeksiyonlar ve ¢evresel faktorler yer alir. Kanser tedavisinde erken teshis ¢cok
onemlidir. Kanser taramasi ve diizenli kontroller kanserin erken tespit edilmesine ve
tedavi seceneklerinin genisletilmesine yardimct olur. Kanser tedavisi, kanserin tiiriine,
evresine ve hastanin genel durumuna gore farkli yontemler gerektirebilir. Bunlarin
altinda; cerrahi islemler, kemoterapi, radyoterapi, immiinoterapi, hedefe yonelik tedavi
ve hormonal tedavi yer almaktadir. Tedavi yaklasimi multidisipliner bir ekibin
degerlendirmesiyle ve hastanin bireysel durumu dikkate alinarak belirlenir. Kanser
arastirmalar1 ve tedavisi siirekli gelisen bir alandir. Yeni tedavi segeneklerinin kesfi,
hastanin hayatta kalmasini ve yasam kalitesini iyilestirmeyi amaglamaktadir
(Mercadante ve ark., 2022).

Cogu kanserin gelisiminde g¢evresel faktdrler ve yasam standartlarma iliskin
faktorler onemli rol oynamaktadir. Kanserin patogenezi hem kalitsal genetik
anormalliklerle (%5-10) hem de eksojen ve endojen gevresel etkilerin neden oldugu
edinilmis genetik anormalliklerle (%90-95) iliskilidir. Bu faktorlerin karmasik
etkilesimi belirli doku ve organlar1 etkileyebilir ve kanser riskini artirabilir.
Epidemiyolojik ¢alismalar ¢cevresel kimyasallara, fiziksel veya biyolojik ajanlara maruz
kalmanin kanser riskini artirdigim gostermektedir. Ornegin bazi endiistriyel
kimyasallar, radyasyon, asbest ve sigara duman1 gibi ¢evresel faktorler kanser riskinizi
artirabilir. Maruz kalma dozu ve siiresi ile bunlarin genetik veya edinilmis konakg1
faktorlerle olan karmasik etkilesimlerinin, kanser gelisiminde 6nemli faktorler oldugu
bilinmektedir (Mau ve ark., 2016). Cevresel kanserojenlere maruz kalmak kanser
riskini artirabilir. Ancak bu risk faktdrlerine maruz kalmak kanser gelisimini garanti
etmez. Bireyin genetik yapis1 ve yasam tarzi faktorleri de kanser riskini etkiler. Saglikli
bir yasam tarzi kanser riskinizi azaltmaya yardimci olabilir. Buna sigara ve alkolden
uzak durmak, saglikli beslenmek, diizenli egzersiz yapmak, giinesten korunmak ve
enfeksiyonlardan korunmak da dahildir. Kanser arastirmalarinin odak noktasi ¢evresel
risk faktorlerini belirlemek ve kanser gelisiminin molekiiler mekanizmalarim

anlamaktir. Bu arastirma, kanserle miicadelede Onleyici stratejiler gelistirmeyi ve daha
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etkili tedaviler bulmayir amaglamaktadir. Ayrica ¢evresel faktorlere maruziyetin
azaltilmasi ve koruyucu oOnlemlerin alinmasi kanserin Onlenmesinde biiylik 6nem
tasimaktadir (Torre ve ark. 2016). Kanser, anormal hiicre biiyiimesinden kaynaklanan
tiimorlerden gelisir. Bu tiimérler iyi huylu veya kotii huylu olabilir. Iyi huylu tiimérler
yerinde kalir ve ¢evre dokulara yayilma gostermezler. Bu tip tiimor yavas biiylime
egilimindedir ve siklikla tedavi edilebilir. Iyi huylu tiimérler normal hiicrelerin gevre
dokuda yogunlagmasina neden olabilir ancak bu dokuyu istila etmez. Normal viicut
fonksiyonlarina miidahale etmez. Diger yandan kétii huylu tiimorler istila edip metastaz
olusturabilir. Bu tiimoérler bulunduklar1 yerden biiyliylip ¢cevre dokulara yayilabilecegi
gibi, lenfatik ve dolasim sistemleri yoluyla viicudun diger bolgelerine de yayilabilirler.
Metastaz, kanser hiicrelerinin diger organlara veya dokulara yayilarak kanserin
ilerlemesini daha tehlikeli hale getirmesidir. Ko6tli huylu tiimorler daha hizli biiytliyebilir
ve tedavi edilmedigi takdirde bireyin hayatini tehlikeye atabilir (Skuse, 2015). Kanser
hiicrelerinin istila etme ve metastaz yapma yetenegi, kanserin siddetini belirleyen
faktorlerdir. Bu nedenle kanserin erken teshis edilmesi ve tedavi edilmesi Onemlidir.
Ciinkii kanserin tiirii ve evresi ne kadar erken teshis edilirse bireysel tedavi sansi da o
kadar artar. Kanser arastirmasi ve tedavisinin odak noktasi, kanser hiicrelerinin
yayilmasini 6nlemek i¢in gesitli stratejiler gelistirmektir. Kanser genellikle karsinom,
sarkom veya lenfoma olarak siniflandirilir. Bu gruplarin genel 6zellikleri sunlardir:
Karsinom: Karsinom, viicudun epitelyal veya glandiiler dokularinda baglayan
kanserdir. Epitel doku, viicudun yiizeyini (deri), i¢ organlarin (akcigerler, mide,
bagirsaklar ve gogiisler gibi) ve dis salgi bezlerini (tiroid, pankreas ve adrenal bezler
gibi) kaplayan dokudur. ). Karsinomlar tiim kanserlerin yaklasik %90'mi1 olusturur ve
meme, prostat, akciger, kolon kanserleri gibi bir¢ok kanseri iceren bir sinif olusturur.
Sarkomlar: Sarkomlar bag dokusunda (kas, kemik, kikirdak ve fibroz doku gibi) gelisen
kat1 tiimorlerdir. Sarkomlar viicudun iskelet sistemini, kaslarin1 ve yumusak dokularini
etkileyebilir. Kanser vakalarinin karsinomlardan daha kiiciik bir kismin1 olustururlar ve
genellikle daha az goriiliirler. Lenfoma: Lenfoma, bagisiklik sisteminin bir pargasi olan
lenfatik sistemde baslayan bir kanser smifidir. Lenfatik sistem; buna lenf diigiimleri,
lenf damarlar1 ve dalak gibi organlar dahildir. Lenfoma, lenfosit ad1 verilen bagisiklik
hiicrelerinden gelisir. Lenfoma kanser vakalarinin yaklasik %8'ini olusturur (Cooper,
2000). Viicudun farkli yerlerinde ortaya ¢ikan farkli kanser tiirleri vardir. Meme,
prostat, akciger ve kolon kanserleri tiim kanser vakalarmin c¢ogunlugunu

olusturmaktadir. Bu kanserler, erken teshis ve tedavi edildigi takdirde daha 1iyi
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sonuglarin alinabilecegi kanserlerdir. Kanser arastirmalar1 ve erken teshis yontemleri,
bu yaygin kanserlerin teshis ve tedavisini gelistirmeye devam ediyor. Timor hiicreleri
normal hiicrelerden bir¢ok degisiklige sahip olmalar1 nedeniyle farklilik gosterir. Bu
farkliliklar kanser hiicrelerinin biiyiime kontroliinden hiicre yapisina kadar pek ¢ok
alaninda ortaya ¢ikar. Bazi1 temel farkliliklar sozkonusudur. Normal hiicrelerin aksine
kanser hiicreleri kontrolsiiz bir sekilde biiyiir ve ¢ogalir. Normal hiicrelerin biiyiime ve
cogalma siirecleri siki bir sekilde kontrol edilir ancak kanser hiicreleri bu kontrolii
kaybeder. Kanser hiicreleri normal hiicrelerden farkli bir sekle sahip olabilir. Normal
hiicreler diizenli bir yapiya sahiptir ancak kanser hiicreleri siklikla anormal bir sekle
veya diizensiz ~ goriiniime sahiptir. Kanser hiicreleri normal hiicrelerle saglikli
etkilesimler kuramazlar. Normal hiicreler birbirleriyle iletisim kurarak doku yapisini
korurken, kanser hiicreleri bu etkilesimleri bozarlar. Membran 6zelliklerine
bakildiginda kanser hiicrelerinin hiicre zar1 normal hiicrelere gore farkli ozelliklere
sahip olabilir. Bu degisiklikler kanser hiicrelerinin istila etme ve metastaz yapma
yetenegini artirabilir. Kanser hiicreleri normal hiicrelere gore farkli bir hiicre iskeleti
yapisina sahip olabilir. Bu hiicre seklini ve hareketini etkileyebilir. Kanser hiicreleri
normal hiicrelere gore farkli proteinler salgilayabilir. Bu proteinler tiimdr biiylimesini
tesvik edebilir veya ¢evredeki dokulara zarar verebilir (Lodish ve ark., 2000).

Proto-onkogenler ve tiimdr baskilayici genler kanser gelisiminde onemli rol
oynamaktadir. Proto-onkogenler tipik olarak hiicre biiylimesini ve ¢ogalmasini kontrol
eden proteinleri kodlar. Ancak mutasyonlar veya genin asir1 ekspresyonu meydana
geldiginde proto-onkogenler, kanser gelisimine katkida bulunan onkogenlere
dontigebilir. Tiimor baskilayici genler, hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde ve anormal
hiicre cogalmasiin dnlenmesinde énemli rol oynar. Bu genlerdeki mutasyonlar kanser
gelisimine katkida bulunabilir ve kontrolsiiz hiicre biiyiimesine neden olabilir. Bu
farkliliklar1 anlamak, kanserin baslangicini ve ilerlemesini daha iyi anlamamiza ve yeni
tedaviler gelistirmemize yardimci olacaktir (Feng ve ark., 2018).
1.8. Meme Kanseri

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tiirtidiir. Bu hem insidans (yeni
enfeksiyon sayis1) hem de mortalite (6liim orani) acisindan 6nemli bir saglik sorunudur.
Meme kanseri tanisi alan kadinlarin sayisi her gecen yil artmaktadir (Birlesmis Milletler
Diinya Saglik Orgiitii, 2023). Meme kanseri, meme dokusunda baslayan anormal hiicre
biliylimesi ile karakterizedir. Erken teshis ve tedavi 6nemlidir ¢linkii meme kanserinin

erken teshis edilmesi durumunda tedavi edilme olasiligi daha ytiksektir. Meme kanseri
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icin risk faktorleri; yas, genetik faktorler, hormonal faktorler, obezite, alkol tiiketimi,
sigara kullanimi, hormon tedavisi, radyasyona maruz kalma ve aile Oykiisii gibi
faktorleri igerir. Ancak bir¢gok meme kanseri vakasinin nedenleri tam olarak
anlasilamamustir (Park ve ark., 2022). Tedavi yaklasimlari meme kanserinizin evresine,
tiriine ve diger faktorlere bagh olarak degisir. Tedavi secenekleri arasinda ameliyat,
kemoterapi, radyasyon tedavisi, hormon tedavisi ve hedefe yonelik tedavi yer alir.
Tedavi plani hastanin durumu ve istekleri dikkate alinarak bireysellestirilecektir. Meme
kanseri bilinglendirme ve erken teshis programlari, bu hastaligin goriilme sikliginin
azaltilmasinda ve hayatta kalma oranlarinin arttirilmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir.
Kadinlar, risk faktorlerini ve semptomlarini 6grenerek ve diizenli saglik kontrollerinden

gecerek saglik durumlarini takip etmelidir (Park ve ark., 2022).

Types of Breast Cancer

& ®He

Ductal breast cancer Lobular breast cancer

Mixed tumor breast cancer .

Inflammatory breast cancer

Sekil 1.9. Meme  kanseri tiirleri(https://www.everydayhealth.com/breast-

cancer/guide/types/)

Proto-onkogenler ve tiimor baskilayici genler kanser gelisiminde onemli rol
oynamaktadir. Proto-onkogenler tipik olarak hiicre biiylimesini ve ¢ogalmasini kontrol
eden proteinleri kodlamakatdir. Ancak mutasyonlar veya genin asir1 ekspresyonu
meydana geldiginde proto-onkogenler, kanser gelisimine katkida bulunan onkogenlere
dontisebilir. Tiimor baskilayici genler, hiicre dongiisliniin diizenlenmesinde ve anormal
hiicre ¢ogalmasinin 6nlenmesinde dnemli rol oynamaktadir. Bu genlerdeki mutasyonlar

kanser gelisimine katkida bulunabilir ve kontrolsiiz hiicre biiylimesine neden olabilir.
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Bu farkliliklar1 anlamak, kanserin baslangicini ve ilerlemesini daha iyi anlamamiza ve
yeni tedaviler gelistirmemize yardimci olacaktir (Feng ve ark., 2018).

Cogu meme kanseri karsinom adi verilen tiimorlerden olusur. Karsinomlar
meme dokusundaki epitelyal hiicrelerden kaynaklanir. Bu tiimérler meme dokusundaki
bezlerden veya kanallardan kaynaklanir ve en sik goriilen meme kanseri tiiriidiir.
Sarkomlar meme kanserleri arasinda nadir goriilen bir durumdur. Fillodes tiimorleri
meme stromasindan (bag dokusu) kaynaklanan ve genellikle iyi huylu olan nadir
timorlerdir. Antisarkomlara meme stromasindan kaynaklanan malign tiimorler denir
(Fares ve ark., 2020). Meme kanseri igin risk faktorleri siklikla bireyin kontrolii disinda
gelisir. Cinsiyet onemli bir risk faktoriidiir ¢linkii kadinlarin meme kanserine yakalanma
olasilig1 erkeklere gore onemli 6l¢iide daha yiiksektir. Genetik faktorler de dnemli bir
rol oynamaktadir. Ozellikle BRCA1 ve BRCA2 gibi mutasyonlar meme kanseri riskini
arttirmaktadir. Ailesinde meme kanseri dykiisii olan kisiler de yiiksek risk altindadir.
Yas meme kanseri riskini artiran faktorlerden biridir. Meme kanseri riski yasla birlikte
artar. Diger risk faktorleri arasinda hormonal faktorler (Ostrojen ve progesteron),
onceden teshis edilmis meme kanseri, Ostrojen hormonlariyla hormon replasman
tedavisi, obezite, alkol alimi ve radyasyona maruz kalma yer alir (Smolarz ve ark.,
2022). BRCAT1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlar meme kanseri riskini artirir ancak
PTEN ve TP53 gibi diger genlerdeki mutasyonlar da meme kanseri gelisimine katkida
bulunabilir. Yiiksek risk grubundaki kadinlarda bu genetik mutasyonlarin test edilmesi,
meme kanseri gelisiminin erken tespiti veya onlenmesi acisindan 6nemli olabilir. Meme
kanserinin malign hale gelmesinin ana nedenlerinden biri metastazdir. Metastaz, meme
kanseri hiicrelerinin orijinal tiimdrden ayrilarak viicudun diger bdlgelerine yayilmasi
anlamina gelir. Bu metastazlar genellikle kemik, akciger, karaciger, beyin gibi uzak
organlara ulagabilir. Metastaz kanser tedavisini ve prognozunu etkileyebilir. Bazi
hastalarda meme kanseri agresiftir ve birincil tiimoriin kesfedilmesinden kisa siire sonra
uzak bolgelere yayilabilir. Ancak uzun siire metastaz olusmayabilir. Bu durumda meme
kanseri metastaz1 i¢in risk faktorlerini belirlemek ve uygun tedavi segeneklerini
degerlendirmek zor olabilir (Feng ve ark. 2018). Timor baskilayict genler doku
biiylimesinin normal kontroliinde 6nemli bir rol oynar. Bu genler, hiicre ¢ogalmasim
sinirlayan ve tiimor olusumunu onleyen proteinlerin liretilmesinde rol oynar. Bununla
birlikte, bu genlerin islevi, nokta mutasyonlari, silinmeleri veya tiimor baskilayici
genlerin ekspresyonunun kaybi gibi degisikliklerden etkilenebilir. Bu durumda hiicre

bliylimesi ve ¢ogalmasi kontrolsiiz hale gelebilir. BRCA1 ve BRCA2 genleri tiimor
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baskilayic1 genler olarak kabul edilir. Bu genlerdeki mutasyonlar meme, yumurtalik,
prostat ve kolon kanseri dahil olmak {izere ¢esitli kanser tiirlerinin gelismesine yol
acabilir. Yillar siiren arasgtirmalar BRCA genindeki mutasyonlarin kanser riskini
artirdigin1 gosterdi. BRCA1 ve BRCA2 genlerinde 100'den fazla farkli dogal mutasyon
tespit edilmistir. Bu mutasyonlar BRCA genlerinin fonksiyonunu etkileyerek kanser
gelisimine katkida bulunabilir (Tufail ve ark.,, 2022). BRCA mutasyonlarinin
penetrasyonu cok yiiksektir, bu da bu mutasyona sahip kisilerin ¢ogunun kansere
yakalanma riskinin yiiksek oldugu anlamina gelir. Bu nedenle BRCA mutasyonuna
sahip kisilerin diizenli test ve koruyucu tedavilerle kanser riskini kontrol altina almalar1
cok onemlidir. Ek olarak BRCA genetik testi, yiiksek riskli bireylerin erken tani ve
tedavi i¢in uygun adimlari atmasina yardimci olabilir (Casabuon ve ark., 2020). Meme
kanseri aragtirmalar1 ve ¢alismalart meme kanserinin farkli alt gruplara ayrilabilecegini
gostermistir. Bu alt gruplar tiimor hiicresi 6zelliklerine, hormon reseptér durumuna ve
genetik yapiya gore siniflandirilir. Meme kanseri alt1 ana alt gruba ayrilir:

Luminal A tlimoérleri goglis kanallarim1 kaplayan ic¢ hiicrelerden gelisir. Bu
tiimdrler tipik olarak dstrojen reseptorii (ER) ve progesteron reseptorii (PR) pozitif ve
HER-2 negatiftir. Luminal A tiimdrleri en iyi prognoza sahiptir. Luminal B tiimoérleri de
i¢ hiicrelerden kaynaklanir ancak Luminal A tiimorlerine gore daha agresif 6zelliklere
sahiptir. Luminal B tiimdrleri ER ve/veya PR pozitif olabilir. Yiiksek dereceli tiimdrler
daha biiyiik boyut ve lenf nodu metastazi gibi 6zelliklere sahiptir ve daha kotii prognoza
sahip olabilir. Uglii negatif meme kanseri, ER-negatif, PR-negatif ve HER-2 negatif
olan tiimorleri ifade eder. Bu tiimorler bazal hiicrelere benzer 6zelliklere sahip olabilir.
Uclii negatif meme kanseri genellikle daha agresiftir ve kotii prognoza sahiptir. HER-2
tipi tiimorler ER ve PR negatif, HER-2 pozitiftir. Bu tiimorlerde diisiik dereceli lenf
nodu olugumunun goriildiigi iyi bilinmektedir. HER-2 tipi tiimorler kotii prognoza
sahiptir ve niiks ve metastaza egilimlidir. Claudin-diisiik tiimorler genellikle il
negatif tiimorlerdir; ayrim, hiicreler aras1 yapisma proteinlerinin azalmasina ve sik sik
lenfositik sizint1 olusumuna dayanmaktadir. Claudin-diisiikk tiimérler mezenkimal ve
kok hiicre 6zellikleri sergileyebilir. Normal benzeri tiimdrler ise, meme kanserinin nadir
bir alt grubudur ve bu tiimorlerin kiiciik oldugu ve olumlu prognoza sahip oldugu iyi
bilinmektedir (Torre ve ark., 2016). Bu alt gruplar meme kanserinin heterojen yapisini
ve farkli molekiiler 6zelliklerini yansitmaktadir. Bu smiflandirma, hasta tedavisi ve

prognoz konusunda daha spesifik yaklasimlarin gelistirilmesine yardimeci olabilir.
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Ancak tedavi yaklagimi bireysellestirilmeli ve her hasta i¢cin en uygun tedavi plam

belirlenmelidir (Mehrgou ve ark. 2016).
1.9.Meme Kanseri Tedavisi

1.9.1.Cerrahi yontem

Genigsletilmis veya radikal mastektomi: Meme koruyucu cerrahinin uygun
olmadigir durumlarda meme ve koltuk altindaki lenf diigiimlerinin ¢ogunun ¢ikarilmasi
ameliyati. Radikal mastektomi: Bu, goglis duvarindaki memeyi, koltuk alt1 lenf
diigtimlerini ve gogiis kaslarini ¢ikaran cerrahi bir iglemdir.

Basit mastektomi: Meme ucu da dahil olmak {izere memenin tamaminin alindigi
ameliyattir. Koltuk alti lenf bezlerine veya kas dokusuna herhangi bir miidahale
yapilmaz. Meme kanseri riski yiiksek olan bazi kadinlarin her iki memesi de alinabilir
(bilateral mastektomi) (Fares ve ark., 2020).
1.9.2.Radyoterapi

Radyasyon tedavisi, meme kanserini tedavi etmek igin yiiksek enerjili 1ginlart
kullanan bir yontemdir. Meme kanserinin farkli evrelerinde kullanilabilir ve lokal
kontroliin saglanmasi amaciyla yapilir. Ayrica semptomlart azaltmak igin palyatif
bakimda da kullanilir. Radyoterapinin amaci hedef bolgeye esit doz dagilimi saglamak
ve saglikli dokuya en diisiik dozu ulastirmaktir (Maani ve ark. 2022).
1.9.3.Kemoterapi

Kemoterapi, kanser hiicrelerini yok etmek icin bir veya daha fazla ilacin
kullanildigi bir tedavidir. Meme kanserinde kemoterapi tek basina veya hormon
tedavisiyle birlikte kullanilabilir. Tedavi plan1 hastanin yasi, tiimor biiyiikliigii, biyolojik
ve patolojik Ozellikleri dikkate alinarak gelistirilir. Kemoterapi ilaglarinin hastalarin
hayatini zorlastirabilecek gesitli yan etkileri vardir. Bu tedaviler meme kanserinin klinik
ozelliklerine, yerlesimine ve hastanin durumuna gore degismektedir. Tedavi plani,
hastanin durumunun doktorla birlikte degerlendirildigi ve bireysellestirilmis bir
yaklagimin belirlendigi multidisipliner bir yaklagima dayanmaktadir (Kurt ve ark.,
2018). Kemoterapinin uygulanmasi gesitli yan etkilerle iliskilidir. Bunlarin altinda :

Yorgunluk: Kemoterapi sirasinda ve sonrasinda sik goriilen bir yan etkidir.
Hastalar siklikla kendilerini zayif ve yorgun hissederler. Sag¢ dokiilmesi: Kemoterapi
hizla boliinen hiicreleri hedef alir ve sa¢ koklerini etkileyebilir. Bu nedenle sag

dokiilmesi meydana gelebilir. Saclar genellikle tedaviden sonra yeniden ¢ikar ancak

19



kalict sa¢ dokiilmesi meydana gelebilir. Cilt sorunlari: Kemoterapi cildi etkileyerek
kizariklik, kuruluk, kasinti, dokiintii ve hassasiyet gibi sorunlara neden olabilir.
Zayiflamis bagisiklik sistemi: Kemoterapi, bagisiklik sisteminin normal isleyisini
etkileyebilir ve enfeksiyonlarla savagsma yeteneginizi azaltabilir. Hastalar
enfeksiyonlara karsi daha duyarli olabilir. Bulanti ve kusma: Kemoterapi bulant1 ve
kusmaya neden olabilir. Bu yan etkiler kullanilan kemoterapi ilacina, dozuna ve bireysel
farkliliklara gore degisiklik gosterebilir. Istahsizlik ve kilo kaybi: Kemoterapi istah
kaybmma ve kilo kaybina neden olabilir. Bu, hastalarin yeterli besin almasimi
zorlastirabilir ve kilo kaybina neden olabilir.

Sindirim sorunlari: Kemoterapi ishale, kabizliga, karin agrisina, siskinlige ve
sindirim sorunlarina neden olabilir. El ve ayaklarin sismesi: Bazi kemoterapi ilaglari
periferik sinirlere zarar vererek el ve ayaklarda sisme, karincalanma, uyusma ve agri
gibi semptomlara neden olabilir. Bu duruma periferik néropati denir. Kalp sagligi
sorunlart: Baz1 kemoterapi ilaglar1 kalp dokusuna zarar verebilir ve kalp sorunlarina
neden olabilir. Bu nedenle kemoterapi alan hastalarin kalp fonksiyonlarinin diizenli
olarak takip edilmesi gerekmektedir. Konsantrasyon sorunlari: Kemoterapinin bazi
hastalarda agagidaki norolojik etkileri olabilir: B. Konsantrasyon sorunlari, hafiza kaybi
ve biligsel gerileme. Ruh hali degisiklikleri: Kemoterapi bazi hastalarda depresyon,
anksiyete, sinirlilik ve diger ruh hali degisikliklerine neden olabilir. Cinsel sorunlar:
Kemoterapi cinsel istegin azalmasina, kisirliga ve diger cinsel sorunlara neden olabilir.
Bu yan etkiler tedavinin tiirline ve dozuna bagl olarak degisebilmektedir (Nurgali ve
ark. 2018). Ozetle kemoterapinin birgok yan etkisi ve dezavantaji olabilir. Ancak bu
etkiler hastadan hastaya degisiklik gosterir ve bircok yan etki tedavi sonrasinda
tekrarlayabilir. Tedavi silirecinde hastalarin saglik ekibiyle iletisim kurmasi ve yan
etkilerin yonetilmesi konusunda destek almasi 6nemlidir (Ramirez ve ark. 2010).

1.10. irinotekan

Kimyasal formiilii Cs3H3gN4sOg olan irinotekanin molekiill agiligt 586.7

g/mol’diir. Iriotekan piranoindolizinokinoin grubunun bir iiyesidir (National Center for

Biotechnology Information (2023).
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Sekil 1.10. A) irinotekan 2 boyutlu yapisi. B) Irintekan 3 boyutlu yapis1 (National
Center for Biotechnology Information (2023). PubChem Compound Summary for CID
60838, Irinotecan. Retrieved July 7, 2023
from https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Irinotecan.)

1.11. IRINOTEKAN’IN GENEL OZELLIKLERI

Yirmibes yil dnce sitotoksik bir ilag olan irinotekan Japonya’da kanser tedavisi
icin onaylanmistir. Yirmi yildan fazla bir siiredir kullanilan ilacin kanser tedavilerinde
biiyiikk katki sagladigi bildirilmektedir (Bailly,C., 2019). Son 15 yilda irinotekan
pediatrik sarkom hastalarinin tedavisinde ©Onemli bir ajan olarak kullanilmaya
baslanmustir. Irinotekan aktif bir kompleks olan SN-38 ‘e dogrudan déniistiiriilebilen bir
on ilagtir. SN- 38 ise replikasyon sirasinda olusan DNA topoizmeraz 1 kompleksini
sitabilite ederek sitotoksisiteye aracilik eder. Irinotekanin, diger ajanlarla birlikte
rabdomiyosarkom ve ewing sarkomun tedavisinde kullanimi giderek yayginlagmaktadir
( Wagner, LM, 2015). irinotekan ¢ocuk solid tiimérleri i¢in umut vadetmektedir.
Yapilan bir ¢alismaya gore niikseden tiimorlere sahip 16 ¢ocuk 25 giin ara verildikten
sonra 3 giin boyunca 180 mg/m2 irinotecan etken maddesini almistir. Bu ¢ocuklardan 7
‘si ndroblastom, 3’{i rabdomiyosarkom, 2’si nefroblastom, digerleri ise néroektodermal
ve leiomiyosarkom tiimoriine sahip oldugu hastalarin 5’inde kismi yanit elde edildigi,
hastalarin 2’sinde ise timor belirtecinde azalma saglandigi bildirilmektedir. ( Shitara, ve

ark., 2006).
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1.11.AMAC

Tez calismasinda Atorvastatin ve Irinotekan ilaclarinin meme kanseri iizerindeki

metastatik, sitotoksik ve in silico etkisinin arastirilmast  amaclanmustir.
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2. ONCEKI CALISMALAR

2.1.11aclarla ilgili genel cahsmalar

Atorvastatin, Hidroksimetilglutaril koenzim A (HMG-CoA) rediiktazi inhibe
ederek, kolesterol biyosentezinde hiz sinirlayici bir asama olan mevalonik asit
olusumunu engeller. Hiicre i¢i kolesterol azaldiginda, LDL reseptorlerinin sayisi artar
ve sonug olarak LDL-kolesterol klirensi 6nemli 6l¢iide artar (Blum, 1994; Rackley ve
ark., 1996; Malhotra ve ark., 2001). Giiniimiizde ATV, dislipidemiler i¢in yaygin olarak
10, 20, 40 ve 80 mg/giin dozlarinda tanimlanmaktadir (Jose ve ark., 2012).
Atorvastatinin LDL-C yagimi (TC, TG ve VLDL) azaltmada Atorvastatinin diger statin
tirlerinden daha etkili oldugu bilinmektedir (Wassmann ve ark., 2002; Jose ve ark.,
2012). Ayrica atorvastatin, lipid profilini, aortik NO sinyalini iyilestirerek ve vaskiiler
redoks homeostazisini yeniden diizenleyerek arsenik kaynakli hipertansiyonu
iyilestirmektedir (Sarath ve ark., 2014).

Atorvastatinin antikanser etkileri lipofilik statinlerin antikanser etkisi 06zel
calismalarda ortaya konmustur. Genel olarak, apoptoza ve hiicre Oliimiine yol agan
otofaji, kromozom kirilmalarinin yan1 sira oksidatif stresi indiikleyerek apoptoz ve Jun
N-terminal kinazlarin (JNK) aktivasyonu, ilgili mekanizma olarak bulunmustur
(Sanchez ve ark., 2008; Liu ve ark., 2009; Kang ve ark., 2014; Alarcon ve ark., 2017;
Liang ve ark., 2017).

Atorvastatinin kanser hiicreleri lizerindeki etkileri ¢ok sayida in vitro ¢alismada
aragtirllmigtir. Ornegin, HEK293 insan embriyonik bdbrek hiicrelerinde atorvastatin,
mevalonatta (MEV) otofajiye yol agan GGPP sentezini inhibe etmektedir (Sanchez ve
ark., 2008; Toepfer ve ark., 2011). Bir arastirmada atorvastatin, yumurtalik (IGROV1,
OVCAR3), meme (HS-578T, T47D), prostat (PC-3, DU-145), kolon (HCT-116, KM-
12), akciger (HOP-92, NCIH322M) ve beyin (SF-295, SF-539) kanserlerinin yani sira
melanom (SK-MEL-5, MDA-MB-435) dahil olmak tiizere farkli kati timor tiirleri
tizerinde degerlendirilmistir. Atorvastatin bu hiicreleri farkl sekillerde etki gostermistir.
Bazi hiicre hatlarinda hiicre biiylimesini ve ¢ogalma dongiisiinii baskilar ancak
digerlerinde en azindan diisiik doz uygulamada 6nemli bir degisiklik tespit edilmemistir

(Warita ve ark., 2014).
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Jones ve ark., (2017) yumurtalik kanseri hiicre hatlarinda ATV'nin anti-
proliferatif aktivitesinin, AKT/mTOR'un inhibisyonu ve apoptozu, otofajiyi, hiicresel
stresi ve hiicre dongiisii G1 durmasini indiikleyen MAPK yolaklarinin aktivasyonu ile
iliskili oldugunu agiklamistir. Ayrica ATV'nin anti-metastatik etkisine vurgu yaparak
hiicre yapigmasini ve istilasini engelledigini gosterdi. Bagka bir calismada, atorvastatin
yiiklii nanoyapili lipid tasiyicilar (NLC'ler), MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde
antitimor 6zellikler gostermistir (Gambhire ve ark., 2018). Ayrica, ii¢ boyutlu (3D)
modellerde, atorvastatinin meme kanseri hiicrelerinin  yeniden aktivasyonunu
Onleyebildigi bulunmustur (Beckwitt ve ark., 2018).

Atorvastatinin insan PC hiicre proliferasyonunu, migrasyonunu ve istila
yetenegini inhibe etmesi i¢in baska bir mekanizmadir (Cai ve ark., 2020). Atorvastatin
ayrica apoptozu tesvik ettigi gosterilmistir. Kaspaz-3 ve poli (ADP-riboz) polimeraz
(PARP) ve Bim yukan regiilasyonunun aktivasyonunun yani sira COX-2/PGE2/B-
katenin sinyal yolunun asagi regiilasyonu tanimlanmistir (Sheng ve ark., 2020; Cai ve
gao, 2021;Tulbah ve ark., 2021).

Atorvastatin ayrica MCF7 hiicrelerinde nekrozu tesvik etmekte ve kaspaz
bagimli apoptozu, mitotik hiicre dongiisiinii, gen ekspresyonunu ve morfolojik analizleri
arttirmaktadir (Abolghasemi ve ark., 2022).

Insan gébek kordonu matrisinden tiiretilen mezenkimal kok hiicreler ve
atorvastatinin bir kombinasyonu, in vitro insan meme karsinomu hiicrelerinin
cogalmasin1 ve gogiinii azalttigi baska bir ¢alismada gosterilmistir (Abolghasemi ve
ark., 2022). Anjiyogenez kanser gelisiminde ¢ok 6nemli bir adim oldugundan, ATV'nin
bu fenomen {iizerindeki olasi etkisini ¢ézmek i¢in bazi 6zel caligmalar yapilmistir.
Yiiksek dozda atorvastatinin, anjiyogenezi inhibe ederken apoptozu aktive ettigini ileri
stirmiiglerdir . In vivo galisma s6z konusu oldugunda ise, atorvastatin, nitrozamin
kaynakl1 sican mesane kanseri hiicresinin gelisimi {izerinde bariz bir inhibitor fonksiyon
gostermistir. Antioksidan, anti-proliferatif ve anti-inflamatuar 6zellikleriyle iligkili
oldugu one siiriilmektedir (Parada ve ark., 2012). Karaciger ve akcigere metastatik
meme kanseri olan vakalar iizerinde yapilan bir ¢alismada, atorvastatin, primer timor
hiicreleri {lizerinde anlamli bir etki olmaksizin, metastatik sitlerin proliferasyonunu
azaltmistir (Beckwitt ve ark., 2018). ATV'nin Trastuzumab (TZB) ile kombinasyonu
mide kanserinin timor hiicrelerine uygulandiginda AT, muhtemelen timdr hiicreleri
icindeki TZB birikimini artirarak TZB'in terapotik verimini artirmaktadir. ATV'nin

birlikte uygulanmasindan sonra tiimordeki TZB konsantrasyonu iki katina c¢ikmustir.

24



Ilging bir sekilde, TZB'nin kognitif bozukluk ve sa¢ dokiilmesi gibi bilinen yan etkileri,
kombine terapotik tedavide azaltilmistir(Lee ve ark., 2019). Atorvastatin, normal
dokuya zarar verirken farelerin kolon kanserinde Mandalina'nin terapotik verimini
artirabilir. Ornegin tedavi edilen farelerin viicut agirhigt ATV uygulanmasiyla
degismemektedir (Bao ve ark., 2020). Bdyle uygun bir sonug, kolanjiyokarsinom
tedavisi (CCA) i¢in ATV ve gemsitabin kombinasyonuna yonelik bir ¢aligmada da rapor
edilmistir(Kitagawa ve ark., 2020; EI Khashab ve ark., 2021).

Ilgili klinik arastirmalarin bulgulari, statinlerin mide kanseri riskinin yani sira
timoriin ilerlemesini de azaltabilecegini gostermektedir (Wang ve ark., 2007;
Chanchevalap ve ark., 2006;Mukai ve ark., 2007;Velarde ve ark., 2007;Feldt ve ark.,
2015). Klinik bir arastirmanin bulgularina goére, meme kanseri ¢ogalmasini azaltmak
icin ameliyattan sadece 2 hafta once yiiksek dozda atorvastatin (80 mg/giin) ile 6n
tedavi Onerilmistir. Siklin D1 ve p27'nin ekspresyonunu etkileyerek aracilik ettigi
goriilmektedir (Felth ve ark., 2015).

Son zamanlarda, ilerlemis pankreas kanserinden muzdarip hastalar {izerinde
yapilan bir calisma, statinlerin (simvastatin ve atorvastatin) kullaniminin genel
sagkalimda bir iyilesme ile baglantili oldugunu gostermistir (Tamburrino ve ark., 2020,
Shaghaghi ve ark., 2022).
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3. MATERYAL VE METOT

Bu boliimde arastirmada kullanilan yontemler detayli bir sekilde sunulmustur.
3.1. Materyal
3.1.1 Hiicre Hatlan

MDA-MB-231 hiicre hatt1 Kirsehir Ahi Evran Universitesi TibbiFarmakoloji

ARGE laboratuvarindan temin edilmistir.

3.1.2 Kimyasal ve Reaktifler

Tez caligmasinda kullanilan kimyasallar ve reaktifler Tablo 3.1. de verilmistir.

Tablo 3.1. Kimyasal ve Reaktifler

Kullanim
Amaci

Kimyasal ve Reaktif

Firma

Hiicrelerin Rutin

Bakim

RPMI-1640 Medium
Fetal Bovin Serum
(FBS) Gentamisin

Tripsin-EDTA
Phosphate Buffered Saline

(PBS)

Thermo, ABD

Hiicre invazyon

Matrigel

BD Biosciences,
ABD

Analizi : o e
Giemsa Cozeltisi Merck, Almanya
Metanol (% 100), Formaldehit (% 37) Tekkim, Tiirkiye
Cahismada Tamoksifen Merck,
Kullamlacak
. Klorambusil Almanya
Hlaclar
Merck,
Almanya
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Migrasyon
Deneyi

Giemsa Mavisi

Metanol

Merck,
Almanya
Merck,

Almanya
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3.1.3 Makine ve Techizat

Tez caligmasinda kullanilan kimyasallar ve reaktifler Tablo 3.2. de verlmistir.

Tablo 3.2. Makine ve Techizat

Kullanim Makine ve Techizat Uriin Firma Ad1
Amaci
CO; inkiibator Niive EC 160, Tiirkiye
Laminar Akiml Niive MN 090, Tiirkiye
Hiicresel Cahsma Kabin BAB, Tiirkiye
Inverted Mikroskop

Mikroskop Kamerasi

Leica, Almanya

PCR Cihaz
Vorteks
Mini Santrifiij Cihazi
Santrifiij Cihazi
Nanodrop Cihazi
ELISA Okuyucusu
Jel Yiikleme Cihazi

Thermo Hybaid, ABD
IKA® Vortex, ABD
Niive NF 024, Tiirkiye
Niive NF 400, Tiirkiye

Mecasys Obtizen
NanoQ, Kore

BIOTEK ELX808,
ABD

Molekiiler B
Calls:llla Jel Gorintiileme Thermo Scientific,
Cihaz1 ABD
BIO-RAD, ABD
Buzdolabi (+4 °C) Vestel
Buzdolab1 (-20 °C) Vestel
Malzeme Derin Dondurucu (-80 ARCTIKO
Depolanmasi
oC)
Masa Ustii Bilgisayar Hewlett Packard (Hp),
ABD
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3.2. Metod
3.2.1 Hiicre Kiiltiirii
3.2.1.1. MDA-MB-231 Hiicre Hattinin iki Boyutlu Olarak Gelistirilmesi
MDA-MB-231 kanser hiicre hatt1 % 10 (v/v) Fetal Bovin Serum eklenmis % 1
(v/v) Gentamisin igeren % 88 (v/v) RPMI-1640 besiyerinde 37 °C’de % 5 karbondioksit
inkiibator icerisinde 75 cm?’lik flasklarda iiretilmistir. Flask icerisine 12 mL taze medium

ilave edilmistir. Flask ylizeyinin % 80’1 hiicreler tarafindan kaplandik¢a, hiicreler

tripsin-EDTA kullanilarak pasajlanmustir.

Sekil 3.1. MDA-MB-231 Hiicrelerin Iki Boyutlu Gelistirilmesi

3.2.1.2 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Flask igerisinde biiyiitiilen ve gelistirilen hiicreler flask tabanini doldurmaya
bagladiktan sonra hiicreler yanlarindaki hiicreler ile yapisik hale gelmektedirler ve bu
durum hiicrelerin ameboid uzantilarinin yavaglamasimi ve hiicrelerin bilyiimesini
yavaglatan bir olay: tetikler bu olaya da kontakt inhibisyon olayr denilmektedir.
Hiicrelerin pasajlanmasi hiicre sayisinin yariya indirilerek hiicrelerin biiyiime
yeteneklerinin ve ¢ogalma yeteneklerinin stabil durumda birakilmasi olarak
tanimlanmaktadir (Phelan, 2015). Bu durum igin hiicreler yapistig1 flask tabanindan
bir substrat ile ayrilmasi ve daha sonra hiicrelerin ayri flasklara boliinerek hiicre
sayisinin azaltilmasi1 gerekmektedir. Hiicreler tabana yapisik halden kaldirimasi igin
Tripsin- EDTA denilen bir enzim ile kaldirilmahidir ve bu olaya da tripsinizasyon
denilmektedir (Phelan, 2015). Bu islem g6z Oniine alinarak, oncelikle hiicreler
mikroskop altinda incelenmistir ve % 80 flask tabanini kapladigi (ing. konfluent)
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gozlenmistir. Flask igerisindeki 12 mL hiicre mediumu ¢ekilip, 5 mL Phosphate-
buffered saline tamponu (ing. PBS) ile yikanmistir. Hiicrelerin tizerine 1 mL tripsin-
EDTA ilave edilip hiicreler flask tabanindan ayrilana kadar 37 °C’de 2 dakika inkiibe
edilmistir. Hiicreler flask tabanindan ayrildiktan sonra tripsinin hiicreler iizerindeki
toksik etkisini inhibe etmek i¢in 4 mL hiicre mediumu ilave edilip gerekli sayida hiicre

yeni bir kiiltiir sisesine aktarilmistir.
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3.2.1.3 Tripan Mauvisi ile Hiicre Saymm

Tripan mavisi boyasmin aktivitesi, kromoforun negatif yiikli oldugu ve
membran hasar gérmedigi silirece hiicre ile etkilesime girmedigi duruma baghdir
(Freshney, 1987). Bu nedenle 6lii hiicreler maviye boyanir ve 6lii olmayan hiicreler
tripan boyasi ile boyanmaz.

Tripsin-EDTA ile kaldirilan hiicreler ilk olarak bir ependorf igerisine 250 pL
hiicre soliisyonu eklenir daha sonra iizerine 10:1 oraninda boya eklenmelidir bu oran
g0z Oniine aldindiginda, 25 pL tripan mavisi soliisyonu ile karistirilip hemositometri
(Thoma Lami) iizerine 5 dk bekletildikten sonra 10 pLhiicre ve boya soliisyonu
eklenmelidir. Daha sonra lamin {izerinde sayim yapilmaktadir bu sayim thoma
laminin Sekil 3.2 de gosterildigi gibi 1 numarali bolgedeki hiicrelerin sayisinin
sayllmasin1  kapsamaktadir burada sayilan hiicreler hesaplama formiili ile

hesaplanarak flask icerisindeki hiicrelerin ortalama kag tane hiicreye denk geldigini

gostermektedir.
-." T -
LT
Ul 81 “I I __..--"".' T
Lo,
-..... A L -
Tl B H
0,025 k— 0,05 k
1 mm

Sekil 3.2.Thoma lami
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3.2.2 Hiicre Motilitesinin Tespit Edilmesi
3.2.2.1 MDA-MB-231 Hiicre Hatti Motilite Testi

Metastatik kabiliyeti belirlemek i¢in hiicre gé¢ analizi yapilmistir (Kim ve ark.,
2018). ilk olarak, 12’11 kuyucuklu bir plaka igerisinde her kuyucuga yaklasik 2x10°
hiicre ilave edilmistir. Bir glinlin sonunda, hiicrelerin % 80 flask tabanin1 kapladig:
gozlenmistir. 10 puL pipet ucu (beyaz renkte) yardimiyla, tek tabaka halinde hizli bir
sekilde dikey bir yara olusturulmustur. Daha sonra olusturulan yaradan kaynakli plaka
icindeki hiicreler 6lii hiicrelerden temizlenmek i¢in 1 ml PBS igerisinde yikanmistir ve
daha sonra taze besiyeri iizerine eklenerek ilaclar lizerlerine eklenmistir. 24, 48 ve 72
saat fotograflar1 alinarak ilaglarin hiicreler {izerindeki go¢ yetenegini etkilemesi

belirlenmistir.

33



3.2.3 MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 Invazyon Testi

Hiicrelerin verilen ilaglara etkisinin daha iyi Sekilde goriilmesi ve ¢ekirdek
kismindaki degisikliklerin anlasilmasi igin giemsa boyama deneyi yapilmistir.
Hicreler kuyucuklara %80 kaplayacak Sekilde ekilmis ve tizerlerine 1 ml besiyer
eklenilerek 1 giin inkibatore kaldirimistir. 1 giin sonra hiicreler tabana yapistiginda ve
kapladiginda hiicrelere ilag dozlar1 verigsmistir (Tablo 3.1). 1 giin sonra hiicrelerdeki
Kirli besiyer ¢ekilerek uzaklastirimistir tizerlerine 250 pL formaldehit %36 eklenmistir
ve 2 dk hiicreler formaldehit ile muamele edilerek hiicrelerin tabana yapigmalari
saglanmistir. Bu asamadan sonra hiicreler 2 defa PBS ile yikanarak formeldehit
uzaklastirilmigtir. Daha sonra hiicrelere 500 pL etanol eklenmis ve bu sayade hiicre
zarmin daha gegirgen bir Sekilde olmasi saglanmistir ve 20 dakika hiicreler etanol ile
muamele edilmistir ve tekrardan 2 defa PBS ile yikanarak hiicreler metanolden
arindirilmistir. Son asamada hiicrelere 250 pL Giemsa mavisi eklenmis ve tizerleri
aliminyum folyo ile kapatilmistir ve 1s18a maruz kalmasi engellenmis ve boyanin
yapisinin bozulmasi engellenmis ve 20 dakika beklenmistir. Boya 20 dakika sonunda
kuyucuklardan ¢ekilip son olarak iki kez PBS ile yikama islemi gerc¢eklestirilmistir.
Kuyucuklarin mikroskopta net goziikkmesi igin steril swap yardimiyla kuyucuk
igerisinde birikebilecek olan PBS kalintilar1 swap ucu hiicre tabanina degdirilmeden
swap ucundaki pamuk yardimi ile toplanmistir. Boyama isleminde her giin icin ayr1
cekilmesi gerekmektedir ve bu islem her bir kuyucuk i¢in 3 giin boyunca
yapimaktadir. Her boyama isleminin bitmesiyle 24,48 ve 72.saat boyama fotograflar

cekilerek deney tamamlanmustir.
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3.2.4. MDA-MB-231 Hiicre Hatt1 Sitotoksisite Analizi

Iki boyutlu ve ii¢ boyutlu hiicre kiiltiiriinde biiyiitilen MDA-MB-231 hiicre
hattinda, Atorvastatin ve Irinotekan hiicreler iizerindeki sitotoksik etkisini ve
hiicrelere uygulanacak ilaglarin dozunu belirlemek i¢in sitotoksisite analizi
yapilmistir. Hiicreler 12 kuyucuklu well plate icerisine tabanin %80 kaplayacak
Sekilde ekimi yapilmistir ve hiicrelerin tabana yapigmalari i¢in 1 giin beklenmistir.
Daha sonra iki farkli ilag i¢in farkli dozlar hesaplanmis ve well plate igerisindeki
hiicrelere bu ilag dozlar1 verilmistir. Hiicrelerin 24,48 ve 72. Saatlerdeki fotograflari
cekilerek hiicrelerin morfolojik ve sitotoksik etkleri belirlenerek LD50 degerleri

belirlenmistir.

3.2.6 U¢ Boyutlu Molekiiler Modelleme

Umbelliferon ve irinotekanin iki boyutlu goriintiileri ve yapisal bilgileri i¢in
PubChem online  modelleme sitesi (https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/)
kullanilmistir. Proteinlerin kristal yapilari pdb bankdan

almmustir(https://www.rcsb.org/).

3.2.6.1. Molekiiler Kenetlenme (ing: Docking) Analizi

Atorvastatin, Irinotekan ve ilag kombinasyonlarmin segilen proteinlere baglanma
enerjilerini hesaplamak icin Autodock Vina (1) kullanilmig, bulunan sonuglar1 daha
glivenilir hale getirebilmek igin Swissdock (2) (http://www.swissdock.ch/docking ) ve
Seamdock (3) ( https://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/SeamDock/ )online
molekiiler kenetleme ve goriintiileme programlart kullanilmigtir. Kenetleme
caligmalar1 boyunca molekiiler goriintiileme ve analiz programlari olan Discovery
Studio Visualiser 2021, PyMol (9) ve Molegro Molecular Viewer (MMV 2019.7.0.0)

programlar1 kullanilarak yapilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Hiicre hattinin gelisimi

Bu c¢alismada kullanilan MDA-MB-231 (iicli negatif meme kanseri) hiicre

hatlar1 Kirsehir Ahi Evran Universitesinden temin edilmistir (Sekil 4.1.).

Meme

kanseri hiicre hatti, 75 cm2'lik sisede RPMI-1640 ortaminda %10 (h/h) fetal sigir

serumu, %1 (h/h) gentamisin antibiyotigi eklenerek iiretilmistir.
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Sekil 4.1. MDA-MB-231 hiicre hatt1

4.2. Atorvastatinin In Vitro Toksisite Analizi

Atorvastatinin sitotoksisitesi XTT tahlili ile 6lgiildi. Hiicreler, atorvastatinin seri

seyreltilerine ekildi ve 96 oyuklu bir plaka tizerinde kiiltiirlendi. 72 saat sonra her bir

oyuga Hiicre Proliferasyonu XTT reaktif kiti (Biological Industries) eklenmistir ve

hiicreler 4 saat siireyle inkiibe edilmistir. Absorbans degeri, plaka okuyuculu

spektrofotometrede 450 nm'de Ol¢iilmiis ve sonuglar, li¢ bagimsiz deneyden elde

edilmistir.

Elde edilen veriler Atorvastatinin hiicre 6liimiinii indiikleyerek umut verici bir

sitotoksik etkisi oldugunu gostermistir. Burada, Atorvastatin ve Irinotekan'in MDA-

MB-231'e kars1 sinerjistik bir etki gosterdigi kombinasyon etkisi degerlendirilmistir.

Veriler, atorvastatinin hiicrelerde irinotekanin kemosensitivitesini artirabildigini ileri
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siiriilmiistiir. Ilag dozajlarnin uygulanmasi ve kombinasyon tedavisinin etkileri

Sekil 4.2 ve Sekil 4.3 'te sunulmaktadir.

Control 0 0 0

_ 10 17 10,1 153
_ 100 701 756 80,2
_ 150 986 98,1 99
_ 100 704 816 909

Sekil 4.2. XTT Testinde 24, 48 ve 72 saat boyunca Atorvastatin ve Irinotekan ile
Tedavi Edildikten Sonra MDA-MB-231 Hiicre Oliimiiniin Yiizdesi
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Sekil 4.3. Cesitli Tedavi Konsantrasyonlarinda Hiicre Oliimii Yiizdesi
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Simvastatin de dahil olmak iizere statin ilaclarinin kanser insidansini azaltmada
rol oynayabilecegini One siiren ¢esitli deneysel ve teorik ¢aligmalar yapilmistir. Bu
caligmalar, statinlerin kanser hiicrelerinin biiylimesini ve ¢ogalmasini inhibe ederek,
apoptozu (programlanmis hiicre 6liimii) indiikleyerek ve inflamasyonu ve anjiyogenezi
azaltarak anti-tiimor etkilerine sahip olabilecegini gostermistir (Harbourg ve ark., 2020;
Lv ve ark., 2020; Choi ve ark., 2021).

Bytautaite ve Petrikaite(2020), insan meme kanseri hiicre dizileri MDA-MB-231
ve MCF-7'nin 2D ve 3D in vitro modellerinde lipofilik statin aktivitesi gostermistir.
Mueck ve ark. (2003), cesitli lipofilik statinlerin iki meme kanseri hiicre dizisinin
(MCF-7 ve MDA-MB-231) canlilig1 iizerindeki etkilerini karsilastirmak igin bir ¢aligma
yiirlitmiistiir. Arastirmacilar, MDA-MB-231 hiicre hattinin statinlere karst MCF-7 hiicre
hattina gore daha duyarli oldugunu, ilaglarin daha diisiik konsantrasyonlarinin hiicre
canlilig lizerinde dnemli bir etki gdosterdigini bulmustr. Bu, meme kanseri hiicrelerinin
statinlere duyarliliginin, spesifik hiicre hattina ve kullanilan statin tipine bagl olarak
degisebilecegini diisiindlirmektedir.

Baska bir ¢alismada, Abolghasemi ve ark., (2022) atorvastatinin, MCF-7 meme
kanseri hiicrelerinde hem nekrozu hem de kaspaz bagimli apoptozu indiikleme
potansiyeline sahiptir. Sonuglar, bu etkinin, kanser hiicresi canliliginin inhibisyonu igin
9,1 uM/L (nM/mL) yar1 maksimum inhibitor konsantrasyonu (IC50) ile doza ve zamana
bagli oldugunu gostermektedir.

Motilite testi analizleri Sekil 4.4.4.5 ve 4.6’da verilmistir. Elde edilen sonuglara
gore kontrol grubu 6rneklerinde olusturulan yara 48. saatte kapanacak diizeye gelmistir.
Yalnizca Atrovastatin ve yalmzca Irinotekan uygulanan gruplarda 48. saatte olusturulan
yara olduk¢a aciktir. Her iki ilag kombinasyonunun uygulandig:i grupta ise 48 saate

hiicrelerin 61diigli ve yaranin hala agik oldugu goriilmektedir (p<0,05).
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Sekil 4.4. MDA-MB-231 hiicre hatlarinda Motilite Testi (A.24.saat, B.48.saat,C.
72.saat)
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)

Sekil 4.5. MDA-MB-231 hiicre hattinda Motilite Testi (A) irinotekan (B) Atorvastatin
uygulamasi (48 saat)
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Sekil 4.6. MDA-MB-231 hiicre hattinda Motilite Testi (A) 48. ve (B) 72.saat

Atorvastatin +Irinotekan uygulamasi
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Hiicre invazyon analizi sonuglar1 Sekil 4.8 ve 4.9 da verilmistir. Elde edilen
sonuclara gdre tek basina uygulanan Atorvasttain ve Irinotekan grubuna gére (Sekil

4.9) kombinasyonal uygulamada hiicre sayisinin azaldigi goriilmektedir (p<0,05).

Sekil 4.7. Kontrol MDA-MB-231 hiicre hatlarinda invazyon testi (A. 48.saat; B.
72.saat)
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Sekil 4.8. MDA-MB-231 hiicre hatlarinda invazyon testi (A. Irinotekan ; B:

Atorvastatin; C: Irinotekan +Atorvastatin) (48.saat)
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Molekiiler kenetlenme c¢aligma analizlerinde antapoptotik genlerden BCL-2,
Akt-1 ve BAD ile atorvastatin , irinotekan ve kombinasyonal analiz yaptik(Tablo 4.3).
Elde edilen sonuglara gore atorvastatin ve irinotekan birlikte uygulanan analizlerde
enerji degerini daha diisiik olarak belirledik(Sekil 4.9, Sekil 4.10 ve Sekil 4.11) . Elde

edilen sonuclar hem deneysel hemde teorik olarak birbirini teyid ettigi goriilmektedir.

Tablo 4.3. Protein ligand kompleksine serbest ikinci ligandin baglanma enerjisi ve

ligandin tekli baglanma enerjisinin karsilastirilmasi

Reseptor Ligand Seamdock  Reseptor-ligand komplesi  Tkinci ligand ~ Seamdock
(Kcal/mol) (Kcal/mol)

Bcl-2 Atovarstatin - -6.8 Bcl-2 (1G5M)+irinotekan Atovarstatin -~ -6.8

(1G5M)

Bcl-2 Irinotekan ~ -9.1 Bcl2(1G5M)+ Atovarstatin - Irinotekan -9.3

(1G5M)

Aktl Atovarstatin  -8.9 Aktl (7NH4)+rinotekan Atovarstatin ~~ -8.5

(TNH4)

Aktl Irinotekan ~ -8.9 Akt1(7NH4)+Atovarstatin ~ Irinotekan -11.3

(TNH4)

BAD Atovarstatin - -7.6 BAD (1G5J)+irinotekan Atovarstatin ~ -7.6

(1G5J)

BAD Irinotekan ~ -8.2 BAD (1G5J)+ Atovarstatin  Irinotekan -8.3

(1G5J)
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Sekil 4.9. Atorvastatin bagli BCL-2 proteini ile Irinotekan ilacinin etkilesimi (Enerji
degeri: -9.3 kcal/mol)

46




S CRpPING

IRy

e

"
Sat Ny ‘

Hydrogiiatee / )
Cabon - SO /

Hydrogen bond

f

! Weak Hydrogen bond

lonic Interaction hydrophobic contact hydrogen bond weak hydrogen bond
Ligand Ligand Ligand Ligand
atosty Receptor ahom Receptor - Receptor o e Receptor
N3 Oi;:gnim c NS3(A) CB 06 Y272(A) O c26 vzg\'m
C8 L78(A) CD2 05 D292(A)
. 0oD2
Cc30 QTNA) CB
c13 W80(A) CB

c27 Weo(a) CD2

c2 Wa(A) CE3
c23 T82(A) CG2
C3z I84(A) CD

c33 L264(A) CD2

C33 K268(A) CB
. V270(A)

1l cG1

§ V2T0(A)

c29 cG2

Sekil 4.10. Atorvastatin bagli AKT-1 proteini ile irinotekan ilacinin etkilesimi(Enerji
degeri: -11.3 kcal/mol)
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Sekil 4.11. Atorvastatin bagli BAD proteini ile irinotekan ilacinin etkilesimi (Enerji
degeri: -8.3 kcal/mol).
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5. SONUC VE ONERILER

Sunulan verilere dayanarak, Atorvastatinin, hiicre 6liimiine yol agan sitotoksik
etkisi ile kanitlandigi gibi, meme kanseri hiicrelerinde umut verici bir anti-kanser
aktivitesine sahip olabilecegi goriilmektedir. Elde edilen sonuglara gore deneysel
analizlerde kombinasyonel uygulamalarin hiicreler iizerinde daha etkili oldugu
belirlenmistir. Teorik analizlerde ise anti-apoptotik genlerden BCL-2, Akt-1 ve BAD
proteinler ile atorvastatin , irinotekan ve kombinasyonal uygulamasini yaptik. Elde
edilen sonuglara bakildiginda atorvastatin ve irinotekan beraber uygulanan analizlerde
enerji seviyesini daha diisliik olarak belirledik. Elde edilen sonuglar hem deneysel
hemde kuramsal olarak birbirini teyid etmis oldugu goriilmektedir. Bu bulgular,
Atorvastatinin ve Irinotekan kombinasyonel uygulamasinin potansiyel olarak meme
kanseri tedavisinde kemoterapotik bir ajan olarak kullanilabilecegini gostermektedir.
Bununla birlikte, bu bulgular1 dogrulamak ve Atorvastatin i¢in optimal dozaj ve tedavi
rejimini belirlemek ve bunun yam sira diger kemoterapdtik ajanlarla kombinasyon

halinde potansiyel kullanimini arastirmak icin daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.
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