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OZET

Ergenlik donemi ile ileri yaslardaki bireyleri hedef alan ve sagkalim oranlar
giinimiiz teknolojisine ragmen %060-70 oranlarinda seyreden osteosarkom yliksek
dereceli primer kemik malignitelerinden biridir. Non-spesifik sikayetler ile bagvuran
hastalarin %30’unda teshis konuldugu anda metastatik lezyonlar izlenmesine ek olarak
bu hastalarin 5 yillik sagkalim oranlar1 %20 civarindadir. Farkli kanser tiirlerinde etkili
olan ajanlarin metastaz potansiyeli yliksek osteosarkom vakalarinda da faydali olup
olmayacag1 sorusu arastirmaci ve klinisyenleri bu ilaglarin farkli hiicresel mekanizmalar
tizerindeki etkilerini anlamaya yoneltmistir. Bu etkiler agisindan ele alinabilecek ilaclar
arasinda statinler de yer almaktadir. Statinler bircok kanser tiiriinde anti-metastatik ve
anti-proliferatif etkiler gostermektedir. Benzer sekilde vitamin D’nin de anti-kanser
etkiler gosterdigi bilinmektedir. Calismadaki amacimiz bu iki ajanin MG-63 osteosarkom
hiicrelerinde TNF-a varliginda/yoklugunda 6liim yolaklar tizerindeki tek basina ve
kombine etkilerini arastirmaktir. Calismamizda MG-63 hiicreleri, farkli dozlarda
atorvastatin (5, 10 ve 50 uM), TNF-a. (20 ng/mL) ve/veya vitamin D (10 M) varliginda
24 ve 48 saat siireyle kiiltiire edilmistir. 24 saat kiiltiirden sonra otofajik, apoptotik ve
endoplazmik retikulum (ER) stres yolaklarinda yer alan proteinlerin ekspresyon diizeyleri
qPCR ve akim sitometre analizleri ile, kemik matriks proteini olan osteokalsin’in mRNA
seviyeleri qPCR, osteokalsin ve kollajen-1’in protein diizeyleri immunositokimyasal
boyamalar ile degerlendirilmistir. 24-48 saat sonunda hiicre canliligi ve laktat
dehidrojenaz (LDH) diizeyleri 6l¢iilmiis, tedavi siiresi boyunca hiicrelerin gercek zamanl
goriintiiler1 alinarak morfolojik degisiklikler incelenmistir. Ayrica, 48. saatte alkalen
fosfataz (ALP) aktivitesi saptanmistir. Calisma sonuglarimiza gore atorvastatin otofajik
ve apoptotik yolakta yer alan proteinlerin ve ER stres belirteclerinin ekpresyonlarini
uyararak MG-63 hiicrelerinin canliligini azaltmis ve matriks protein yikimina yol agan
enzimlerin ekspresyonunu arttirmistir. Vitamin D MG-63 hiicrelerinde 6liim yolaklar
izerinde atorvastatin ile birlikte uygulandiginda bu yolaklarda mevcut proteinlerin
ekspresyonu iizerine atorvastatinin etkilerini zayiflatmistir. Sonug olarak, vitamin D’nin
osteoblast-osteosit farklilagsmasina yonelik olasi etkileri iizerinden atorvastatin ile
antagonist etki olusturabilecegini ve bu nedenle bu ajanlarin kombine halde verilecegi
tedavilerde dikkatli olunmas1 gerektigini diistinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Osteosarkom, Atorvastatin, Vitamin D, Otofaji, Apoptoz,
Endoplazmik Retikulum Stres



ABSTRACT

Osteosarcoma is one of the high-grade primary bone malignancies that target
adolescence and older individuals and have a survival rate of 60-70% despite current
technology. In addition to the presence of metastatic lesions in 30% of patients with non-
specific complaints at the time of diagnosis, the 5-year survival rate of these patients is
around 20%. The question of whether agents that are effective in different types of cancers
will also be useful in cases of osteosarcoma with high metastatic potential has led
researchers and clinicians to understand the effects of these drugs on different cellular
mechanisms. Statins are among these drugs with such various effects. They have anti-
metastatic and anti-proliferative effects in many cancer types. Similarly, vitamin D is
known to have anti-cancer effects. The aim of this study was to investigate the effects of
these two agents on death pathways (alone and in combination) in the presence/absence
of TNF-a in MG-63 osteosarcoma cells. In our study, MG-63 cells were cultured in the
presence of different doses of atorvastatin (5, 10 and 50 pM), TNF (20 ng/mL) and/or
vitamin D (10® M) for 24 and 48 hours. After 24 hours of culture, expression levels of
proteins in autophagic, apoptotic and endoplasmic reticulum (ER) stress pathways were
evaluated by gPCR and flow cytometer analysis. Osteocalcin expressions of bone matrix
protein was evaluated by gPCR in mRNA and by immunocytochemical staining in protein
levels of osteocalcin and collagen-1. Cell viability and lactate dehydrogenase (LDH)
levels were measured at the end of 24-48 hours. Real-time images and morphological
changes of the cells were examined during treatment. In addition, alkaline phosphatase
(ALP) activity was determined at 48 hours. According to our results, atorvastatin
decreased the viability of MG-63 cells by stimulating the expression of autophagic and
apoptotic pathway proteins and ER stress markers and increased expression of the
enzymes leading to matrix protein degradation. When vitamin D was co-administered
with atorvastatin, it weakened the effects of atorvastatin on expression of proteins present
in death pathways in MG-63 cells. In conclusion, we think that vitamin D might be
antagonizing atorvastatin over its possible effects on osteoblast-osteocyte differentiation
and therefore, we suggest that caution should be exercised in the treatment of these agents

in combination.

Key Words: Osteosarcoma, Atorvastatin, Vitamin D, Autophagy, Apoptosis,
Endoplasmic Retikulum Stres
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1-GIRIS VE AMAC

Osteosarkom ¢ogunlukla gen¢ popiilasyonu hedef alan (10-14 yas),
olgunlasmamis osteoid matriksi tireten yiiksek dereceli primer kemik malignitesidir.
Malignitenin fenotipik risk faktorleri fizyolojik hizli bitylime ve yiiksek dogum agirligi
olmakla birlikte vakalarin ¢ogu sporadik mutasyonlar sonrasinda gelisir (1, 2). Ulkemizde
her yil 15 yasin altinda 150 yeni osteosarkom olgusu izlenmektedir. Klinik bulgu
acisindan non-spesifik sikayetler ile kendini gosteren bu hastalik, hastaligin ilerleyen
donemlerinde bile kilo kaybi, kirginlik, ates gibi yine hastaliga 6zgiin olmayan sikayetler
nedeniyle kendini belli etmeyebilir (3). Geng yaslarda goriilen osteosarkomlar ¢ok daha
yiiksek malignite gosterir ve ¢ok hizli bir sekilde metastaz yapar. Sagkalim oranlar1 timdr
ile ilgili bir¢ok faktorden etkilense de metastik olgularda bu oran ¢ok diisiiktiir. Modern
kemoterapiler sayesinde sagkalim oranlari dramatik sekilde yiikselse de osteosarkom
hastalarinda bu tedavilere ragmen 5 yillik sagkalim orant %60-70 civarindadir (4).
Osteosarkom hastalarinin %30’u osteosarkom teshisi konuldugunda metastatik lezyonlar
gostermekte ve (5) metastatik osteosarkom olgularinda 5 yillik sagkalim oranlar1 %20-
30’lara kadar diismektedir (1).

Yakin zamanda yapilan caligmalara gore, geleneksel olarak kardiyavaskiiler
hastaliklarin 6nlenmesi ve kolesterol diisliriicii etkilerinden dolay:1 siklikla kullanilan
statinlerin tlimor hiicrelerinde ve osteoblastlarda otofajiyi indiikledigi ayni zamanda
kemik metabolizmasini iyilestirici etkilerinin oldugu bildirilmistir. Ek olarak statinlerin,
hiicre adezyon molekiillerinin ¢evre doku ve diger molekiillerle etkilesimini bozarak
tiimor hiicre adezyonunu, invazyonunu ve inflamasyonunu azalttig1, metastaz sonrasinda
ise timor hiicrelerinin saglikli dokulara tutunmasini engelleyerek anti-metastatik etki
gosterdigi bildirilmistir (6, 7).

Vitamin D’nin kemik homeostazi ve biiyiime {lizerine olan pozitif etkileri bircok
arastirma tarafindan gosterilmistir. Bunlara ek olarak D vitamini kanserin 6nlenmesinde
ve otofaji gibi hiicresel yanitlarin diizenlenmesinde gorev almaktadir (8). Vitamin D’nin
hidroksimetil glutaril KoA (HMG-KoA) rediiktaz iizerinde baskilayict bir etkisinin
oldugu ve D vitamini eksikligi sonucunda bu enzimin aracilik ettigi metabolik yolaklarin
inhibe edilememesinden dolayr pek ¢ok kanser tiiriine yakalanma riskinin arttig1

bildirilmistir (9).



Bu ¢alismadaki amacimiz kemik metabolizmasi, hiicre 6liimii ve anti-metastatik
etkilerle iliskili olan atorvastatin ve 1,25(OH)VitD3z’iin, MG-63 osteosarkom hiicre
hattinda TNF-a ile olusturulmus inflamatuar siirecte apoptotik, otofajik ve endoplazmik
retikulum (ER) stres gibi hiicre 6liim yolaklar1 tizerinde olusturduklart etkileri
incelemektir. Ciinkii bu yolaklar tiimér hiicrelerinin 6liime gitmelerine neden olmanin
yani sira kimi zaman timor gelisimi, sagkalimi ve metastazs lehine de farkli etkiler
gosterebilir. Bu 6lim yolaklarinin daha iyi anlasilip, mekanizmalarina etki edecek yeni
tedavilerin ortaya ¢ikmasi ve uygulanmasi yiliksek maligniteye sahip osteosarkom ve

benzeri hastaliklarda sagkalim oranlarinin arttirilmasi agisindan 6nem arz etmektedir.



2- GENEL BILGILER

2.1. KEMIK
2.1.1. Kemik Dokusunun Yapisi

Kemik dokusu, yogunluk ve paketlenme sikiligi baz alinarak kompakt ve
stingerimsi kemik olmak tizere iki sekilde kategorize edilir. Dokunun homeostazindan

temel olarak ii¢ tip hiicre sorumludur. Bunlar; osteoblastlar, osteoklastlar ve osteositlerdir

(10).

Kompakt (kortikal) kemik, siki bir sekilde paketlenmis osteonlardan veya Havers
sistemlerinden olusur. Osteonlarin merkezinde kemigin uzun eksenine paralel olarak
konumlanan kan damarlarinin gegtigi Havers kanallar1 ve bunlar1 ¢evreleyen lameller
bulunur. Lameller arasinda lakuna olarak adlandirilan bosluklarda ise osteositler yer alir

(10, 11). Osteonlar ve Havers kanallar1 arasindaki baglantty1 Volkmann kanallari saglar

(11).

Trabekiiler kemik (spongioz, kansell6z) kompakt kemige kiyasla daha hafif ve
daha az yogun olan siingerimsi trabekiillerden ve kirmizi kemik iligi iceren kiigtik,
diizensiz bosluklara bitisik kemik ¢ubuklarindan olusur. Kanlanmay1 saglamak amaciyla
kompakt kemikteki Havers kanallarinin yerini slingerimsi kemikte kanalikiiller almigtir

(10, 11).
2.1.2. Kemik Dokusunun Olusumu, Kemiklesme

Ekstremitelerin meydana gelmesi gebeligin 4-8. haftalari arasinda gerceklesir ve
bu siirecte oncelikle ekstremite tomurcuklart olusur. Altinct ve yedinci haftalar arasinda
birincil kemiklesme merkezleri olarak tanimlanan ekstremite tomurcuklarindan, once
kikirdak yapimi ve sonrasinda olusan kikirdak modeli iizerinden kemiklesme siireci
gerceklesir (11). Osteogenez veya ossifikasyon olarak tanimlanan kemik olusum
stirecinin ikincil kemiklesme merkezleri ise cogunlukla dogum sonrasinda kemiklesmeye
bagslar; komsu bolgelerinde biiylime plaklari (fizis) yer alir. Epifiz ve metafiz katmanlarini
iceren bliylime plagi, kemiklerin uzunlamasina biiylimesine olanak saglayacak sekilde
20’11 yaslarin basina kadar kikirdak yapida kalir, bu siireden sonra seks hormonlarinin ve
biliyiime hormonlarinin etkisiyle tamamen kemiklesir ve uzama durur (10, 11). Kemik

tizerinde olusan strese bagli olarak kemiklerin kalinlagmas1 her zaman miimkiindiir (10).



Ossifikasyon intramembrandz ve endokondral olmak iizere iki sekilde goriiliir.
Intramembrandz ossifikasyon bag dokusunun iginde membrandz bir zarmn iginde
meydana gelen kemiklesme seklidir. Endokondral ossifikasyon ise hyalin kikirdagin

yerini kemik dokusuna birakmasidir (10, 11).
2.1.3. Kemik Dokusunun Yapisi

Temel olarak viicudun hareketini saglama, mekanik destek, yasamsal organlarin
korunmasi ve kan yapiminin saglanmasi gibi fonksiyonlardan sorumlu olan kemik
dokusu; osteositler, osteoblastlar, osteoklastlar, kemik yiizey doseyici hiicreleri (Sekil 1)
ve ekstraseliiler kemik matriksini kapsayan mineralize bir bag dokusudur (10-12). Bu
hiicrelerin fonksiyonlar1 arasindaki dengesizlik ¢esitli kemik patolojilerine, kan

hastaliklarina veya kalsiyum homeostazinda bozulmalara neden olabilir.
2.1.3.1. Hiicreler

Osteositler: 25 yila kadar hayatta kalabilen, tiim kemik hiicrelerinin %90-95’ini
olusturan, osteoblastlarin farklilagsmasiyla mezenkimal kok hiicrelerinden (MKH)
uiretilen ve kemik matriksine dahil edilen, lakunalar arasinda lokalize halde bulunan

hucrelerdir.

Osteokalsin, kemik sialoprotein (BSP) Il, tip | kollajen ve alkalen fosfataz (ALP)
ekpresyonlart azalmaya baslayan mineralize kemik matriksi i¢cinde hapsolmus olgun

osteositler osteoblast ve osteklastlarin aktivitesini diizenleyerek kemik remodelingine

katki saglarlar (11, 12).

Osteoblastlar: Kemik hiicrelerinin yaklasik %5’ini olusturan osteoblastlar,
osteoprogenitor hiicrelerinden farklilasarak meydana gelir. Bu farklilasma stirecinde
Runx2, kollajen tip 1, ALP, BSP ve osteokalsin gibi genlerin ekspresyonlarinda artis
goriildiigii bildirilmistir. Osteoblastlar, osteokalsin, osteopontin, osteonektin, BSP ve
kemik morfogenetik proteinleri  (BMP) gibi kollajen olmayan proteinlerin
salgilanmasindan sorumludur (12). Kiibik bir histolojiye sahiptirler ve dmiirleri sinirhdir.
Osteositlere ve kemik yiizey ddseyici hiicrelerine farklilasabilirler. Icerdikleri bol
miktarlardaki endoplamik retikulum (ER) ve golgi cisimcigi sayesinde, ekstraseliiler
kemik matriksinin organik kisminin sentezlemesinde rol oynarlar, bol miktarda ALP
sentezleyerek yeni kemik olusumunu desteklerler. Osteoklastik aktiviteyi sahip olduklar

parathormon reseptorleri ile uyarirlar (11, 12). Osteoklastogenezi artiran reseptor



aktivator niikleer kappa B ligand (RANKL) ve osteoklastogenezi azaltan osteoprotegerin

(OPG) iireterek kemik rezorpsiyonunun diizenlenmesinde gorev alirlar (12).

Osteoklastlar: Hematopoetik kok hiicrelerin mononiikleer soyundan, makrofaj
koloni uyarici faktér (M-CSF) ve RANKL etkisiyle farklilasan ¢ok ¢ekirdekli hiicrelerdir
(12). Makrofajlarla benzerlik gosteren osteoklastlar, mineralize kemik matriksinin

rezorpsiyonundan, kemik dokusunun yeniden diizenlenmesinden sorumludur (11).

Kemik yiizey doseyici hiicreler: Kemik rezorpsiyonunun ya da yeni kemik
olusumunun goriilmedigi, kemik yiizeyini kaplayan, az sayida graniilli ER ve golgi
cisimcigine sahip yass1 osteoblastlardir. Fonksiyonlari tam olarak anlagilamamis olsa da
kemik rezorpsiyonunun ger¢eklesmemesi gerektigi durumlarda osteoklastlarin kemik
matriksi ile olan iligkisini engelledigi, bunun yaninda osteoklast farklilagmasina neden
olan osteoprotegerin ve RANKL iiretimine katki sagladig: diigiiniilmektedir (12). Normal
kosullar altinda metabolik aktivite agisindan oldukca yavas olan bu hiicreler kemigin
fizyolojik durumuna bagli olarak salgilama aktivitelerini arttirabilir hatta aktif

osteoblastlara dontisebilir (11, 12).

Stem cells
Monocyte i) @
B Pre-osteoblast
Pre-osteoclast
Bone-lining cell \ \ Osteoblast Bone-lining cell

Osteocyte

Sekil 1. Kemik hiicre popiilasyonu (13).



2.1.3.2. Ekstraseliiler Kemik Matriksi

Kemik dokusu hiicreden fakir, organik matriks (kemik dokusunun %25°1) ve
inorganik tuzlarin (kemik dokusunun %60°1) olusturdugu yapidir. Temel olarak kollajen
I ve osteokalsinin bulundugu organik matriks ayni1 zamanda osteonektin, osteopontin,
fibronektin ve BSP II, biiyiime faktorleri, glikoprotein ve proteoglikanlar1 da igerir.
Inorganik matriks ise ozellikle kalsiyum ve fosfat iyonlarmin g¢ekirdeklenerek

olusturdugu hidroksiapatit ve trikalsiyum fosfat tuzlarini igerir (11, 12).

Tip 1 Kollajen: Kollajen sentez siireci, transkripsiyonel faktorlerin ¢ekirdegi
uyarmasi sonucu mRNA {iretimi ve sitoplazmaya ¢ikisi ile baslar. mRNA ile graniillii ER
(GER)’da pre-pro-kollajen sentezlenir ve yapiya eklenmis sinyal peptidlerinin yardimiyla
GER liimenine taginir. Sinyal peptidlerinin uzaklastirilmasiyla pro-kollajen haline gelen
yapt; prolin ve lizin artiklarinin g¢esitli hidroksilasyon reaksiyonlariyla eklenmesi, bu
yapilara glikozil ve galaktozil artiklarinin katilmast ve sonug¢ olarak Glisin-X-Y
(hidroksilizin ve daha yogun olarak prolin ve hidroksiprolinin farkli kombinasyonlari)
dizilimi ile olusan 3 adet poli-peptid zincirinin birleserek olusturdugu ti¢lii sarmal formun
(tip 1 kollajen i¢in iki 6zdes al-zincir ve bir a2-zincirin bir araya gelmesi) meydana
geldigi bir takim post-translasyonel modifikasyonlara ugrar. Heterotrimer yapili pro-
kollajen golgide intra- ve inter-disiilfit baglari ile gii¢clendirilir ve golgiden vezikiiler
transport ile ekstraselliiler matrikse sekrete edelir. Ekstraselliiler matrikse pro-kollajen
olarak taginan yap1 ve oksidatif deaminasyon sonrasi ¢apraz baglarin olusumu ile matiir
kollajen haline gelir (14). Kollajen ailesinin en yiiksek miktarda bulunan iyesi tip I
kollajen, ekstraselliiler matriksin de en ¢ok goriilen proteinlerinden biridir (Sekil 2). Bu
molekiil 6zellikle kemik, deri ve bag dokularinda eksprese edilir ve kemik dokusunun
organik matriksini meydana getiren en 6nemli yapisal proteindir (kemigin tiim kollajen
igeriginin yaklasik %95'ini ve kemikte bulunan toplam proteinlerin yaklagik %80'ini
olusturur) (14, 15). Kemikteki kalsifikasyon siirecinin sonunda kemigin, yiik tasima,
gerilme direnci ve biikiilme sertligi ile ilgili 6nemli biyomekanik 6zelliklerinin
olusumunu saglayan tip 1 kollajen ayn1 zamanda, normal kemik dokusu fonksiyonunun,

sentez ve yikim kapasitesinin gosterilmesinde faydalanilan 6nemli bir belirtectir (14).

Nativ {i¢lii sarmallar, pepsin, tripsin veya kimotripsin gibi proteazlara karsi
direnglidirler ve sadece farkli tiplerdeki spesifik kollajenazlar ile yikilabilirler. Bu ticli

sarmal yapinin bozulmasi, molekiil i¢i esneklige ve spesifik proteolitik yikimlarin



olugsmasina neden olabilir. Kollajenaz A (matriks metalloproteinaz-1/MMP-1)'nin, ¢ok
cesitli hiicreler tarafindan eksprese edildigi ve merkezi olarak doku remodelinginde (6rn:
yara iyilesmesi) yer aldig1 diisiiniilmektedir. Hipertrofik kondrositler, osteoblastlar ve
osteoklastlar tarafindan eksprese edilen Kollajenaz C (matriks metalloproteinaz-

13/MMP-13)’nin ise kikirdak ve kemik remodelinginde 6nemli bir role sahip oldugu

diistiniilmektedir (14).
N-propeptide triple helix C-propeptide
telopeptide telopeptide
(non-helical) (non-helical)

(man)n

N-procollagenase C-procollagenase

Sekil 2. Fibriler yapidaki tip-1 kollajenin molekiiler yapisi. N- ve C-prokollajenazlar i¢in ayrilma
bolgeleri ve cesitli alt iiniteler gosterilmistir (14).

Osteokalsin/ Kemik y-karboksiglutamik asit (Gla) protein: Olgun osteoblastlar
tarafindan tiretilen, kemik organik martiksinin kollajen olmayan ana proteinlerinden biri
olan osteokalsin, osteoblastik farklilagmayr gosteren, kemik olusumu ve
minerilizasyonunun geg belirteci olarak kabul edilir (16, 17). Bu proteinin karboksile ve
karboksile olmayan iki farkli formu bulunur. Hidroksiapatit kristallerine yiiksek ilgi
gosteren karboksile formu, mineralizasyon esnasinda Gla kalintilar ile kemik matriksine
baglanarak burada depolanir (Sekil 3). Osteoklast rezorpsiyonu ile serbest kalabilirler (12,
17). Karboksile olmayan osteokalsin formu ise mineral yapilara daha az ilgi gosterir.
Kemik dokudan kan dolasimi ile beyin, pankreas, yag dokusu ve testis gibi dokulara
tasinir; bu dokularda GABA sentezi, insiilin sekresyonu, testosteron sentezi ve

adiponektin gen ekspresyonu tizerine etkiler gosterir (12).
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Sekil 3. Post-translasyonel modifikasyon sonrasi osteokalsin. Ug glutamik asit kalintistnin y-
glutamil karboksilaz ile K vitamini, CO, ve O; kofaktorleri yardimiyla post-translasyonel
karboksilasyonu. Karboksilatli osteokalsin formu (Gla-Ocn), asidik pH’da daha diisiik
karboksilasyon (Glu-Ocn) derecesine sahip bir forma doniistiirtilebilir (17).

Osteopontin: Osteopontin, osteoblast, osteoklast, immiin hiicreleri, endotel
hiicreleri, epitel hiicreleri ve kemik dis1 hiicreler (deri, bobrek ve akciger) gibi cesitli
dokular tarafindan iiretilen, kemikle iligkili, glikozile edilmis ekstraselliiler matriks
fosfoproteinidir (18, 19). Farkli hiicre tiplerinde gergeklesen farkli post-translasyonel
modifikasyonlar (fosforilasyon, glikozilasyon, siilfattama ve proteoliz) nedeniyle,
osteopontin hiicre tipinde spesifik yapi1 ve fonksiyonlar gosterebilir (19). Kemik
remodellingi, bagisikligin diizenlemesi, inflamasyon, yara iyilesmesi ve vaskiilarizasyon
gibi normal fizyolojik fonksiyonlarinin yani sira, osteopontinin karsinogenezde (20) de
birgok aktiviteye katildigi gosterilmistir. Buna ek olarak, integrin ve CD44’ler ile
etkilesimlerinden dolay1 bir¢ok biyolojik fonksiyonun olusumuna katki saglayan bu
protein “kiigiik integrin baglayict ligand N-baglantili glikoproteinler” (SIBLING'ler)
ailesinin bir iiyesi olarak da kabul edilmektedir. Osteopontin, hiicre proliferasyonuna,
yapismasina, yayilmasina ve gociine yol acan sinyal iletim yolaklariin aktivasyonunu
indiikler. Osteopontinin integrin ile baglanmasi (osteopontin-integrin kompleksi)
sonucunda NF-xB aracili apoptoz supresyonu, hiicre ¢ogalmasi ve sagkalimi
indiiklenmesi ve bazi kanser tiplerinde metastatik fenotipin olusumuna neden olan MMP
indiiksiyonu baglar (18, 19). Yapilan c¢alismalar vitamin D, TNFoa ve IL-1f’nin

osteopontin gen transkripsiyonunu ve salinimini arttirdigini géstermistir (18, 20).

TNFa sekresyonu ile plazma diizeyleri arasinda korelasyon bulunan ve tiimor

gelisimi ve metastazi sirasinda salimimi artan osteopontinin, bir¢ok kanserin tanisi,



tedavisi ve izlenmesinde yararli bir belirteg olarak kullanilabilecegi diistiniilmektedir (18,
20).

2.1.4. Kemik Metabolizmasi

Mineral depolar1 olarak varsayilan kemikler viicuttaki kalsiyumun %99 unu,
fosfatin %85’ini igerir. Paratiroid hormon (PTH), kalsitonin, 1,25-dihidroksivitamin D3
(kalsitriol), glukokortikoidler, tiroid ve seks hormonlari kalsiyum homeostazini etkileyen
sistemik faktorlerdir (11, 12). Kemik metabolizmasinin belirtegleri arasinda sentezlenen
proteinlerin yani sira ALP ve ACP (asit fosfataz) aktiviteleri onem tasir. Bu enzimlerden

ALP o6zellikle kemik dongiisiinde osteoblastik aktivite belirtecidir.

Ozellikle karaciger, bobrek, plasenta ve kemiklerde yogun bir sekilde bulunan
ALP enzimi viicuttaki diger dokularda da yaygin olarak goriiliir. Iskelet-kas sisteminde
osteoprogenitdr hiicrelerin osteoblastlara farklilagsmasi sirasinda ve yeni olusan kemigin
mineralizasyonu esnasinda osteoblastlardan bol miktarda iiretilen ALP kemik doku

tiretiminin 6nemli belirteglerinden biridir (12, 21).

2.2. INFLAMASYON VE TUMOR ILiSKiSi

Inflamasyon, viicudun dokularinda ve hiicrelerinde patojenler, kimyasallar gibi
zararli uyaranlar veya fiziksel veya kanser gibi steril yaralanmalar nedeniyle olusan
hasara kars1 gosterdigi fizyolojik yanittir. Viicudun ana savunma stratejilerinden biri olan
bu mekanizma yara iyilesmesi, enfeksiyonun giderilmesi veya kanserli yapilarin ortadan
kaldirilmasi gibi olaylarda kritik rol oynar (20). Ancak inflamasyon nedeninin ortadan
kaldirilamamasi gesitli patojeniteleri ve inflamatuar siirecin devam etmesine sebep olur.
Bu durum kronik inflamasyon adi verilen aktif doku yikimi ve doku tamirini i¢ceren uzun

stireli, diizensiz ve uyumsuz bir siireci beraberinde getirir (22).

Inflamatuar yanitin ilk asamalarinda salinan bazi pro-inflamatuar sitokinler,
rejenerasyonun aktive olmasini tetikleyen yolaklarin indiiklenmesine neden olur. Timor
mikro-cevresinde kollajen ve diger ekstraselliiler matriks bilesenlerinin iiretilmesini
saglayan fibroblastlar, kanser hiicresi ¢cogalmasini ve anjiyogenezini uyarir. Bununla
birlikte, inflamasyonda ilk olarak gorev alan immun yanit hiicrelerinden nétrofil ve

makrofajlar tiimor mikro-gevresinde de bol miktarlarda bulunur (20). Bunlardan, timor



ile iliskili makrofajlar (TAM), primer ve metastatik bolgelerde, hiicre sagkalimini ve
¢ogalmasini, anjiyogenez, invazyon ve hareketliligini stimiile ederken ve sitotoksik T
lenfosit yanitlarinin baskilanmasi yoluyla kanser gelisimi ve ilerlemesinde Kilit bir rol
oynar. Ttimoral yapinin olusumunun ilk asamalarinda TAM’lar, IL-1, IL-6 ve TNFa gibi
pro-inflamatuar sitokinlerin salinmasina inflamasyon benzeri reaksiyonlarin olusumuna
neden olurken, timor gelisimi ile seyreden daha sonraki asamalarda ise biiyiime faktorleri
ve koloni stimiilan faktorlerin salinmasiyla anti-inflamatuar yanitin ve anjiyogenezin

baslamasini tetikleyerek tiimor gelisimine katkida bulunur (20, 23).

Hem otofajinin hem de VDR sinyallerinin, inflamatuar yanitlart kontrol etmede

kritik rol oynadig1 gésterilmistir (22).

TNF / TNFR sitokin siiper ailesinin bir iiyesi olan TNF-a., stromal hiicrelerin yan1
sira aktive edilmis immiin hiicreler tarafindan iiretilen konak savunmasi, kronik
inflamasyon, doku hasari, hipotansiyon, koagiilasyon, hiicre sagkalimi ve kanser olusumu
ile iliskilendirilmis bir sitokindir (22, 24-26). TNF’nin ilk baslarda, insanlarda tiimoér
hiicrelerinde hemorajik nekrozu hizl bir sekilde indiiklemesinden dolay1 anti-tiimoral bir
sitokin olarak kullanilabilecegi diistiniiliirken daha sonra elde edilen veriler aslinda bu

sitokinin gii¢lii bir inflamatuar ajan oldugunu gostermistir (27).

Iki farkli TNF reseptdrii vardir: Viicuttaki hiicrelerin neredeyse tamaminda
bulunan TNFRI ve primer olarak hematopoetik hiicrelerde eksprese edilen TNFRII.
TNFRI’in aktivasyonu iki farkli sekilde sonuclanabilir. Genel olarak olusan yolak
inflamasyon ve hiicre sagkalimu ile iligkili genlerin indiiklenmesidir. Burada ligandin
reseptore baglanmasi NF-kB aktivasyonu ve buna bagli Bcl-2 gibi bir takim anti-
apoptotik regiilatorlerin aktivasyonu ile sonuc¢lanan bir dizi inflamatuar sitokin ve
bliylime faktorlerinin salgilanmasina neden olur. Eger hiicre metabolik olarak risk
altindaysa ve NF-kB aktivasyonu yeterli olmazsa bu sefer hiicre kaspaz-8 araciligi ile
apoptoza gider. TNF-a ile uyarilmis hiicreler NF-kB’nin yetersiz aktivasyonundan dolay1
apoptoza gider bu nedenle apoptoz TNF-a' ya verilen geg bir cevaptir (28).

Bazi kanser tiirlerinde ise tiimor mikro-ortami iginde pikogram diizeylerdeki
TNF-a ekspresyonu, NF-«B ve sitokin aginin aktivasyonu iizerinden kanser hiicrelerinin
¢ogalmasina, invazyonuna ve metastazina neden olur (25). Ayni zamanda yerlesmis
tiimorlerde, TNF-a pro-inflamatuar bir ortamin korunmasina katkida bulunur. TNF-a,

direk olarak DNA hasarina neden olabilir, timor ve stromal hiicre etkilesimlerine aracilik
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edebilir, apoptozu inhibe edebilir, hiicre cogalmasini tesvik edebilir ve tiimdr olusumunu
tetikleyen molekiillerin ekspresyonunu indiikleyebilir (26). Kanser hiicrelerindeki TNF-
o Uretimi hormonel uyaranlara cevabin azalmasini, adezyon molekiillerinin
ekspresyonlarinin arttiritlmasiyla metastaz oraninin artmasini (25) ve sonug olarak Kotii

prognozu gosterir (28).

TNF-o aterosklerotik damar hiicrelerinde JNK yolagi iizerinden beclin-1
ekspresyonunu anlamli diizeyde arttirir. Ek olarak, otofajiyi indiiklemek i¢in MAP1LC3
(ATGB8) ekspresyonunu onemli 6l¢iide uyarir. Vitamin D3 ise, makrofajlarda, periferik
kan mononiikleer hiicrelerinde ve kondrositlerde TNF-a'y1 inhibe eder, sirkiilasyondaki

diizeylerini azaltir (22, 29).

Niikleer faktor kappa B (NF-xB) ailesi bagisiklik, inflamasyon ve tiimor
gelisimini desteklenmesi gibi gesitli etkilere sahiptir (22, 28). TNFa ile uyarilmis NF-xkB
yolagiin timor olusumu {izerindeki etkileri iki yonliidiir. Malignite olusturma
potansiyeline sahip olan hiicrelerin 6limiinii 6nler, tiimor kitlesindeki miyeloid ve lenfoid
kokenli hiicrelerde proinflamatuar sitokinlerin {iretimini uyarir. Daha sonra
proinflamatuar sitokinler neoplastik hiicredeki ¢ogalmay1 ve hiicre sagkalimini arttirmak
icin hasar gormiis epitel hiicrelere sinyaller gondererek karsinojenik etkileri destekler.
Ancak erken donem kanserlerin bazilarinda NF-«B yolaginin aktivasyonu tiimor stipresif

etkiler de olusturabilir (28).

NF-kB’nin otofaji iizerine etkileri ise tam netlik kazanmamistir. Otofagozom
olusumu icin kritik rol oynayan beclin-1 geninin promotoriinde NF-kB’ye ait bir
baglanma bdlgesi bulunur ve otofajinin stimiilasyonu i¢in NF-kB 6nem arz eder. Yine,
aktif NF-kB p65 kompleksi, beclin-1 ekspresyonunu arttirarak otofajiyi uyarir. Ancak
bazi hiicre serilerinde yapilan calismalarda NF-kB’nin, tiimor nekroz faktorii (TNF),
reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve a¢ligin neden oldugu hiicresel stres durumlarinda beclin-
1 ve Atg 5 gibi otofaji indiikleyici genlerin ekspresyonlarini azaltarak otofajinin negatif
bir regiilatori roliinii tstlendigi gosterilmistir. Yine vitamin D3 sinyalizasyonun, NF-xB

aktivitesinin azalmasinda rol alan VDR iizerinden otofajiyi azalttig1 bildirilmistir (22).

Kanser patogenezinde rol oynayan diger bir grup molekiil de toll-benzeri
reseptorler (TLR)’dir. Artan kanitlar, dogal bagisikligin kilit reseptorlerinden olan
TLR'lerin kanser gelisiminde ve ilerlemesinde rol oynadigini gostermistir. TLR'ler hem

dogal hem de adaptif bagisiklik sistemlerinde, 6zellikle bakteriyel patojenler ve diger
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zararli molekiillere kars1 verilen inflamatuar yanitlarda rol oynayan membran-bagh
reseptorlerdir (28, 30). Niikleik asit-duyarli TLR'ler (TLR3, TLR7, TLR8 ve TLR9Y)
hiicrenin endozomal kompartmanlarinda lokalize olurken, diger TLR'ler plazma
membraninda yer alir (31). Metillenmemis ¢ift sarmalli DNA (CpG), tek sarmalli RNA
(ssSRNA), lipoproteinler, lipopolisakkarit (LPS) ve flajellin gibi patojen-iliskili molekiiler
model (PAMP'lar) veya Olmekte olan hiicrelerden salinan hasarla iligkili molekiiler
modelleri (DAMP'lar) algilayan intraselliiler veya membran-iligkili patern tanima
reseptorleri (PRR'ler) ailesine ait olan bu reseptorler temel olarak dogal immiin hiicreler
tizerinde eksprese edilmesinin yani sira epitel veya endotel kokenli kanserler ve

osteosarkom hiicreleri tarafindan da tiretilir (31-33).

TLR'ler genellikle ortak bir sinyal yolunu paylasir; TLR3 disindaki tim TLR'ler
miyeloid farklilagma primer yanit geni 88 (MyD88)-bagimli yolda gorev alir. TLR sinyal
yolagimmin uyarilmasi, NF-xB ve mitojenle-aktiflenen protein kinaz (MAPK)
aktivasyonuna ve sonrasinda bir¢ok sitokin, kemokin ve interferonun salgilanmasina
neden olur. NF-kB ve salgilanan bu pro-inflamatuar sitokinler anti-apoptotik
molekiillerin indiiksiyonu sonucu tiimor hiicresi 6liimiinii 6nleyerek kanser gelisiminde

6nemli bir rol oynar (30, 33).

Malign hiicreler, farkli asamalarda birgok DAMP salgilayabilir ve bunun
sonucunda aktiflenen farkli TLR'ler kanser gelisiminde tamamen farkli etkilerin ortaya
ctkmasma neden olabilir (Anti-timoral etki veya pro-tiimoral etki). Ornegin,
lipopolisakaritler tarafindan etkinlestirilen TLR-4 sinyalinin, tiimor hiicrelerini immiin
saldiridan korudugu ve bdylece tiimdr biiylimesini arttirdigi gosterilmistir. Yine, TLR-
9'un kanser hiicrelerinde tetiklenmesinin kanser hiicrelerini, TNF bagh apoptoz-
indiikleyen ligand kaynakli apoptoza kars1 korudugu ve tiimor hiicresi proliferasyonunu

tesvik ettigi gosterilmistir (30).

Osteoblast, osteosit ve stromal hiicrelerden salinan, TNF ligand ailesinin bir {iyesi
olan reseptdr aktivator niikleer kappa B ligandi (RANKL), preosteoklastlar iizerinde
bulunan reseptoriine (RANK) baglandiktan sonra bu hiicrelerin osteoklastlara
farklilasmasin1 uyarir ve osteklastlarda transkripsiyon faktorlerinin  ve gen
ekspresyonlarinin aktive edilmesini saglar (12, 34). RANKL pre-osteoklast ve olgun
osteoklastlar tizerinde bulunan RANK reseptoriine baglandiktan sonra bazi ara

mediatorlerin ve sonrasinda NF-kB aktive olmasi sonucu osteoklastik genlerin
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ekspresyonuna sebep olan kaskadin baglamasina neden olur (Sekil 4). RANKL’1n kemik
dokusundaki temel fonksiyonu kemik osteoklastlarin olusmasin1i ve apoptozun

inhibisyonunu saglayarak kemik rezorpsiyonunun arttirilmasini saglamaktir (34).

RANKL sentezi, vitamin D3, biiylime faktorleri, peptidler ve TNFa gibi sitokinler
ve glukokortikoidler tarafindan diizenlenir. Vitamin D3 ve TNFo,, RANKL seviyelerinde
artisa neden olarak osteoklastogenezi arttirir.  Osteoklastogenez ve kemik
rezorpsiyonunda kritik role sahip olan RANKL’in etkileri osteoblast ve stromal
hiicrelerden salinan osteoprotegerin proteini ile inhibe edilir. RANKL i¢in yalanci
reseptor gorevi goren osteoprotegerin, RANKL’in asil reseptorii olan RANK ile

etkilesimini engelleyerek kemik rezorpsiyonunu 6nler (12, 34).

RANKL’mn timor hiicrelerinin proliferasyonu, metastaz ve metastaz sonrasi
vaskiilarizasyonda destekleyici yonde etkilerinin oldugunu diistiniilmektedir. Artmis
RANKL diizeyleri neticesinde meydana gelen kemik yikiminin kanser hiicrelerinin daha
hizli ¢ogalmasina ve hayatta kalmasina neden olan biiyiime faktorlerinin sentezinin
indiiklendigini gosteren calismalar mevcuttur. Ayni zamanda RANKL’in inhibe
edilmesinin kemik metastazi, osteoporoz ve inflamatuar eklem hastaliklarinda kemigi

koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir (34).

Tiim6ér, DNA onarim, tiimdr siipresor veya protoonkogen mekanizmalarinda
meydana gelen genetik veya c¢evresel etkenlere bagli olusan mutasyonlar sonucu
hiicrelerin immiin yanittan, biiylime baskilayic1 sinyallerden ve hiicre o6limi
yolaklarindan kacarak kontrolsiiz sekilde ¢cogalip, normal fonksiyonlarimi kaybetmesidir
(35). Olusturdugu risk agisindan degerlendirildiginde kabaca bening (iyi huylu) ve malign
(kotii huylu) olarak iki gruba ayrilabilir. Tiimor hiicrelerinin lokalize olduklart primer
timor bolgesinden dokulara invaze olmalari, intravazasyon ile kan veya lenfatik sisteme
karisip dolasimdayken hayatta kalmalari, ekstravazasyon ile hedef dokulara yerlesip
burada yeniden ¢cogalmasi metastaz olarak tanimlanir ve kanser hastalarindaki en biiyiik

6liim nedenlerinden biridir (6).
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Sekil 4. OPG/RANK/RANKL vyolagi. A: Onciil osteoklastlarin olgun osteoklastlara
farklilagmasinda osteoprotegerin (OPG), RANK ve RANKL’m rolii B: OPG, RANKL ve
RANK’mn osteoklastojenezdeki rolleri ve hiicre i¢i sinyal iletimi. Fizyolojik kosullarda
osteoblastlar tarafindan iiretilen RANKL’in Onciil osteoklastlar yilizeyinde bulunan RANK’a
baglanmasi TRAF6’y1 uyararak NF-kB aktivasyonuna sebep olur. NF-«xB ile artan c-Fos sentezi
NFATcl ile etkileserek osteoklastojenik genlerin transkripsiyonunu tetikler ve bdylece uyari
cekirdege iletilmis olur. OPG, RANKL’a baglanarak onun RANK’a baglanmasini engeller (34).

2.3. OSTEOSARKOM

Koken aldig1 dokuya gore tiimorler karsinoma, sarkoma, 16semi ve lenfoma olarak
tiplendirilir. Sarkomalar kemik, kikirdak, yag, kas, kan damarlar1 ya da bag dokusunda

meydana gelen malignitelerdir (36).

2.3.1. Osteosarkom Nedir?

Osteosarkom, olgunlasmamis osteoid iireten mezenkim kokenli ig hiicreleri ile
karakterize, yiiksek dereceli primer kemik malignitesidir. Yetiskinlerde nadir goriilen bir
tiimor olmasina ragmen (ABD’nde milyonda 3,1 vaka insidansina gore yeni kanser tanisi
almig yetiskinlerin %]1’inden daha azinda) ergenlik donemindeki ¢ocuklarda 16semi ve
lenfomadan sonra en sik karsilasilan malignitedir (0-24 yas arasindaki bireylerin ise %3-
5’inde) (1, 2). Alman tiimér veri bankasinin verilerine gore bu oranlar 15 yasindan kiigiik
cocuklar i¢in yi1lda milyonda 2-3 kisi (yani yilda ortalama 40 hasta) olarak bildirilmistir
(37). Erkekler osteosarkom agisindan daha riskli grupta olmalarina ragmen (fizyolojik
kemik gelisiminin daha hizli olmasi, uzun boy), hastaligin baslangici kadinlarda daha

kiiglik yaslarda goriiliir (puberteye erkeklere kiyasla daha erken girmeleri) (2). Hastaligin
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olusma riskinin pik yaptig1 iki farkli yas donemi vardir. Birinci ve daha sik goriildiigii
donem ergenligin baglamasina bagli olarak kemik gelisiminin hizlandigr 10 ile 14
yaslardir. Ikinci ve daha nadir goriildiigii donem ise 60 yaslarindan sonradir (1). Geng
yaslarda goriilen osteosarkomlar ¢ok biiylik oranda yliksek malignite gosterip ¢ok daha
hizli metastaz yaparlar. Bu nedenle etkin bir sekilde tedavi edilmezse mortalite

kaginilmazdir (3, 37).
2.3.2. Tiirkiye’deki Durum

Ulkemizde her yil yaklagik 150 yeni osteosarkom olgusu izlenmekte olup bu
vakalar ¢cogunlukla 15 yas altindadir. Pediatrik onkolojideki tiim gelismelere ragmen,
osteosarkomdaki sagkalim hizlarinda son 10 yilda belirgin degisiklik goriilmemektedir.
Ulkemizdeki metastatik osteosarkom oram ise %21’dir (3). Yine, iilkemizdeki
osteosarkom hastalarinin ¢ogunda (%91) hastalik, daha ¢ok yiik binen ekstremitelerde

(femur distali, tibia, fibula ve humerus proksimali) tutulum gostermektedir (35).
2.3.3. Osteosarkom Risk Faktorleri

Osteosarkomun fenotipik risk faktorleri fizyolojik hizli biiyiimeye bagli uzun boy
ve yiiksek dogum agirhigidir (1). Yine erkek ¢ocuklar kizlara kiyasla daha yiiksek risk
altindadir (2, 3). Osteosarkom vakalariin ¢ogu sporadik mutasyonlarin sonucudur ancak
patogenezde p53 gibi tiimor siipresor genlerin kaybi 6nemli bir yere sahiptir. Li-Fraumeni
sendromu, retinoblastom, Bloom sendromu (37), RecQ helikazlarin foksiyonunu
kaybetmesi veya mTOR yolagindaki degisiklikler osteosarkom gelisimindeki genetik risk
faktorleri arasinda yer almaktadir. Sekonder osteosarkom gelisimindeki en Onemli
faktorler arasinda iyonize radyasyon maruziyeti (radyoterapi) ve Paget hastaligi bulunur
(1). Alkilleyici ajanlar, metal protez varligi, osteoblastom, osteokondrom ve kronik

osteomiyelitin de osteosarkom gelistirme riski oldugu sdylenilmektedir (35).
2.3.4. Osteosarkom Bulgulari

Bulgular genel olarak etkilenen bolgede agri, hareket kisitliligi, lokalize sicaklik
gibi nonspesifik sikayetlerdir. Hastalarin ¢ok az bir kisminda patolojik kiriklar meydana

gelebilir. Kilo kaybi, kirginlik, ates genellikle hastaligin ileri derecelerinde goriiliir (1).
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2.3.5. Osteosarkom Tanisi

Stiphelenilen bolgeden alinan biyopsi sonucunun histolojik olarak incelenmesi
gerekir (2). Konvansiyonel osteosarkomun histolojik incelemesi, pleomorfik ¢ekirdekli,
daginik mitotik figiirler ve farkli diizeylerde anaplazilere sahip malign ig veya ¢okyiizlii
mezenkimal hiicrelerin varligin1 gosterir. Olgunlasmamis ve diizensiz osteoid {iretimi
karakteristik bir Ozelliktir ve hastaligin tanis1 i¢in gereklidir (1, 3). Semptomatik
hastalarda diiz radyografinin incelenmesinin ardindan osteosarkomdan stipheleniliyor ise
kontrastli manyetik rezonans goriintiileme (MRG) ve metastazin degerlendirilmesi
acisindan bilgisayarl1 tomografi (BT) gibi ek goriintiileme calismalar1 yapilmalidir.
Osteosarkom tanisi i¢in spesifik bir biyokimyasal parametre bulunmasa da bu hastalarda
genelde artmis laktat dehidrogenaz (LDH) ve alkalen fosfataz (ALP) diizeyleri kotii
prognoz agisindan onem arz etmektedir (2). Buna ek olarak hemogram ve periferik yayma

sonuglarinin analiz edilmesi de maligniteden siiphe edilen durumlarda degerlidir (3).
2.3.6. Osteosarkom Tipleri

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) osteosarkom tiplerini mikroskobik goriintiilerine
gore; konvansiyonel (klasik) osteosarkom, telenjektazik osteosarkom, kiiciik hiicreli
osteosarkom, az malignite gosteren santral osteosarkom, sekonder osteosarkom, parosteal
osteosarkom, periosteal osteosarkom ve yiiksek maligne iist yiizey osteosarkomu olmak
tizere 8 sinifa ayirmigtir (37). Bunlar arasinda en sik goriilen (tiim vakalarin %80-90’1) ve
yiiksek maligniteye sahip olan konvansiyonel tip; osteoblastik (%50-78), kondroblastik
(%4-25) ve fibroblastik (%4) osteosarkom alt tiplerine ayrilir (1, 3).

2.3.7. Prognoz

Osteosarkomlu hastalarin  sagkalim oranlar1 timoriin - tipi ve boyutu,
lokalizasyonu, tani anindaki tiimor derecesi, metastaz durumu, serum ALP diizeyleri,
kemoterapiye verilen yanit ve cerrahi girisimin etkinligi gibi faktorlere baghdir (1, 37).
Yiiksek dereceli osteosarkoma sahip tiim hasta gruplari i¢in 5 yillik sagkalim giinlimiizde
%60-66 civarindadir. Ancak metastatik hastalig1 olan bireylerde 5 yillik sagkalim %20-
30’lara kadar diisebilir (1).
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2.3.8. Tedavi

Cerrahi ve kemoterapi osteosarkom tedavisinde uygulanan protokollerdir.
Metotreksat, sisplatin, doksorubisin ve vinkristin en sik kullanilan kemoterapotik
ajanlardir (35). Buna ek olarak giiniimiizde mTOR, VEGFR, PDGEFR ve tirozin kinaz
reseptOrii (c-kit) inhibitorlerinin ve bisfosfonatlarin da hastalik {izerine etkili oldugu

gosterilmistir (1).

2.4. STATINLER

Mevalonat yolu, asetoasetil-KoA'nin, HMG-K0A sentaz tarafindan katalize
edilen 3-hidroksi-3-metilglutaril-KoA'ya (HMG-K0A) enzimatik doniisiimii ile baslar.
HMG-KoA daha sonra, HMG-KO0A rediiktaz tarafindan katalizlenen hiz sinirlayici bir
reaksiyonda mevalonat haline doniistiiriiliir, ardindan kolesteroliin sentezlenmesine yol
acan bir dizi reaksiyon meydana gelir. Bu yolakta ayn1 zamanda, CAAX motifi i¢eren
birkag proteinin C-terminaline post-translasyonel olarak eklenen, farnesil pirofosfat
(FPP) ve geranil geranil pirofosfati (GGPP) igeren prenil karbon zincirlerinin tiretimi
yapilir. Bu prenilasyon reaksiyonu bazi kiigiik GTPaz aile iiyelerinin (Ras, Rho) hiicre
membraninin i¢ yiizeyine tutunarak enzimatik aktivite gostermeleri ve intraseliiler
transportlari i¢in zorunludur. Boylece hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, hiicre seklinin
korunmasi ve sitokin ekspresyonu gibi fonksiyonlar kontrol edilir (6, 38). Mevalonat
yolaginin baskilanmasi protein glikozilasyonu veya hiicre solunumu i¢in gerekli olan

aktif dolikol, Heme A ve ubikinon gibi yapilarin iiretiminde azalmaya neden olur (38).

Statinler, kolesterol biyosentezinin ve izoprenoid metabolitlerinin olusumunu
saglayan mevalonat yolaginda HMG-KoA'nin L-mevalonik aside doniistimiinii
katalizleyen HMG-KO0A rediiktazi inhibe eden HMG-K0A’nin yapisal analoglaridir (6,
39) (Sekil 5).

Statin ailesi, ¢ozlniirliiklerine gore lipofilik statinler (serivastatin, simvastatin,
lovastatin, mevastatin, fluvastatin ve atorvastatin) ve hidrofilik statinler (pravastatin ve
rosuvastatin) olmak iizere ikiye siniflandirilabilir (6). Mevastatin ve lovastatin ilk olarak
mantarlardan elde edilen dogal bilesiklerken daha sonrasinda atorvastatin, fluvastatin, ve
simvastatin gibi sentetik statinler iiretilmistir (38). Bu ajanlar geleneksel olarak kolesterol

diisiiriicti ve kardiyovaskiiler hastaliklar1 6nleyici etkilerinden dolay1 kullanilsa da son
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yillarda yapilan calismalar sonucu bu ilaglarin anti-inflamatuar, immiinmodiilator,
noroprotektif, antitiimoral (7) ve kemik metabolizmasini iyilestirici etkilerinin oldugu da

gosterilmistir (6).

Acetyl-CoA

!

HMG-CoA
HMG-CoA .
l < Sl I— Statins

Mevalonate

!

Isopentenyl-PP

7 N\

Ras Farnesyl-PP Geranylgeranyl-PP  RhoA
Farnesyl- Squalene Geranylgeranyl-
= q — transferase
Active Ras l Active RhoA
l Cholesterol l

Pro-oncogenic Pro-oncogenic

Sekil 5. Statinlerin mevalonat yolu lizerindeki etki mekanizmasi ve Ras ve Rho sinyal yollaklar
tizerindeki etkisi. Mevalonat yolu. Statinler, HMG-KoA'nin mevalonat'a doniistimiinii inhibe eder
ve sonrasinda FPP ve GGPP’in biyosentezine engel olur. Bu yolakta FPP, kolesterol de dahil
olmak ftizere gesitli molekiillere doniistiiriilebilir. Buna ek olarak, FPP ve GGPP, pro-onkojenik
etki gosteren Ras ve Rho gibi bir takim kii¢iik GTPaz siiper-aile iiyelerinin farnezilasyon ve

geranilgeranilasyonunda yer alir (6, 40).
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Sekil 6. Statinler, otofaji ve metastaz arasindaki iliskiyi agiklayan diyagram. Statinler, HMG-Ko0oA
rediiktaz inhibisyonu sonucu ve mevalonat ve alt yolaklardaki GGPP’in biyosentezini onler.
GGPP’larin titkenmesi AMPK aktivasyonu sonucu TOR inhibisyonuna neden olarak otofajik
yanitlarin baglamasi tetikler. p21'in AMPK veya Akt tarafindan fosforilasyonu, sitozolik
lokalizasyonuna yol agar. Sitozolik p21, ER stresine ve otofajiye neden olur. Otofajinin
diizenlenmesinde rol oynayan diger bir faktér ise p53°diir. Otofaji, tiimor nekrozunu ve
inflamatuar hiicre infiltrasyonunu tiimoérlere sinirlandirarak ve giiclii antitimor immiin yanitlarini
tetikleyebilen HMGB1 salimmmini kolaylastirarak anti-metastatik aktiviteye neden olur. Ancak,
bazi1 durumlarda otofaji pro-metastatik etkiye de neden olabilir. Ozetle, otofaji, Rho GTPazlarin
inhibisyonuna ek olarak, statin kaynakli anti-metastatik etkilerden sorumlu olan mekanizmadir.

(6)

Statinlerin antitimoral roliiniin molekiiler mekanizmalar1 iki bdliime ayrilir:
HMG-Ko0A rediiktaz bagimsiz islemler ve HMG-K0A bagimli islemler. HMG-KoA
rediiktaz bagimsiz siireg, integrin lenfosit fonksiyon-iligkili antijen 1 (LFA1)’in
intraseliiler adezyon molekiilii 1 (ICAMI) ile olan etkilesiminin interfere edilmesini
kapsar. Bu etkilesimin bozulmasi tiimor hiicre adezyonunu, invazyonunu ve
inflamasyonunu zayiflattigindan dolay1 anti-metastatik etki gosterir. HMG-KO0A rediiktaz
bagimli siiregler ise Ras, Rac ve Rho gibi kii¢lik GTPase ailesi iiyelerinin aktivasyonuna
neden olur. Bu yapilarin karsinogeneze yol agarak kotii prognozdan sorumlu oldugu

gosterilmistir. Bir diger HMG-KO0A rediiktaz bagimli siire¢ de statin iligkili otofajinin
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indiiklenmesidir. Son ¢aligmalar statinlerin tiimor hiicrelerinde, kok hiicrelerde, vaskiiler

endotel hiicrelerinde ve osteoblastlarda otofajiyi indiikledigini gostermistir (6).

Osteoclast

Extracellular

Osteoblast

TGFp

j Stimulate osteoblast differentation

Noggin,
Chordin
B“P Extracellular

B\l?: =R II- R 1 complex

Intracellular

\*’

64

P 4’: g

‘ Destekler
h Inhibe eder

Sekil 7. Statinlerin kemik olusumu-sinyal yollaklar1 tizerindeki anabolik etkileri. A: Statinler,
OPG / RANKL / RANK sinyal yolagini diizenlemek i¢in Ostrojen resptdr ekspresyonunu arttirir,
bdylece osteoklast farklilasmasini inhibe eder. B: Statinler, osteoblast apoptozunu TGFf / Smad3
sinyal yolagi aracilig1 ile inhibe eder. C: Statinler, BMP-2 (kemik morfogenetik protein-2) gen

ekspresyonunu uyarir. BMP-2, bir dizi kemik spesifik gen transkripsiyonunu arttirir ve
osteoblastlarin farklilasmasini destekler (41).
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Atorvastatinin geranilgeranilasyonun inhibisyonu veya LC3B transkripsiyonunun
aktivasyonuyla, diger statinlerin, hiicresel GGPPlerin tiiketilmesine bagli olarak
AMPK’nin TOR’u inhibe etmesi sonucu veya ER stresi tetikleyen sinyal yolaklarinin
(katlanmamis protein cevabi-UPR) aktive edilmesiyle (39) otofajiyi baslattig
bildirilmistir (Sekil 6-8). Bunlara ek olarak statinler, timor hiicrelerinin metastaz sonrasi
endotel dokulara tutunmasi igin gerekli olan E-selektin adezyon molekiiliiniin TNF-a. ile

indiiklenen asir1 ekspresyonunu durdurur (6).

Starvation Drugs(e.g.Brefeldin A,

statins)

R
ER
MTOR)— °oo' stress

-
CI:I?K. A{g /

.
1

Bcl-2— \/Beclln_

Nutrient
abundence

7

Membrane
isolation

Recycle
==
/.

O 2 TN
(@
/@

Autolysosome

Sekil 8. Statinlerin ve ER stresin otofaji istiindeki ortak yolagi. A¢lik veya ilaglar (6rn: brefeldin
A, statinler) AMPK'yi aktive eder ve otofajinin indiiklenmesine yol agan mTOR aktivitesini
baskilar. TOR aktivitesinin inhibisyonu, ATG'lerin aktivasyonunu tetikler ve membran
izolasyonu, otofagozom olusumu ve otolizozom formasyonunu igeren otofajik siireci baslatir.
PI3K ailesinin I ve IIl. smiflar1 otofajinin diizenlenmesinde rol oynar ve antagonistik roller
sergiler. Buna ek olarak, ER stres AMPK aktivasyonu veya dogrudan ATG aktivasyonu ile
otofajiye yol agar (6).

Kanser hiicrelerindeki metabolik yolaklar incelendiginde mevalonat yolaginin
onkojenik 6zellik gosterdigi son zamanlarda rapor edilmistir. Mevalonat yolaginin aktif
inhibitorlerinden olan statinlerin de bu nedenle anti-kanser etkiler gosterip bu amacla

kullanilabilecegi diisiiniilmektedir (38). Yine statinlerin UPR’yi arttirarak ER strese
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neden oldugu ve bdylece otofajiyi indiikleyerek hiicre o6limiine neden oldugu

gosterilmistir (39).

2.5. VITAMIN D

D vitaminin, ergokalsiferol (D2) ve kolekalsiferol (D3) olmak iizere iki biyolojik
formu vardir. Saglikli insanlarda, D vitamininin biiyiik bir kismi, cildin alt epidermal
bolgesinde yer alan 7-dehidrokolesteroliin fotokimyasal reaksiyonlara ugramasi ile
iretilir. Ultraviyole B (UVB) 1sinlar1 cilde niifuz ederek 7-dehidrokolesterol’de yapisal

doniisiime neden olurlar ve D3 vitamini olusur.

D3 vitamini, ciltte fotokimyasal reaksiyonlar sonucu iiretildikten sonra dolasima
verilir. Dolasima gegen vitamin D3 ile yiyeceklerden emilen D vitamini (Da/kolekalsiferol
veya Do/ergokalsiferol) karacigere ulagmasi ile sitokrom 25-hidroksilaz (CYP27A1)
enzimi ile etkilesir. Bunun sonucunda 25(OH)D.'yi ve 25(OH)Ds'ii igeren 25-
hidroksivitamin D veya 25(OH)D olusur. Meydana gelen bu 25(OH)D molekiilleri baska
bir hidroksilasyonun gergeklestigi ve bu siiregte sitokrom 1-alfa-hidroksilaz enziminin
gorev aldigr bobreklere tagimir. Sonug olarak, kalsitriol (1-alfa,25-dihidroksivitamin D3
veya 1,25(0OH)2D) olarak adlandirilan vitamin D’nin aktif formu iretilmis olur (8). 25-
hidroksi vitamin D3'li, 1,25 (OH)2Ds'e Kkatalize eden 25-hidroksivitamin D-1 alfa-
hidroksilaz enzimi, aktif D vitamini formunun Giretilmesi i¢in kritik degere sahiptir. Hedef
hiicreler tarafindan alindiktan sonra, D3 vitamini konjuge reseptorii olan VDR'ye

baglanir.

Aktif D vitamini temel olarak bobrek, ince barsak ve kemik tizerine etki ederek,
parathormon (PTH) ile birlikte kalsiyum homeostazinin diizenlenmesinde gorev alir (9).
PTH diizeylerine bagli olarak kalsiyum ve fosfor seviyelerini regiile eder, kemik
homeostazinda temel bir role sahiptir. Vitamin D bu fonksiyonlarini vitamin D
reseptorleri (VDR) araciligi ile yerine getirir. VDR, niikleer reseptdr {ist ailesinin bir
tiyesidir. Memelilerde, karaciger, bagirsak, bobrek, cilt ve tiroid bezi gibi metabolik
dokularda, tiim dokularda orta derecede ve hatta malign dokularda da eksprese edilir.
VDR'ler ¢cogunlukla hiicre ¢ekirdeginde bulunan klasik steroid duyarli niikleer reseptor
ile yakindan iligkili olmalarina ragmen hiicre ¢ekirdegi disinda da yer alabilirler. VDR,

Vitamin D3 (kalsitriol)’e ytiksek afiniteyle baglanmasina ek olarak 25-hidroksivitamin D3
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(kalsidiol) ile de etkilesebilir. VDR ile vitamin D3 arasinda meydana gelen bu baglanma
sitoplazmada, cekirdekte ve hiicre membraninin dis yiizeyinin hidrofobik bdlgesinde

gerceklesebilir; genomik ve genomik olmayan cevaplar olusabilir (8).

VDR'ler, dogrudan DNA uzantilarina baglanip spesifik gen bolgelerini agip
kapatabilen niikleer transkripsiyon faktorleridir. VDR 'lerin insan genomundaki yaklasik
20,488 genin 500 kadarmi diizenledigi diisliniilmektedir. VDR’ler vitamin D3’iin
efektorleri olarak fonksiyon gostermelerinin yani sira vitamin D endokrin sistemi (VDES)
i¢in kritik 6neme sahip olan vitamin D3 biyo-aktivasyonu ve yikimi arasindaki dengenin

korunmasindan da sorumludur (8).

VDR'ler inaktif haldeyken hiicre sitoplazmasinda ve kaveol olarak adlandirilan
hiicre membraninin dis kismindaki katlanma bdlgelerinde lokalizedir. Bir vitamin D3
molekiilii VDR ile karsilastiginda, vitamin D-VDR ligand kompleksi olusur ve bu durum
VDR proteinlerinin ii¢ boyutlu yapisinin degisiklige ugramasini tetikleyerek transport
proteinleri ve diger proteinlerle olan etkilesiminin degismesine neden olur. VDR ’nin aktif
formu, D vitamini hedef genlerin promotor bolgelerinde bulunan VDRE'lere (vitamin
D’den sorumlu eleman) baglanarak transkripsiyonlarini kontrol eder. Olusan kompleks,
kaveolar yerinde, sitoplazmada veya hiicre ¢ekirdeginde translokasyondan sonra
fonksiyonel degisikliklere uyarip, gen transkripsiyon sisteminin proteinleri ile bir araya
gelerek bu proteinlerle iliskili spesifik genleri aktive eder veya devre dis1 birakir. Vit-
D3/VDR sinyali, mineral ve kemik homeostazinda, biiylime modiilasyonunda,
kardiyovaskiiler siireglerde, kanserin 6nlenmesinde ve otofaji de dahil immdiin yanitlarin
diizenlenmesinde rol oynar. VDR’lerin sayist yasla ve bobrek fonksiyonlarinin
bozulmasiyla azalma gosterir. Vitamin D3’iin yararlanilabilirligine baglh olarak biyolojik
D hormonu etkisi olusturabilecek VDR tastyan en az 35 farkli hiicre tipi vardir

(Osteoblastlar, kondrositler, karaciger, bobrek, kemik iligi, kanser hiicreleri vs.) (8).

Vitamin D3 eksikligi ve VDR disfonksiyonu, zayif kemik gelisimine neden olur
(22). D vitamini eksikliginde, D vitamini tarafindan saglanan hidroksimetil glutaril KoA
(HMG-Ko0A) rediiktaz tizerindeki inhibisyonun ortadan kalkmasiyla trigliserit
seviyelerinin artmasi sonucu; kardiyovaskiiler risk, bazi organlardaki anti-tiimoral ve
anti-proliferatif hiicre farklilasma etkilerinin azalmasina bagli, kolorektal, meme, prostat,

pankreas gibi pek ¢ok kanser tiiriine yakalanma riskinin arttig1 bildirilmistir (9).
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Kalsitriol tarafindan diizenlenen konak savunmasinda ve inflamatuar yanitlarda
kritik 6neme sahip (8) sinyal yollarinda yer alan mTOR (rapamisinin memeli hedefi),
Siif III fosfatidilinositol 3-kinaz kompleksi (PIBKC3), Kkatelisidin, kalsiyum
metabolizmasi ve siklin-bagimli kinaz yolaklar1 vitamin D3 ile regiile edilir. Yine,
otofajide dnemli role sahip olan beclin-1, Bcl-2, vitamin D3 ve vitamin D3 analoglari gibi
birgok faktor tarafindan diizenlenir (Sekil 9). VDR hedef geninin inhibisyonu, vitamin D3
ile giiclendirilmis beclin-1 ekspresyonunu ve vitamin Ds ile indiiklenen otofajiyi 6nemli
Ol¢iide zayiflatir. Ayrica, vitamin D3’iin sitotoksik dozlar1 ve ER stres arasinda, vitamin
D’nin ER’den kalsiyum salinmasini tetikleyerek sitoplazmik kalsiyum seviyelerini
arttirdig1 ve boylece apoptozdan sorumlu faktorlerin indiiklenmesine bagli hiicre 6liimiine

neden oluguna dair bir iliski oldugunu goésteren ¢alismalar mevcuttur (42, 43).

Buna ek olarak, vitamin D3 Bcl-2 ile beclin-1 ekspresyonunu da arttirabilir. Bu
nedenle, vitamin Dz ve otofaji dogal bagisiklik, inflamatuar barsak hastaliklari,

enfeksiyon ve kanser ile iliskilidir (22).

Vitamin Dz’iin otofajik yolaklar tizerine olan etkisi ¢ift yonlidiir. Vitamin D3
kalsiyum metabolizmasmin major diizenleyicilerinden biridir ve dolasimda yiikselmis
vitamin D3 diizeyleri VDR miktarinin da armasina neden olarak bagirsaklardan kalsiyum
absorbsiyonunu arttirir. Buna ek olarak, ndron gibi uyarilabilen hiicrelerde vitamin D3
stimiilasyonuna bagli olarak sarkoplazmik ya endoplazmik retikulum (ER)’dan
kalsiyumun salinmasi otofaji ve birgok hiicresel yanitin olusmasina neden olur (22).
Vitamin D3 veya analoglarinin (100nM, 3 giinliik tedavi sonrasinda) MCF-7 meme
kanserinde LC3B pozitif otofagozom olusumunu kalsiyuma bagimli yolaklar iizerinden
anlamli derecede yiikseltip otofaji-bagimli hiicre 6limiinii uyardig1 gosterilmistir (44).
Benzer sekilde, vitamin D analogu olan EB1089 anti-kanser ilacinin, lizozomal asit
miktarini ve lizozomal proteazlarin aktivitesini, hiicre morfolojisinde belirgin degisiklik
heniiz olusmadan arttirdigi, bdylece otolizozom olgunlagsmasini ve degredasyonunu
artirabildigi bildirilmistir. Yine, vitamin Dz sinyalizasyonu serbest sitozolik kalsiyum
seviyesini arttirarak otofajinin major inhibitorlerinden olan mTOR aktivitesini azaltir ve
otofajiye neden olur. Baz1 yolaklar araciligi ile beclin-1 diizeylerini arttirir. Otofagozom
olusumunda ¢ekirdeklenme, uzama ve otofagozomun lizozom ile birleserek otolizozom
olusumunu destekler, lizozomal proteazlarin aktive olmasini saglayarak otofajiye katkida

bulunur (22).
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Sekil 9. Hiicre proliferasyonu, apoptoz ve kanserdeki inflamasyonun diizenlenmesinde rol alan
1,25(0OH),Ds kaynakl1 sinyal yolu. 1,25(OH).Ds, hiicre dongiisiiniin G1'den S fazina gegisini, ya
dogrudan farkli siklin bagiml kinaz inhibitérlerinin diizenlenmesiyle ya da indirekt olarak diger
biiylime faktorlerinin indiikklenmesi (6rn., TGF-, EGF) yoluyla engeller. Ek olarak, 1,25(0OH).Ds,
igsel apoptotik yolagin aktivasyonu veya TNF-o, EGF, -katenin ve prostaglandinler gibi diger
sinyal yolaklariyla etkilesime girerek apoptozu indiiksiyonuna neden olur. 1,25(OH).D3 ayrica,
IL-1, IL-6, IL-8 ve TNF-a gibi inflamatuar sitokinlerin iiretiminin baskilanmasina yol agan NFxB
aracili gen transkripsiyonunun inhibisyonu sonucu olusan immiinsiipresif bir etkiye sahiptir (45).

Ote yandan, Kalsitriol, gesitli hiicresel stresdrlerin varliginda NF-xB, TNF-a veya
IFN-y diizeylerini diisilirerek, hiicreleri otofajiye bagli dliimden koruyan pl19INK4D
mediyatorlerin seviyelerini yiikselterek otofajiyi azaltir. Elde edilen kanitlar hem D
vitamini sinyalinin hem de otofajinin kronik inflamasyon ve enfeksiyon patogenezinde

kritik bir rol oynadigin1 géstermektedir (22).
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2.6. HUCRE OLUM YOLAKLARI

Hiicre oliimii farkli sekillerde olusabilir. Dis faktorlerin olusturdugu kuvvetli
hasara karst hiicre biitiinliigiinii kaybederek ani 6liime gidebilir veya organizmadaki
homeostazisi korumak ve potansiyel tehlike arz eden faktorleri elimine etmek amaciyla
cesitli sinyal yolaklarinin aktive/deaktive edilmesiyle aktif veya programli hiicre 6liimiine

gerceklesir. Tanimlanmis ti¢ hiicre 6liim mekanizmasi vardir.

1 Tip I hiicre 6liimii, apoptoz

2 Tip II hiicre 6liimii, otofaji

3. Tip II hiicre 6limii, nekroz (Mak19)
4 ER Stres

2.6.1. Apoptoz

Apoptoz, kaspaz proteaz aktivasyonunun eslik ettigi, hiicrenin kiiciilmesi, hiicre
membran iskeletini olusturan aktinin disorganizasyonuna bagli bleb olusumu ve kromatin
yapisinin yogunlagmasi (piknoz) ile karakterize tip I hiicre 6liimii olarak adlandirilan
hiicre 6liim yolaklarindan biridir. Apoptotik hiicre 6limiinii tetikleyen iki temel yolak
vardir. Bunlar mitokondrial (i¢sel) ve 6lim reseptorii (digsal) yolaklaridir. Klasik bir
ligand-hiicre-yiizey-reseptor etkilesimini igeren 6lim reseptorii yolaginda TNF reseptor
(TNFR) ailesi, Trail reseptorleri (TRAIL-R) veya Fas (CD95) gibi 6liim reseptorleri (DR)
gorev alir. DR’ler ile uyarin hiicre 6liimii, immiin sistem fonksiyonu ve homeostazisi i¢in
kritiktir. Mitokondrial apoptotik yolak ise, DNA hasar1 (genotoksik ajanlar veya DNA
onarim mekanizmasindaki defektler nedeniyle olusur) veya ER stres (katlanmamis
proteinlerin birikmesi sonucu olusur) durumlarinda hiicrenin hasar1 tamir edemeyecegini
anladig1 zaman otonom olarak hiicre Oliimiinii tetikledigi sistemdir. Bu durumda
mitokondrial dis membran biitiinliigii kaybolur ve sitokrom c gibi proapoptotik faktorler
mitokondriden sitozole salimir ve kaspaz-aktivasyon kompleksinin birlesmesine
(apoptozom) neden olur. igsel ve dissal yolaklarm her ikisi de kaspaz proteazlarinin

aktivasyonuna bagli intraseliiler protein yikimi ve hiicre pargalanmasi ile sonuglanir (46).

Igsel yolak, mitokondrial dis zar gegirgenliginin (MOMP) regiilasyonundan
sorumlu olan Bcl-2 protein ailesi tarafindan yonetilir (46, 47). Pro- ve anti-apoptotik

etkilere sahip 25 farkli proteini igeren Bcl-2 ailesi apoptozun ana kontroldrlerinden biri
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olarak kabul edilmektedir ve bu iiyelerin anormal ekspresyonlari sonucu tiimor olusumu,
biiyiimesi ve kemoterapdtik ilaglara ve radyoterapiye direncin meydana geldigi
diistiniilmektedir (47). Bunlara ek olarak bu proteinler mitokondrial fiizyon, otofaji ve
ER’den kalsiyum saliniminin Kontroliinde de yer almaktadir (46). Bcl-2 aile iiyeleri
mitokondri, diiz endoplazmik retikulum ve hematopoetik hiicrelerde yer alir.
Transkripsiyonel ve post-translasyonel diizeylerde regiile edilen, anti-apoptotik etkilere
sahip Bcl-2 tiyeleri arasinda Bcl-2, Bcel-xI (Bcl-X biiyiik), Bel-w (Bcl-2 benzeri protein),
Bcl-b (Bcl-2 benzeri protein 10), Mcl-1 (miyeloid hiicreli 16semi 1) ve Bfl-1 (Bcl-2 ile
iligkili protein A1) proteinleri bulunmaktadir. Bcl-2 ve diger anti-apoptotik proteinler
etkilerini, Bax/Bak ve BH3-only gibi pro-apoptotik siireci tetikleyen ve MOMP
gecirgenligini degistirerek fonksiyon gosteren bu molekiillere baglanarak bunlarin

aracilik ettigi apoptozun inhibisyonuyla gosterirler (46, 47).

Apoptozisin uyarilmasinda rol oynayan biiylime onleyici ve DNA hasart ile
indiiklenebilir 45 (GADD-45) gen protein ailesi hem ¢ekirdek hem de sitoplazmada yer
alan, normal hiicrelerde diizeyleri diisiik yogunlukta seyreden, GADD-45 a., 3 ve y olmak
tizere 3 adet proteini kodlar. GADD-45 proteinleri fonksiyonel olarak ayni olmasa da
birbirine benzer faaliyetler gosterir ve birbirleriyle etkileserek olusturduklari homo veya
heterodimerler bu fonksiyonlarin olusumu igin 6nemli bir yere sahiptir. Bu proteinler
DNA onarimz, hiicre dongiisii kontrolii (6zellikle G2/M fazinda), yaslanma ve genotoksik
stres dahil olmak tizere bir¢ok hiicresel fonksiyonun diizenlenmesinde yer alir. DNA
hasarindan sonra, tim GADD-45 protein ailesi iiyeleri hizli bir sekilde indiiklenir ve
bunun sonucunda hiicre dongiisliniin durmasi ve / veya apoptozis meydana gelir veya
DNA tamir mekanizmalar aktiflenir. GADD-45 birg¢ok hiicre sinyal yolagini birbirine
baglar ve apoptozu indiikleyici islevleri nedeniyle normal hiicrelerin malign 6zellik
kazanmasini Onleyerek tiimor baskilanmasinda aktif rol oynar, dolayisiyla bu yolakta
meydana gelebilecek kusurlar malignitelerin baglamasina ve ilerlemesine neden olabilir.
GADD-45 ekspresyonunun indiiksiyonu, g¢oklu kemoterapdtik ilaglarin antikanser
aktivite gostermeleri i¢in gereklidir ve bu genin yoklugu, ilaglarin kanser hiicrelerindeki
etkilerini ortadan kaldirabilir. Timor olusumu, kanser hiicrelerinin sagkalimi ve
metastazi ile iligkili olan NF-kB, GADD-45 ekspresyonunu (o ve y) ¢esit kanserlerde

onkogen 6zellige sahip olan c-myc ekspresyonunu arttirarak inhibe eder (48).

Bu iki yolagin disinda anoikis olarak adlandiran apoptozun baska bir formu daha

mevcuttur. Buradaki tetikleyici faktor epitel veya endotel hiicrelerin ekstraseliiler
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matriksten (ECM) ayrilmasiysa gelisen sinyalin-yok olmasidir (46). Metastaz yapan
kanser hiicreleri ECM’e bagli olmadan hayatta kalip anoikisden kagmak i¢in ¢ogunlukla
biiyiime faktorlerinin eksprese edildigi yolaklar1 asir1 derecede aktive eder. ilaveten,
hiicreyi hayatta tutma mekanizmasi olan otofaji, ECM’den ayrilan kanser hiicrelerinde
meydana gelen besin ve enerji yetmezIligi nedeniyle aktif hale gelip hiicrenin anoikisden
kagarak metastaz yapmasina aracilik eder (6). Yine, anormal mitojenik sinyallere karsi

koruyucu mekanizma gosteren onkogenler, 6zellikle p53, de apoptozu uyarir (46).

2.6.2. Otofaji

Otofaji, okaryotik hiicrelerin ¢ogunda bazal diizeylerde meydana gelen lizozom
aracilt katabolik bir hiicresel yanittir. Bu yolakta uzun dmiirlii proteinler, organeller ve
diger sitoplazmik bilesenler lizozomlara taginip pargalandiktan sonra hiicrenin tekrardan
kullanabilecegi yapitaslarina ayristirilir. Bu siirecin yonetilmesinden 30’dan fazla otofaji-
iligkili gen (ATG) sorumludur. Hiicresel icerigin lizozoma gonderilis yoluna bagli olarak,
otofaji ii¢ sekilde smiflandirilir: makrootofaji (sitozolik igerigin otofagozomlar adi
verilen ¢ift zarl1 vezikiillere paketlenmesinden sonra lizozomlara taginmasi), mikrootofaji
(hiicresel igerigin direkt olarak lizozomal membranin invajinasyonu ile sindirilmesi) ve
saperon-aracili otofaji (sitozolik bilesenlerin lizozomal membran boyunca KFERQ

motifli saperon proteinleri araciligi ile dogrudan taginmasi) (22, 49, 50) (Sekil 10).

Otofaji, aclik, hipoksi, DNA hasar1 (50), biyolojik ajanlar ve kimyasallar gibi
hiicresel stresi arttiran durumlar (22), veya biiylime faktorlerinin yoklugu (49) karsisinda
indiiklenir. Ancak bu stresorlerin neden oldugu otofajik yanitin hiicre sagkalimini
destekleyip desteklemedigine veya hiicre 6liimiinii tetikleyip tetiklemedigine dair gesitli
tartismalar da mevcuttur (50). Otofajinin hiicre sagkalimini arttirmak amaciyla fonksiyon
gosterdigi diisliniilse de bazi kosullar altinda “otofajik dejenerasyon” olarak adlandirilan
apoptotik-olmayan tip II hiicre 6liimii ile de iligskilendirilmistir (22, 49). Aslinda otofaji
genel olarak hiicrelerin hayatta kalmasin1 saglayan bir siire¢ olmasina ragmen, hiicrenin
maruz kaldig1 stres karsisinda hayatta kalma mekanizmalarinin yetersiz kalmasi
durumunda hiicre 6liimiinii destekleyebilir. Bu tip hiicre 6liimii otofajinin eslik ettigi
kaspaz-bagimsiz hiicre 6liimii olarak tanimlanir (46). Yapilan bazi ¢calismalara gore gesitli

kanser olgularinda vitamin D3 ve analoglarinin otofajiyi indiikledigini gosterilmistir.
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Ayrica, otofaji ile vitamin D/VDR sinyal yolaginin oOrtiistiigiinii gosteren caligmalar

vardir (22).

Otofaji tiimor baskilanmasi, hiicre farklilasmast ve Oliimii, yaslanmanin
geciktirilmesi, morfogenez, bagisikligin diizenlenmesi, hasarlanmis protein veya
organellerin par¢alanmasi gibi birgok stirecte gérev alir (22, 44) ve bu siiregte meydana
gelen aksakliklar kansere ve kardiyovaskiiler, otoimmiin ve norodejeneratif hastaliklara

neden olur (49, 50).

Memelilerdeki makrootofaji sistemi 5 basamaktan olusur. 1. Uyarilma veya
indiiksiyon 2. Cekirdeklenme, 3. Uzama, 4. Matiirasyon ve 5. Lizozomla birlesme
degredasyon (22, 51). Otofajinin uyarilmasinin membran vezikiillerinin fagofor birlesme
bolgesinde (PAS) kiimelenmesi ile basladigr disiiniilmektedir. Cift zarli fagoforun
PAS’nde c¢ekirdeklenmesi ikinci basamaktir (52). Fagoforun sitoplazmik membran
eklenmesi ile biiyiiyiip iki ucundan birlesmesi sonucu otofagozom olusur. Uzama ve
kapanma islemlerinin tamamlanmasi ile olgun otofagozomlar meydana gelir (Sekil 11).
Otofagozomun lizozom veya vakuolle kaynasmasiyla otolizozomlar olusur ve
otofagozom igerigi lizozomal hidrolazlar tarafindan pargalanarak hiicrenin yeniden

kullanabilecegi yapi taslarina dontistiiriiliir (22, 52).

Hiicrelerin ana otofaji mekanizmalari, ilk olarak mayalarda kesfedilen ve
memelilerdeki ortologlari iyi tanimlanmis olan bir dizi yiiksek oranda korunmus otofaji-
iligkili genler (ATG) tarafindan kodlanir (51). Mayadaki Atg 6 genin memelideki
ortologu olan Beclin-1, otofajinin regiilasyonunda merkezi bir yere sahip (22) olmasinin
yani sira otofajik ve apoptotik sistemler arasinda ilging bir bagi temsil eder (44). Beclin
1, siif III fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K) ve p150 miristile edilmis kinaz ile kompleks
olusturup otofagozom olusumunu destekleyen ve otofajik proteinlerin lokalizasyonunu
belirleyen bir Bcl-2 etkilesimli protein iken, Bcl-2 ile kompleks olusturdugunda (Beclin
1 / Bcl-2 kompleksi) otofaji ve otofajik hiicre 6liimiiniin engelleyicisi olarak fonksiyon
gosterir (22, 44). Otofagozom olusumu ve matiirasyonunda onhazirlik kompleksi ve
baslatma kompleksi gérev alir. Onhazirlik kompleksi, baslatma kompleksinde yer alan
beclin-2, sinif III PI3K protein kinaz Vsp15°’i aktive ederek fosfatidilinozitol 3-fosfat
(PI3P) lipid iretimini uyarir (46). Beclin-1; Bcl-2, NF-xB, D3 vitamini ve D3z vitamini

analoglar1 gibi bir¢ok faktor tarafindan diizenlenir (22).
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Sekil 10. Otofaji Tirleri; Makrootofaji: Organelleri de igeren sitoplazmanin bir boliimi,
otofagozom olusturmak i¢in fagofor olarak da adlandirilan ¢ift katli izolasyon membram ile
¢evrelenir. Otofagozomun dig zar1 lizozomla birleserek otolizozomu meydana getirir ve igerde
bulunan materyaller sindirilir. Mikrootofaji: Sitoplazmanin kiigiik pargalari, lizozomal veya ge¢
endozomal membranin iceriye dogru invajinasyonu sonucu dogrudan yutulur. Saperon-aracih
otofaji: KFERQ benzeri pentapeptit sekansi igeren substrat proteinleri ilk 6nce sitozolik Hsc70
ve kosaperonlar tarafindan taninir. Sonra lizozomal Lamp-2A ile baglandiktan sonra lizozomal
liimene tasimirlar. Ug tip otofaji mekanizmasinin sonunda ortaya ¢ikan bozunma iiriinleri, yeni
protein sentezi, enerji iretimi ve glukoneogenez gibi farkli amaglar i¢in kullanilir (53).

ATG4 otofaji siirecinde, mikrotiibil iliskili protein 1A / 1B hafif zincir 3 (pro-
LC3, MAPLC3) ve lipide edilmis LC3'in islenmesiyle otofagozom olusumunu destekler.
Otofagozom biyogenezi Atgl2-Atg5 ve Atg8-fosfatidiletanolamin (PE)’i iceren iki
ubikuitin benzeri konjugasyon sistemine ihtiya¢ duyar. ATG4, pro-LC3'in ¢6ziinebilir
LC3-1 formuna ayrilmasi ve otofaji siirecinin kolaylastiriimas:i amaciyla LC3-1 salinimina

neden olan lipide edilmis LC3 formunun (LC3-PE, yani, LC3-1I) otofagosom
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membranlarindan veya otofagosom yapilarindan ayrilmasi igin gerekli olan Atg8 /
mikrotiibal-iliskili protein 1A / 1B-hafif zincir 3 (LC3) lipit konjugasyon sisteminin
diizenlenmesinde Kkilit rol oynar. Insan genomunda dért tane ATG-4 homologu vardir.
Bunlar ATG-4A, ATG-4B, ATG-4C ve ATG4D’dir. ATG4B, LC3-I'in geri donisiimii
ve lizozomlar ile otofagozomlar arasindaki fiizyonun gergeklesmesinde 6nemli bir
fonksiyona sahiptir. Buna ek olarak ATG-4B hem LC3’iin prekiirsorleri ve PE konjuge
formuna hem de GABA tip A reseptor-iliskili protein (GABARAP) alt-aile tiyelerine
kars1 proteolitik olarak aktifken, ATG-4A daha ¢ok GABARAP alt-aile proteinleri igin
etkilidir, LC3 proteinleri tizerindeki etkileri sinirlidir (54). Bu iki homologun aksine,
ATG-4C ve ATG-4D ise kaspazlar tarafindan N-terminallerinden ayrilmadig: siirece
inaktiftir (51, 55).

ATG-8-benzeri konjugasyon sisteminin memelilerdeki karsiligi LC3 sistemidir
(56). Olgunlasmamis LC3 (pro-LC3), C-terminal bolgesinin ATG4 homologlari ile
ayrilmas1 sonucunda sitoplazmada ikamet eden LC3B-I formuna doniisiir. Daha sonra
burada ATG-3 ve ATG-7 araciligi ile PE ile konjuge hale gelen yap1 LC3B-II olarak
tanimlanir. LC3-PE konjugati membrana baglama ve hemiflizyon yetenegine sahiptir bu
nedenle, izolasyon membranlari ve otofagozomlar az miktarda da otolizozomlar iizerinde
yer alarak otofagozom olusumuna 6zellikle membran genisleme asamasinda fonksiyon

gosterir (56, 57).
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Sekil 11. Otofajinin Hiicresel, Molekiiler ve Fizyolojik Yonleri. Otofajinin farkli basamaklarn
vardir: vezikiil ¢cekirdeklenmesi (izolasyon membraninin / fagforun olusumu), vezikiil uzamasi ve
tamamlanmasi (biiyiime ve kapanma), ¢ift membranl otofagozomun lizozomla fiizyonu sonucu
otolizozom olusumu ve sonug¢ olarak otolizozom igeriginin parcalanmasi ve otofagozomun i¢
membraninin lizisi. Bu islem bazal seviyede gerceklesir ve ¢ok sayida farkli sinyal yolu ile
diizenlenir. Burada gdsterilenler sadece deneysel veya klinik amaglar i¢in farmakolojik olarak
hedeflenmis olan regiilator yolaklardir. Kirmiz1 ve yesil ile gosterilen ifadeler sirasiyla otofaji
inhibitorleri ve aktivatorleridir (58).
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2.6.3. Nekroz

Hiicresel nekroz, hiicre sismesi, plazma membran biitiinliigiiniin bozulmas1 ve
kromatin yogunlagmasi olmadan organel yap1 kaybi ile karakterize, onarilamaz hiicre
hasarinin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan tip III hiicre 6liimiidiir. Yiiksek sicaklik, donma-
¢ozme ve mekanik strese maruziyet hiicre biitlinliigiinii bozacak biiyiik hasarlara neden
olarak herhangi bir sinyal yolagin1 aktif etmeden (pasif yoldan) nekrotik hiicre 6liimiine

neden olur. Ancak, nekrotik hiicre 6liimii her zaman tesadiifi veya pasif bir islem degildir

(46).

Nekroptoz olarak adlandirilan diger nekrotik hiicre Sliimiiniin kaynaginda bazi
sinyal yolaklarinin aktivasyonu mevcuttur. Programli nekrozun en karakteristik formu
RIP-kinaz-bagimli nekrozdur. Burada olusan sinyal yolaklarinin hepsi, DR’ler (TNFR),
Toll-like reseptorler (TLR) ve T-hiicreli reseptorler (TCR) gibi hiicre yiizey reseptorleri
ile kompleksler olusturarak, reseptor-etkilesimli protein kinaz 3 (RIP3) aktivasyonuna
neden olur. Buna ek olarak, DNA hasar1 da hiicre yiizey reseptorlerinden bagimsiz sekilde
RIP- aktivasyonunu dogrudan uyarir. RIP3’e bagl nekroz, viral enfeksiyonlar sonucu
cift-sarmalli viral DNA’nin sitozolik DNA sensorlerinin ve interferonun DNA-bagimli

aktivatorleri (DAI)’ni regiile eden faktorlerin aktivasyonu ile de tetiklenir (46).

RIP-kinaz yolaklar1 disinda aktif nekroz sinyallerinin diger tiirleri arasinda:
Iskemi/reperfiizyon hasari, TNF ile uyarilmis NADPH oksidaz 1’a bagl nekroz ve sinir
hiicrelerinde eksitotoksisite olarak adlandirilan glutamat reseptorlerinin neden oldugu

nekroz yer alir (46).

2.6.4. Endoplazmik Retikulum Stres (ER Stres)

Endoplazmik retikulum (ER), protein sentezi-transportu, proteinlerin translasyon
sonras1 katlanmasi, lipid ve steroid sentezi, karbonhidrat metabolizmasi ve kalsiyum
depolanmas1 dahil olmak {izere bir¢ok hiicresel fonksiyondan sorumlu olan hiicre zarinin

devami olarak fonksiyon gdsteren hiicrenin en biiylik organelidir (59, 60).

ER'nin en 6nemli fonksiyonlarindan biri protein sentezidir. Birka¢ saperon ve
katlama enzimi fonksiyonel olarak mevcut olsa bile, ER liimeninde katlanmis veya yanlis

katlanmis proteinlerin birikimi meydana gelebilir (59). Yine, ER’deki kalsiyum
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seviyelerindeki degisimler, molekiiler saperonlarin fonksiyon gostermeleri esnasindaki
kalsiyuma duyduklari ihtiyagtan dolay1 katlanma islemini bozabilir ve buna bagl olarak
hatal1 protein iiretimi meydana gelebilir (60). Hiicrenin maruz kaldigi bu durum ER stres
olarak tanimlanir. Bu durumda hiicrenin verebilecegi birkag cevap vardir: Translasyonun
yavaglatilmasi, protein degredasyonunun indiiklenmesi ve ER homeostazinin korunmasi
icin ER'nin katlanma kapasitesinin arttirilmasidir (59, 60). Bu denge yeniden

olusturulamazsa hiicre dliime gider.

Bir peptit sekrete edilmek igin tasarlaniyorsa hiicre ER liimenine girdiginde, N-
bagh glikozilasyon, disiilfit bag olusumu ve oligomerizasyonu da iceren birkag
modifikasyona ugrar. Oligosakkariltransferaz, asparajini modifiye ederek proteinlerin
katlanmalarinin kinetigini ve termodinamigini iyilestirir. Hatali katlanmalar, liimenin
0zglin yapisindan ve yeni sentezlenmis proteinlerin, sekresyon i¢in hazir olan proteinlerin
ve katlanma enzimleri veya molekiiler saperon gorevine sahip olan proteinlerin liimen
icinde olusturdugu yiiksek protein konsantrasyonlarina bagli olarak meydana gelebilir.
Yiiksek protein konsantrasyonuna sahip olan bu liimende katlanmalarin uygun bir sekilde
gerceklesebilmesi i¢in katlanma enzimlerinin hedef proteini tanimlayabilmeleri gerekir.
Glikoz kalintilarinin eklenmesi proteinin tanimlanmasini saglar, eger bir protein glukoz
kalintilarindan yoksun ise ER tarafindan algilanip tekrar kimliklendirilmek i¢in isleme
almir. Normal katlanma siireci diizeltilemezse anormal proteinlerin birikimine bagh
olarak ii¢ adet ER membran-iliskili protein; enzim 1 gerektiren inositol (IRE1), protein
kinaz RNA (PKR)-benzeri ER kinaz (PERK) ve aktive edici transkripsiyon faktorii 6
(ATF6), aktif hale gelerek katlanmamis protein cevabi (UPR)’nin baglamasina neden olur
(59, 61) (Sekil 12). Buna bagli olarak verilen hiicresel ilk cevap, hiicrenin gerek duydugu
diizglin katlanmig protein miktarin1 arttirmak amaciyla katlanma sistemini igeren ER
bolgelerinin olusturulmasi ve ER miktarinin arttirilmasidir (59). Gegici ve orta dereceli
ER stres UPR tarafindan asilabilirken, uzun siireli veya ciddi ER stres nedeniyle olusan
geri donlistimsiiz hasar, C/EBP homolog proteininin (CHOP) indiiksiyonu, c-Jun N-
terminal kinazlarmm (JNK) aktivasyonu ve UPR-spesifik sistein proteaz kaspaz-12

klevajini igeren apoptotik siirecin baglamasini tetikler (61).

CHOP ve buna denk gelen biiylime onleyici ve DNA hasarina neden olan gen 153
(GADD153) ER stresin belirtegleri olarak tanimlanir ve ER stres aracili gelisen
apoptozda yer alan transkripsiyon faktorlerinden biridir. Stresin olmadig1 normal kosullar

altinda yogunlukla sitoplazmada ¢ok diisiik konsantrasyonlarda bulunan bu faktoér, ER
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stres altinda ¢ekirdekte giiglii bir sekilde aktive edilir (62). CHOP, enerji metabolizmasi,
hiicre proliferasyonu, yapismast ve farklilasmast dahil olmak iizere g¢esitli
mekanizmalarin transkripsiyonel kontroliinde yer almaktadir. Buna ek olarak,
heterodimer yapidaki CHOP, BIM (pro-apoptotik) ve Bcl-2 (anti-apoptotik) gibi genlerin

ekspresyonlarinin diizenlenmesinde rol oynar (63).
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Sekil 12. Statinlerin UPR, otofaji ve apoptoz tizerindeki etki mekanizmasi (64).
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3- GEREC VE YONTEM
3.1. Gerekli Materyaller

3.1.1. Sarf Malzemeler
3.1.1.1. Kolorimetrik Kitleri

Alkalen Fosfataz (BioVision Incorporated, ABD)
Bradford reaktifi (NYZTech, Portekiz)

Cytotoxicity Detection Kit (Roche, Almanya)

WST-1 Reaktif Soliisyonu (BioVision Incorporated, ABD)

3.1.1.2. Kimyasal Malzemeler

« AEC Chromogen/Substrate Kit (ScyTek Laboratories, ABD)
« Atorvastatin (BioVision Incorporated, ABD)

« BSA (Capricorn Scientific, Almanya)

« Etanol (Sigma Aldrich, Almanya)

« Formaldehit (Merck Millipore, Almanya)

« Izopropil Alkol (Sigma Aldrich, Almanya)

« Kloroform (Merck Millipore, Almanya)

« Large Volume Vision Mount (ThermoFisher Scientific, ABD)
» Mayer’s hematoksilen boyasi (Merck, Almanya)

« PBS tablet (Merck Millipore, Almanya)

« Saponin (ThermoFisher Scientific, ABD)

« SensiTek Anti-Polyvalent Biotinated Antibody (ScyTek Laboratories, ABD)
« SensiTek HRP (ScyTek Laboratories, ABD)

« Sodyum Azid (Sigma Aldrich, Almanya)

« Super Block (ScyTek Laboratories, ABD)

« TNFa (Biolegend, ABD)

« TRIzol reaktifi (Invitrogen, ABD)

« Tripan Mavisi (Sigma Aldrich, Almanya)

« Vitamin D (Sigma Biochemicals, Almanya)
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3.1.1.3. Hiicre Kiiltiiriit Malzemeleri

« DMEM (Capricorn Scientific, Almanya)

« Fetal Bovine Serum (Capricorn Scientific, Almanya)

o Penisilin/Streptomisin (Capricorn Scientific, Almanya)
o Trypsin-EDTA (Capricorn Scientific, Almanya)

3.1.1.4. Molekiiler Calisma Malzemeleri
3.1.1.4.1. Kitler

» Easy Script Plus™ Reverse Transcriptase Easy Script Plus™ ¢cDNA Synthesis
Kit (Applied Biological Materials Inc. abm)

o gPCR analizleri i¢in Eva Green 2X qPCR Mastermix kiti (Applied Biological
Materials Inc. abm)

3.1.1.4.2. PCR Primerleri

« Aktin-B (Sentegen)

« ATG-4 (Sentegen)

« Bcl-2 (Sentegen)

« Beclin-1 (Sentegen)

« GADD-153 (Sentegen)

« GADD-45 (Sentegen)

« MAPLLC3B (Sentegen)

« MMP-1 (Sentegen)

o MMP-13 (Sentegen)

« NFkB (Ella Biotech GmbH)

« Osteokalsin (Sentegen)

« Osteopontin (Ella Biotech GmbH)
« RANKL (Ella Biotech GmbH)
« Tip 1 Kollajen (Sentegen)

o TLR2 (Ella Biotech GmbH)

o TLR4 (Ella Biotech GmbH)

« VDR (Sentegen)
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3.1.1.5. Antikorlar

« Anti-Phospho-CHOP (St John's Laboratories)
« ATG-4 (Elabscience)

« Bcl-2 (Elabscience)

« Beclin-1 (Elabscience)

« GADD-45 (Elabscience)

« Goat Anti-Rabbit FITC (Elabscience)

« Kollajen-1 (Bioss Antibodies)

« MAPILLC-3B (Elabscience)

« Osteokalsin (Bioss Antibodies)

3.1.2. Cihazlar

« CO2 Inkiibator (Niive, Tiirkiye)

o Gergek Zamanli PCR Analiz Cihazi (Step One RT-PCR, Applied Biosystems,
ABD)

o HEPA Filtreli Klas II Laminar Kabin (MetiSafe, Tiirkiye)

o Isik Mikroskobu (Nikon, Japonya)

« NovoCyte 3000 Akim Sitometresi (ACEA, ABD)

o Sogutmali Satrifiij (Hettich, Almanya)

« Subanyosu (Niive, Tiirkiye)

o Termal Dongii Cihazi (Applied Biosystems, ABD)

« Varioscan Flash MultiMod Reader (Thermo Scientific)

« Vorteks (IKA/Yellow Line, ABD)

« ZenCell Owl, Live Cell Imaging (InnoME GmbH, Almanya)

3.2. MG-63 Hiicre Kiiltiirii ve Hiicrelerin Cogaltilmasi
Calismada insan osteosarkom (MG-63) hiicreleri (ATCC; CRL-1427)
kullanilmigtir. Hiicrelerin ¢ogaltilmasi ve kiiltiiriinde yiiksek glukoz (4.5 g/L), steril L-

Glutamin (4.0 mM), %10 FBS (Capricorn Scientific, Fetal Bovine Serum Advanced Heat
Inactivated Collected in South America, Cat no: FBS-HI-11B, Lot No: CP18-2138) ve
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%1 penisilin/streptomisin (Capricorn Scientific, Cat no: PS-B, Lot no: CP15-1395) igeren
DMEM (Cat No: DMEM-HA, Lot No: CP18-2212) besiyeri kullanilmistir.

3.3. MG-63 Hiicrelerinin Pasajlanmasi ve Hiicre Sayimi

Dondurulmus hiicreler besiyeri karisimi icerisinde flasklara ekilerek %80-90
konfluense ulasana kadar %95 nem ve %5 CO2 igeren 37°C’ye ayarli inkiibatorlerde
cogalmaya birakildi. Kiiltlire edilip ¢ogaltilan hiicrelerin iizerlerindeki besiyeri atildiktan
sonra 6 mL PBS (fosfat buffer salin) ile 1 defa yikandi ve {izerine 3 mL tripsin-EDTA
(Capricorn, Trypsin-EDTA 0.05% in DPBS, Cat No: TRY-1B) damla damla eklendi,
37°C’de 3 dk bekletilerek flask tabanmna tutunmus hiicrelerin yilizeyden kalkmasi
saglandi. Daha sonra 9 mL FBS iceren besiyeri hiicre ve tripsin karigimi iizerine eklenerek
tripsinin inhibe olmasi saglandi. Hiicreler steril bir falkona aktarilarak 1500 rpm, 25°C, 5
dk santrifiijlenerek hiicre pelleti elde edildi. Hiicre pelletinin tizerinde kalan siipernatant
atild1 ve pellet 1 mL taze besiyeri karisimi ile resilispanse edildi. 50uL siispanse edilen
MG-63 hiicreleri, 50uL tripan mavisi (Sigma-Aldrich) ile iyice karigtirildiktan sonra
Thoma lami ile mikroskop altinda sayildi. 1 mL besiyeri i¢inde bulunan hiicre sayisi

asagidaki formiil ile hesaplandi.

Tiim alanlarda sayilan hiicre sayis1 x Diliisyon katsayisi x 10* = I mL besiyeri icindeki hiicre sayist

3.4. Deney Gruplarimin Planlanmasi ve ila¢ Dozlarimin Hazirlanmasi

TNFo (Biolegend, Human recombinant TNFa 0.2mg/mL, Cat No: 570104),
Atorvastatin (BioVision Incorporated, Cat No: 2278-10, Lot No: 4K05L22780) ve
Vitamin D (Sigma Biochemicals, 10,25-Dihydroxyvitamin D3 >99% (HPLC), Cat No:
D1530)’nin MG-63 hiicreleri iizerindeki etkilerini incelemek i¢in Tablo 1’de gosterildigi
gibi farkli deney gruplar1 olusturuldu.
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Tablo 1. Deney (tedavi) gruplari

1 K Kontrol

2 T TNFa (20 ng/mL)

3 A50 Atorvastatin (50 mM)

4 TAS5 TNFa (20 ng/mL) + Atorvastatin (5 mM)

5 TA10 TNFa (20 ng/mL) + Atorvastatin (10 mM)

6 TAS0 TNFa (20 ng/mL) + Atorvastatin (50 mM)

7 D Vitamin D (10 M)

8 DT Vitamin D (10® M) + TNFa (20 ng/mL)

9 DAS50 Vitamin D (10 M) + Atorvastatin (50 mM)

10 DTA5 Vitamin D (10 M) + TNFa (20 ng/mL) + Atorvastatin (5 mM)
11 DTA10 Vitamin D (10 M) + TNFa (20 ng/mL) + Atorvastatin (10 mM)
12 DTAS0 Vitamin D (10 M) + TNFa (20 ng/mL) + Atorvastatin (50 mM)

Bunun igin 20 mM Atorvastatin ve 500 uM vitamin D ara stok soliisyonlari etanol
ile hazirlandiktan sonra bu ¢g6zeltiler full besiyeri ile diliie edilip MG-63 hiicreleri iizerine

uygulandi.

3.5. WST-1 Yontemi ile Hiicre Canlihiginin ve Proliferasyonun Degerlendirilmesi

Uygulanan tedavilerin MG-63 hiicrelerinin proliferasyon kapasiteleri ve hiicre
canlilif1 iizerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in 24. ve 48. saatlik uygulamalarin
sonunda WST-1 analizi yapildi. WST-1 testinin prensibi, metabolik olarak aktif/canli
olan hiicrelerin sari renkli tetrazolyum tuzunun mitokondriyal dehidrojenazlar ile
pargalanarak turuncu renkli formazan boyasina doniistiiriilmesi (NADH belirteci) ve bu
reaksiyonun spektrofotometrik olarak dlgiilmesine dayanir. Canli hiicre sayisindaki artis,

olusan formazan boya yogunlugu ile koreledir.
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Sekil 13. WST-1 testi ile hiicre canliligmin 6l¢iimii. Tetrazolyum tuzunun mitokondrial

dehidrojenazlar ile formazan tuzuna doniistimii

MG-63 hiicreleri 96 kuyucuklu plaklara 5x10° hiicre/100uL/kuyucuk olacak
sekilde ekildi ve hiicrelerin plaklara tutunmasi i¢in 8 saat bekletildi. Hiicreler kuyucuklara
tutunduktan sonra 24 ve 48 saat boyunca Tablo1’de gosterildigi gibi tedaviler uygulandi.
Kiiltiir siirelerinin sonunda hiicrelerin tizerine 10 pL/kuyucuk olacak sekilde WST-1
(BioVision Incorporated, WST-1 Reagent Solution, Cat No: K304-2500, Lot No:
3F27K03040) reaktifi eklendi ve hiicreler 70 dakika boyunca inkiibatérde bekletildi. 70.
dakikanin sonunda olusan renk degisimi ELISA okuyucusunda (Thermo Scientific,

Varioscan Flash MultiMod Reader) 440 nm’de 6l¢iildii.

3.6. LDH Aktivitesinin Ol¢iimii

Hiicre kiiltiriindeki toksisite degerlendirmesi laktat dehidrojenaz (LDH) aktivitesi
Olctimiine dayanan bir test kullanilarak yapildi. LDH, sitoplazmada ¢6ziinebilir bir enzim
olup bir¢ok dkaryotik hiicrede bulunur ve hiicre membraninda meydana gelen bir hasar
sonucu olusan hiicre 6liimiinden sonra, hiicre kiiltiirii ortamina salinir. LDH aktivitesinin
Olclim prensibi laktatin pirlivata dontigiimiinii katalizyen LDH enziminin yardimiyla
NAD’in NADH’a rediiklenmesi ve 2 NADH molekiiliiniin diaforaz enzimini katalizledigi
reaksiyonda hidrojenlerini tetrazolyum tuzuna aktararak formazon tuzuna indirgenmesi

ile gergeklesir. Bu reaksiyon sonucu meydana gelen renk degisiminin yogunlu LDH
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aktivitesi ve dolayisi ile lizise ugramis veya membrani hasarli hiicre miktari ile dogru

orantilidir.
1. Step:
coor coo
I LDH I
HO—C —H > c=0
| I
CHs CHs
lactate pyruvate
NAD* NADH + H*
2, Step:
1 1
" /@ Q
N—N N—N
Oy O
N =N Catalyst N =N
NO: NO:
formazan salt (red) tetrazolium salt (pale yellow)

Sekil 14. LDH testi ile sitotoksisitenin ol¢timii. Tetrazolyum tuzunun rediiklenmesi sonucu

formazan tuzuna déniismesi

Tedavi gruplarindaki ilag konsantrasyonlarinin, MG-63 hiicreleri iizerinde toksik
etkisinin olup olmadigim degerlendirmek icin 5x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96
kuyucuklu plaklara ekildi. Hiicrelerin plaklara tutunmasi i¢in 6n bekleme yapildi. Tablo
1’deki tedavi kombinasyonlar1 uygulandi. 24 ve 48 saat inkiibasyona (%95 nem, %5 COz,
37°C) birakilan hiicrelerin tedavi uygulama siirelerinin sonlarinda iizerlerinde bulunan
besiyerleri toplandi. Besiyerlerindeki LDH aktivitesinin belirlenmesi i¢in Roche
Cytotoxicity Detection Kit (Cat no: 11644793001)’i kullanildi. 492nm’de
spektrofotometrik yontemle elde edilen absorbans verileri ile tedavilerin toksisitesi

degerlendirildi.
3.7. Bradford Yontemi ile Protein Diizeylerinin Saptanmasi

Bradford yontemi numune igerisindeki toplam protein konsantrasyonunun
belirlenmesi i¢in kullanilir. Testin prensibi, asidik kosullar altinda Coomassie Brilliant

Blue G-250 boyasmin proteinlerin aromatik ve arginin, lisin ve histidinin gibi bazik

amino asitlere baglanmasi sonucunda ortam renginin kahverengiden maviye doniismesi
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ve bu degisimin 592nm’de spektrofotometrik olarak ol¢iilmesine dayanir. Absorbanstaki
artis 0rnek icindeki protein konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

Calismamizda Bradford analizi NZY Bradford reaktifi (Cat No: MB19801)
kullanilarak 24 ve 48 saat tedavi uygulanmis hiicrelerin iizerinde bulunan besiyerlerinde
calisgtlmistir. 10 uL besiyeri ile 200 pL Bradford reaktifi karistirilarak ELISA

okuyucusunda absorbans 6l¢iimil yapilmistir.

3.8. Alkalen Fosfataz (ALP) Aktivitesinin Ol¢iimii

Alkalen fosfataz (ALP), alkalin tampondaki fosfat esterlerin hidrolizini katalize
ederek organik bir radikal ve inorganik fosfat {iretilmesini saglayan enzimdir. Alkalin
fosfataz seviyesindeki ve aktivitesindeki degisiklikler, karaciger ve kemikteki gesitli
hastalik durumlar1 hakkinda bilgi verir.

ALP aktivitesinin 6l¢timii i¢in kullanilan kit (BioVision Alkaline Phosphatase
Activity Colorimetric Assay Kit, Cat No: K412-500) igerisinde bulununan p-nitrofenil
fosfat (pNPP) fosfataz substrati olarak reaksiyon ortamina eklenir ve numundeki ALP
tarafindan fosforile edildiginde sariya doniisek 405 nm’de absorbans artisina neden olur.

Caligmamizda 48 saat Tablo 1’de gosterilen tedaviler uygulanan MG-63
hiicrelerinin besiyerlerindeki ALP aktivitesi degerlendirildi. Bunun i¢in 0, 4, 8, 12, 16 ve
20 nmol/150uL konsatrasyonlarinda pNPP standartlar1 hazirlandi. Deney gruplarina ait
her 6rnekten 80 pL almip 96 kuyucuklu plaklara eklendi. Uzerlerine 5 mM konsatrasyona
sahip pNPP soliisyonundan 50 pL eklenerek hafifge karistirildi ve 60 dakika 25°C’de
karanlik ortamda inkiibe edildi. Siire sonunda tiim kuyucuklara 20 pL stop soliisyonu
eklendi ve bekletilmeden ELISA okuyucusunda 405 nm’de spektrofotometrik olarak

Olctim yapildi. Medium protein absorbanslari ile standardize edilerek sonuglar verildi.
3.9. Akim Sitometre Analizi
Bu analiz igin 6 kuyucuklu plaklara 3x10° hiicre/kuyucuk/2 mL olacak sekilde MG63

hiicresi ekilerek besiyeri icinde 24 saat boyunca tedavi gruplarina uygun sekilde kiiltiire
edildi (Tablo 1).
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3.9.1. Akim sitometre analizi icin kullanilan c¢ozeltiler:
1. Cozelti 1 (Fiksasyon Cozeltisi): 0,01 M PBS, %1 BSA, %0,05 NaNs, %4 Formaldehit
2. Cozelti 2 (Permeabilizasyon Cozeltisi): 0,01 M PBS, %1 BSA, %0,05 NaNs, %0,3

Saponin
3. Cozelti 3: 0,01 M PBS, %1 BSA, %0,05 NaN3
4. Cozelti 4: 0,01 M PBS

3.9.2. Antikorlarin Hazirlanmasi:

Akim sitometre analizi i¢in kullanilan antikor listesi ve analizde kullanilan antikor

diliisyon oranlar1 Tablo 2°de verilmistir. Biitiin antikorlar Cozelti 2°de diliie edilerek

hazirlandi.

Tablo 2. Akim sitometre analizi i¢in kullanilan antikorlar

Antikor Marka Katalog No Klonalite Diliisyon
MAP1LC-3B Elabscience E-AB-33747 Poliklonal 1:100
ATG-4 Elabscience E-AB-33805 Poliklonal 1:200
Beclin-1 Elabscience E-AB-00827 Monoklonal 1:200
Bcl-2 Elabscience E-AB- 359857 Poliklonal 1:200
GADD-45 Elabscience E-AB-31496 Poliklonal 1:200
égtg?](‘;%go' L;ft:;;T:r?es STI01075  Poliklonal ~ 1:200
Goat Anti-Rabbit £\ pscience E-AB-1014 1:200

FITC

3.9.3. Hiicre Fiksasyonu:

Tedavi gruplari ile muamele edilen MG63 hiicreleri 24. saatin sonunda tripsinize

edilerek 1,5ml’lik eppendorf tiiplere alindi. Ornekler 1500 rpm'de, 4°C'de, 5 dakika
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santrifiij edildi ve slipernatanlar atildi. Hiicre pelletleri 500 uL Cozelti 1 ile re-siispanse
edilip 15 dakika oda 1sisinda birakilarak fikse edildi. Daha sonra 1500 rpm, 5 dakika,
4°C'de santrifiij edilerek siipernantantlar atildi ve hiicreler Cozelti 4 iginde yeniden

stispanse edilerek yikandi.

3.9.4. Hiicrelerin Permeabilizasyonu:

Fikse edilip Cozelti 4 ile yikanan hiicreler yeniden 1500 rpm, 5 dakika, 4°C'de
santrifiijlendi ve siipernantlar atildiktan sonra hiicre pelletleri 1mL Soliisyon 2
(permeabilizasyon soliisyonu) ile re-siispanse edildi ardindan 1500 rpm, 5 dakika, 4 °C'de

santrifiij edildi.

3.9.5. Hiicrelerin Isaretlenmesi:

Santrifiij sonrasinda siipernatanlar atild1 ve taze hazirlanmig primer antikor (MAP1
LC-3B, ATG-4A, beclin-1, Bcl-2, GADD-45 ve Phospho-CHOP) ¢ozeltileri (100uL)
pelletlerle ayr1 ayr1 karistirildi ve 15 dakika boyunca oda 1sisinda inkiibasyona birakildi.
Daha sonra her 6rnegin iizerine 900 uL Cozelti 2°den eklenerek 1500 rpm, 5 dakika,
4°C'de santriflij edildi. Stipernatantlar atildi. Her eppendorfa 100 uL sekonder antikor
eklenip pellet re-siispanse edildi. 15 dakika oda 1sisinda ve karanlik ortamda inkiibasyona
birakildi. Siirenin sonunda 6rneklere 900 pL Cozelti 3°ten eklendi ve 1500 rpm, 5 dakika,
4 °C'de santrifiij edildi. Siipernatant atilip pellet Cozelti 4 ile re-siispanse edildi ve

analizler akim sitometre cihazinda (NovoCyte 3000) bekletilmeden yapildi.

3.10. Kantitatif Geri Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)
3.10.1. RNA izolasyonu

Bu analiz i¢in 6 kuyucuklu plaklara 3x10° hiicre/kuyucuk/2 mL olacak sekilde
ekildi ve 24 saat boyunca belirlenmis tedavi gruplari ile muamele edildi (Tablo 1).
Siirenin sonunda kuyu basina 1mL TRIzol reaktifi (Invitrogen, Cat No: 15596-026)
eklenerek hiicreler 5 dakika boyunca oda 1sisinda karigtirilip lizat olusturuldu. Lizatlar
1,5mL’lik RNAaz/DNAaz icermeyen eppendorf tiiplere alindi ve 12000 g, 4°C, 10 dakika
santrifiij edilerek silipernatantlar temiz eppendorf tiiplere aktarildi. Faz ayriminin
saglanmasi amactyla her tiip igine 200 uL kloroform eklenip 15 saniye yavasca
karistirildi, oda 1sinda 3 dakika bekletildikten sonra 12000 g, 4°C, 15 dakika santrifiij
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edildi. Santrifiij sonrasinda tiip i¢inde olugan 3 fazin en iist kismi temiz tiiplere aktarilds,
tizerlerine 500 pL izopropil alkol eklendi. Eppendorflar 4-5 defa yavasga alt iist edildikten
sonra RNA’nin ¢okmesi i¢in oda 1s1sinda 10 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda
12000 g, 4°C, 10 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatantlar atildi. Tiipiin dibinde
kalan RNA pelletleri, ImL %75’lik etanol ile iyice siispanse edilerek yikandi ve 7500g,
4°C, 5 dakika santrifiij edilip slipernatantlar atildi. Bu islem 4 defa tekrar edildi. Cokmiis
olan RNA pelleti icerisindeki etanoliin ugurulmasi i¢in 10 dakika oda 1sisinda birakildi,

daha sonra 50 uL DEPC-H>O0 ile resiispanse edildi.

3.10.2. gPCR (GRT-PCR)

In vitro kosullar altinda spesik bir DNA sekansinin primerler araciligi ile
yonlendirilerek enzimatik reaksiyonlar sonucu ¢ogaltilmasi ile 2" (n: her replikasyonda
olusan zincir sayis1) sayida kopyasinin olusturulmasini saglayan molekiiler teknik,
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) olarak tanimlanir. Bu yontem 3 asamadan olusur: 1.
Denatiirasyon, 2. Baglanma, 3. Uzama. Dublikasyon siirecinde, oligoniikleotid primerler
yiiksek sicakliklarda meydana gelen DNA denatiirasyonu sonucunda tek zincirli DNA
molekiiliinde kendisi ile eslesen bolgelerle birlesir. Birlesme (baglanma) sonucunda cift
zincirli kisa bir DNA dizisi meydana gelir ve uygun tampon ve adenin (A), timin (T),
sitozin (C) ve guanin (G) bazlarmin varliginda (ANTP’ler) DNA polimeraz enzimi ile
3’ucundan DNA uzamaya baslar. Bu islem dNTP miktarina bagl olarak belirlenen

replikasyon dongii sayis1 boyunca devam eder.

gPCR (Kantitatif Geri Transkripsiyon PCR) ise RNA’dan komplementer
(tamamlayic1) DNA (cDNA) olusumunu ve sonrasinda DNA’nin ¢ogaltilmasini igeren
standart PCR asamasini igceren 2 basamaktan olusur. Burada belirli bir gen bdlgesinin
ekspresyonunun analiz edilmesi i¢in o gen bolgesinin sentezini baglatan spesifik primerler

kullanilir. Standart PCR’daki tiim basamaklar gecerlidir.

gPCR sonuclarinin karsilastirmali  kantifikasyonu i¢in asagidaki formiil

kullanilmistir:

2-AACt - 2-(Tedavi grubu ACt — Kontrol grubu ACt)

ACt = (Gen Ct — Aktin B Ct)
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Karsilagtirmali kantifikasyon, mRNA ekspresyon seviyelerindeki goreceli degisimi
Olger. Bir genin denge durumundaki mRNA seviyelerinin, farkli uygulamalar yapilan
coklu numunelerdeki MRNA diizeyleri ile karsilastirilmasi sonucu bulunur. Bu esnada
internal ya da endojen standart olarak ekspresyon diizeylerinin tiim hiicrelerde ayni
oldugu, hastalik durumundan veya herhangi bir uygulamadan etkilenmedigi kabul edilen
GAPDH, B-aktin, B2-mikroglobulin gibi housekeeping genlerin mRNA diizeyleri de
hedef genin uygulamalar sonucunda ekspresyonunun degisip degismedigini anlamak ve

her bir numuneyi kendi i¢inde normalize etmek i¢in kullanilir.

Bir qPCR egrisi tipik olarak iissel bir faza ve ardindan bir plato fazina sahiptir.
Dongii esikdegeri (Threshold cycle) olarak ifade edilen Ct degeri, Sekil 15°te gosterilen
PCR egrisinin lineer faza gectigi yerde c¢izilen esikdegerinde (kirmizi ¢izgi) Slgtliir.
Esikdegeri analiz edilen her gen i¢in farkli, ayn1 genin farkli tedaviler uygulanmis tim

numunelerinde ise aynidir.

1.000 E+1 Amplification Plot
1.000 Ct=22 .,»""//'_W_A Ca i
1.000 E-1 >
/ Ct=24
% 000 £2 “~ 7.

1.000 E3 o - ==

1.000 E4

1.000 E6

Cycle

Sekil 15. Dongii esik degeri (Ct)’nin gosterilmesi

3.10.3. cDNA Sentezi

TRIzol reaktifi yardimiyla izole edilen RNA 6rneklerinden cDNA eldesi i¢in Easy
Script Plus™ Reverse Transcriptase Easy Script Plus™ c¢DNA Synthesis Kit (Cat No:
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G236, Applied Biological Materials Inc. Abm) kullanildi. Reaktifler Basamak 1 ve 2’de
oldugu sekilde eklenerek her 6rnek igin ayr1 cDNA elde edildi (Tablo 3).

Birinci basamak karisimini hazirladiktan sonra reaksiyon tiipleri ger¢cek zamanli
PCR analiz cihazinda (Applied Biosciences Step One) 65°C, 5 dakika inkiibasyona
birakildi. Tiipler daha sonra buz iistiine (4°C) alip 5 dakika bekletildi. 5 dakikanin
sonunda 2. basamakta hazirlanan reaksiyon karistmindan 5,5 pL her tiipe eklendi ve son
reaksiyon hacmi 20 pL olan 6rnekler 50°C, 15 dakika; 85°C, 5 dakika ger¢cek zamanli
PCR analiz cihazinda inkiibasyona birakildi. Reaksiyon tamamlandiktan sonra numuneler

analiz zamanina kadar -20°C’de saklandi.

Tablo 3. cDNA sentez protokolii

1. Basamak

Reaksiyon Hacmi

Son Konsantrasyon

RNA 1uL 1 ng - 2 ng/ reaksiyon
Oligo DT (10 uM) Tpb 0,5 uM
dNTP miks (10 pM) 1oL 500 puM
Niikleaz free H,O 14,5 uL’ye tamamla -

2. Basamak

Reaksiyon Hacmi Son Konsantrasyon

5X RT (Reverse (Ters)

Transkriptaz) tamponu

RNaz inhibitérii (40 U/pL) 0,5 uL
Easy Script Plus RTaz (200 U/uL) 1uL

4L 1X

20 U/reaksiyon
200 U/reaksiyon

3.10.4. gPCR Analizi

Farkli tedaviler uygulanan MG-63 hiicrelerinde Tablo 4’te gosterilen genlerin
ekspresyon diizeyleri qPCR yontemi ile gergek zamanli PCR analiz cihazi kullanilarak
saptandi. qPCR analizleri i¢in Eva Green 2X qPCR Mastermix kiti (Cat No: MasterMix-
R; Applied Biological Materials Inc. abm) firmanin Onerileri dogrultusunda kullanild:
(Tablo 5).
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Tablo 4. gPCR analizi yapilan genlere ait primerler

Primer Yon Dizilim
Beclin1 Ileri ATTTCAGAGATACCGACTTGTTCC
eclin-

Geri AATCTTGCCTTTCTCCACATCC
ATG 4A Ileri CACTGACTACCTAGAAGAATATCC

Geri TTCCTCCAGATCAAACTCCT

Tleri AGCGTCTCCACACCAATCTC
MAP1LC3B )

Geri TCCATCTTCATCTTTCTCACTCTC
Bel2 Tleri GACTGTCAGCTGCTGTCTGGGCAA

C -

Geri GCCAAGACCTCTTCAGCTACTGC
TLR 2 fleri CCTCCAATCAGGCTTCTCTG

Geri TGGAGGTTCACACACCTCTG
__— fleri CATATCAGAGCCTAAGCCACC

Geri TTGAATCTTGTTGCTGGAAAGG

Ileri CCAAGATCTCCAACATGACT
RANKL /

Geri TACACCATTAGTTGAAGATACT
NEcB fleri GAGAGGAGCACAGATACCAC

K

Geri CACAGCATTCAGGTCGTAGTC
- Ileri GTGAGACCTCACAGAAGAGCAC

Geri CATTGCCTCCATCCCTGA

Tleri ATCCACTTCACCCTGATCCA
GADD 45

Geri TTGATCCATGTAGCGACTTTCC

Tleri TAAGTCTAAGGCACTGAGCG
GADD 153

Geri TGATTCTTCCTCTTCATTTCCAGG

) Tleri CCATGAGAGCCCTCACACTCC

Osteokalsin )

Geri GGTCAGCCAACTCGTCACAGTC
MMP-9 Tleri CTGGGCAGATTCCAAACCT

Geri TACACGCGAGTGAAGGTGAG
MMP-1 Tleri CTGGAATTGGCCACAAAGTT

Geri TCCTGCAGTTGAACCAGCTA
MMP-13 fleri TCAGGAAACCAGGTCTGGAG

Geri TGACGCGAACAATACGGTTA

fleri AGTCCTGTGGCATCCACGAAA
Aktin-f

Geri GTCATACTCCTGCTTGCTGA
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Tablo 5. qPCR protokolii

Reaksiyon Hacmi

Son Konsantrasyon

Eva Green 2X qPCR Mastermix 5uL 1X
Forward Primer (10 uM) 03 puL 300 nM
Reverse Primer (10 uM) 0,3 pL 300 nM
Kalip DNA 1ul <500 ng/reaksiyon
Niikleaz free H.O 10 puL’ye tamamla -

Ornekler gercek zamanli PCR analiz cihazinda 95°C’de 10 dakika (1 dongii);
95°C’de 15 saniye ve 60°C’de 60 saniye (40 dongii) inkiibe edildi.

3.11. Immiinositokimya

Osteokalsin ve kollajen 1 varliginin protein diizeyinde semi-kantitif olarak
gosterilebilmesi i¢in immiinsitokimya analizi yapildi. Bunun igin 12 kuyuklu plaklar
icerisine cover slipler (Nunc, Thermo Scientific) yerlestirildi. Hiicreler 5x10°
hiicre/kuyucuk/300 pL besiyeri olacak sekilde ekildi ve 24 saat tutunmalar igin hiicre
kiiltiirii ortaminda bekletildi. Hiicreler yiizeye tutunduktan sonra Tablo 1’de gosterilen
tedaviler 24 saat boyunca 37°C, %5 CO2 ve %95 neme ayarli inkiibatorde uygulandi.
Kiiltiir siiresinin sonunda besiyerleri toplandi ve hiicreler %4’likk formalin ile 15 dakika
oda 1sisinda muamele edilerek yiizeye fikse edildi. Siirenin sonunda fikse olmus hiicreler
2 defa PBS ile yikandi ve tlizerlerine Super Block (ScyTek Ref No: AA 125) soliisyonu
tiim hiicrelerin ylizeyini kaplayacak sekilde eklendi ve 1 saat inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda hiicreler 2 defa PBS ile yikandi. Osteokalsin (Osteocalcin Polyclonal Antibody,
Bioss Antibodies, Cat No: bs -4917R) primer antikoru 1:350 oraninda ve Kollajen 1
(Collagen 1 Polyclonal Antibody, Bioss Antibodies, Cat No: bs-10423R) primer antikoru
1:200 oraninda PBS ile diliie edilerek hiicreler lizerine ayr1 ayri eklendi. Hiicreler gece
boyunca 4°C ve nemli ortamda primer antikorlarla muamele edildi. Ertesi giin hiicreler
PBS ile 2 defa yikandiktan sonra kuyucuklara tiim yiizey kaplanacak sekilde SensiTek
Anti-Polyvalent Biotinated Antibody (ScyTek, Ref No: ABF) eklenerek 30 dakika oda
1sisinda inkiibasyona birakildi. Kuyucuklar 2 defa PBS ile yikanip atildi. Yine
kuyucuklarin tiim yiizeyi kaplanacak sekilde hiicrelerin {izerine SensiTek HRP (ScyTek,
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Ref No: ABG 125) eklenerek 20 dakika oda 1sisinda inkiibasyona birakildi. Siirenin
sonunda kuyular 2 defa PBS ile yikandi. AEC Chromogen/Substrate Kit (ScyTek
Laboratories, Cat No: ACJ125) kiti yardimiyla hiicrelerde reaksiyon gelistirildi ve sonra
PBS ile yikanarak reaksiyon sonlandirildi. Hiicrelerin {izerlerine 1:1 oranda distile su ile
dilie edilen Mayer’s hematoksilen boyasi (Merck, Cat No: 109249) eklendikten sonra
kuyucuklar distile su ile iyice yikandi. Yikama isleminden sonra mikroskop
goriintiilerinin alinabilmesi i¢in preparatlar Large Volume Vision Mount (ThermoFisher
Scientific, Cat No: TA-060-UG) yapistiricist ile lamla kapatildi. Preparatlar renkli dijital
kamera atagmanli Nikon Eclipse E400 marka 1sik mikroskobunda (Nikon, Japan)

incelenerek resimleri ¢ekildi.

3.12. Hiicrelerin Ger¢ek Zamanlh Goriintiilerinin Alinmasi

Hiicrelere Tablo 1°de gosterilen tedaviler uygulandiktan sonra 48 saat boyunca
hiicrelerin saat basi ¢ekilen canli goriintiileri alindi. Bunun i¢in hiicrelerin gercek zamanlh
mikroskobik goriintiilerinin ¢ekilmesi i¢in tasarlanan 24 kanalli ZenCell Owl (Live Cell
Imaging, InnoME GmbH, Almanya) cihazi kullanildi. Bu sayede uygulamalar
bagladiktan sonra hiicrelerin tedaviye karsi gosterdigi morfolojik degisikliklerin
izlenmesinin yani sira konfluens yiizdesi, tutunan ve yiizeyden kalkan hiicre miktarlarinin
bilgisi de elde edildi.

Bunun igin cihaza spesifik 24 kuyucuklu plaklara, 3x10* hiicre/kuyucuk/450 pL
ekildi ve 24 saat hiicrelerin tutunmasi i¢in beklendi. Hiicreler tutunduktan sonra tiim
tedavi dozlar1 uygulandi ve hemen inkiibator i¢erisinde bulunan hiicre kiiltiirii i¢in dizayn
edilmis ZenCell Owl mikroskobu i¢ine yerlestirildi ve saat basi alinan gergek zamanl
goriintiileri cihaz tarafindan bilgisayara otomatik olarak aktarildi. 48 saatin sonunda
hiicreler cihazdan ¢ikarilarak uygulama sonlandirildi. Bilgisayara aktarilan veriler

degerlendirildi.

51



4-BULGULAR

41. MG-63 Hiicrelerinde Laktat Dehidrogenaz (LDH) Aktivitesinin

Degerlendirilmesi

TNF-a ve atorvastatinin MG-63 osteosarkom hiicre hatti iizerinde olasi toksik
etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla 96’lik plaklar igerisine 5x10° hiicre/200uL
DMEM/kuyucuk ekildi. 24 saat sonra, 6nceden belirtildigi sekilde TNF-o (20 ng/mL)
ve/veya atorvastatin (5 uM, 10 uM ve 50 uM) farkli kombinasyonlarda uygulandi (Bkz
Metod Boliim 3.4). Tiim uygulamalardan sonraki 24. ve 48. saatlerde hiicrelerin i¢inde
bulunduklart medyumlardan 100’er pL topland1 ve LDH aktivitesi piyasada mevcut bir
kit yardimi ile spektrofotometrik yontemle 6l¢iildii (Bkz Metod Boliim 3.6). Elde edilen
sonuglar kontrol grubuna (K) goére kat artis olarak hesaplandi ve istatiksel olarak

degerlendirildi.

24 saatlik uygulamalar sonrasinda atorvastatin ve TNF-o’nin beraber
uygulandig1 gruplarda LDH diizeylerinde bir artis izlenmesine ragmen tedavinin
uygulandigr ilk 24 saatlik siire boyunca tiim deney gruplarinda bu artis kontrol ile
kiyaslandiginda istatiksel olarak 6nemsiz bulundu. Ne var ki, 48 saat sonunda tek basina
TNF-o uygulamasinda LDH aktivitesinde dnemli bir artis izlendi. Ayrica tek basina en
yuksek doz olan 50 uM atorvastatin ile de LDH aktivitesinde hafif bir artis mevcuttu.
Atorvastatinin TNF-o’nin LDH aktivitesinde artisa yol agan etkisini diisiik dozlarda
daha belirgin sekilde baskiladigi izlendi (Sekil 16A).

TNF-a ve atorvastatinin MG-63 hiicrelerinin LDH aktivitesi iizerindeki etkisine
vitamin D’nin katkisinin degerlendirilmesi amaciyla, atorvastatin ve TNF-o’nin tek
basina ve farkli kombinasyonlarla eklenen diizeylerine ek olarak deney gruplarina 10®

M la,25-dihydroxyvitamin D3 uygulamasi yapildi (Sekil 16 B).

Atorvastatin ve vitamin D ara stok soliisyonlarinin hazirlanmasi i¢in kullanilan
etanol konsantrasyonunun (%0,25 ve %0,45) hiicreler iizerindeki olas1 toksik etkisi
arastirildi. %100 konsantrasyondaki etanol, besiyeri olarak kullanilan DMEM ile
sitotoksisitesi arastirilan konsantrasyonlara diliie edildi ve diger tedavi gruplari ile ayn
zamanda farkli kuyucuklara ekilen hiicreler lizerine uygulandi. Bu dozlardaki etanol

uygulamasinin hiicreler iizerinde toksik etkisi olmadig1 izlendi (veri gosterilmemistir).
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Sekil 16. TNF-qa., atorvastatin ve vitamin D uygulanan MG-63 hiicrelerinde LDH aktivitesi. A:
TNF-a (T), 50uM atorvastatin (A50) veya TNF-a ve atorvastatin (5, 10 ve 50 uM) uygulanan
(swrastyla TA5, TA10 ve TA50) MG-63 hiicrelerinin besiyerlerinde 24. ve 48. saatlerde olgiilen
LDH diizeylerinin kontrol grubuna (K) gore kat artis oranlart. B: TNF-o (T), 50uM atorvastatin
(AS50), vitamin D (D), vitamin D ve TNF-a (DT), vitamin D ve 50uM atorvastatin (DAS50) veya
vitamin D, TNF-a ve atorvastatin (5, 10 ve 50 uM) uygulanan (sirasiyla DTA5, DTAL0 ve
DTA50) MG-63 hiicrelerinin besiyerlerinde 24. ve 48. saatlerde dlciilen LDH diizeylerinin
kontrol grubuna (K) gore kat artis oranlari. Sonuglar ortalama + SEM olarak ifade edilmistir.
*: p<0,05; **: p<0,005.

24 ve 48 saatlik uygulamalar sonrasinda vitamin D’nin tek basina LDH diizeyleri
tizerine etkisi kontrol grubuna (K) gore toksik etkisi izlenmedi. Ne var ki vitamin D TNF-

o ile beraber kullanildiginda 48. saatte LDH aktivitesinde hafif bir artis olustugu
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gozlendi. Yine vitamin D’nin TNF-a ve atorvastatin kombine uygulamalarindaki LDH

aktivitesi iizerine toksik etkisi gdzlenmedi (Sekil 16 A,B).

4.2. MG-63 Hiicrelerinin Canhiliginin WST-1 Testi ile Saptanmasi

TNF-o. ve atorvastatinin MG-63 hiicrelerinin canliligi tizerindeki etkisinin
incelenmesi amaciyla 96°lik plaklar icerisine 5x10° hiicre/200uL DMEM/kuyucuk ekildi.
8 saat sonra, onceden belirtildigi sekilde TNF-o (20 ng/mL) ve/veya atorvastatin (5 uM,
10 uM ve 50 uM) farkli kombinasyonlarda uygulandi (Bkz Metod Bolim 3.5).
Uygulamalardan sonra 24. ve 48. saatlerde hiicrelerin canliligit WST-1 reaktifi eklenerek
tespit edildi. Elde edilen sonuglar kontrol grubuna (K) gére kat artig olarak hesaplandi ve

istatiksel olarak degerlendirildi.

24 saat sonra MG-63 hiicrelerindeki canlilik hafif diizeyde azalmasina ragmen
istatiksel olarak kontrol grubu ile deney gruplar1 arasinda anlaml farklilik gézlenmedi.
Ancak, 48. saatte 50uM atorvastatin (A50) uygulanan grupta okumalarin kontrole (K)
kiyasla ~%50 oraninda azaldigi, TNF-a ve atorvastatin kombinasyon uygulamalari
incelendiginde okumalardaki azalmanin atorvastatin dozu ile dogru orantili olacak

sekilde gelistigi ve istatiksel olarak anlamli oldugu gozlendi (Sekil 17 A).

Atorvastatin ve TNF-a ile muamele edilen MG-63 hiicrelerinin canliligi iizerine
vitamin D (10°M) etkisi degerlendirildiginde 24 saat uygulamalarda atorvastatin ve TNF-
o kombine tedavisine bagli gelisen canliliktaki azalma {izerine vitamin D’nin katki
sagladigi (p<0,050) ancak ve 48 saatte gelisen canliliktaki azalma tizerine vitamin D’nin
katkisinin olmadigi izlendi (Sekil 17 B).
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Sekil 17. TNF-a., atorvastatin ve vitamin D uygulamalarinin MG-63 hiicre canliligi lizerine etkisi.
A: TNF-a (T), 50uM atorvastatin (A50) veya TNF-a ve atorvastatin (5, 10 ve 50 uM) uygulanan
(sirasiyla TAS, TA10 ve TA50) MG-63 hiicrelerinde 24. ve 48. saatlerde olgiilen WST-1
diizeylerinin kontrol grubuna (K) gore kat artis oranlar1. B: TNF-a. (T), 5S0uM atorvastatin (A50),
vitamin D (D), vitamin D ve TNF-a (DT), vitamin D ve 50uM atorvastatin (DA50) veya vitamin
D, TNF-a ve atorvastatin (5, 10 ve 50 uM) uygulanan (sirastyla DTA5, DTA10 ve DTA50) MG-
63 hiicrelerinde 24. ve 48. saatlerde dlgiilen WST-1 diizeylerinin kontrol grubuna (K) gore kat
artig oranlari. Sonuglar ortalama + SEM olarak ifade edilmistir. *: p<0,05; **: p<0,005.
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4.3. ZenCell Owl Cihazi Kullamlarak Ger¢ek Zamanh Hiicre Goriintiileme
Analizleri

Vitamin D, atorvastatin ve TNF-o’nin osteosarkom hiicreleri tizerindeki
morfolojik ve yiizeye tutunma yeteneklerindeki degisikliklerin incelenmesi amaciyla 24
kuyucuklu plaklar igine ekilen MG-63 hiicrelerine (3x10* hiicre/kuyucuk/450 pL) Tablo
1’de gosterilen tedaviler uygulandi. 48 saat boyunca hiicrelerin gergek zamanli
goriintiileri 1 saatlik dongiilerle ZenCell Owl mikroskobu ile izlenerek kaydedildi (Sekil
18-21).
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Sekil 18. MG-63 hiicrelerinin ZenCell Owl ile gercek zamanli mikroskobik goriintiilemesi.
Tedavi uygulanmayan (K), TNF-a (T) veya TNF-a ve 5uM atorvastatin (TA5) uygulanan MG-
63 hiicrelerinin 0., 12., 24. ve 48. saatlerde ZenCell Owl ile elde edilen ger¢ek zamanl
goriintiileri.
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Sekil 19. MG-63 hiicrelerinin ZenCell Owl ile gergek zamanli mikroskobik gortintiilemesi. 50uM
atorvastatin (A50) veya TNF-o ve atorvastatin (10 ve 50 uM) uygulanan (sirasiyla TA10 ve
TA50) MG-63 hiicrelerinin 0., 12., 24. ve 48. saatlerde ZenCell Owl ile elde edilen gergek zamanl
goriintiileri.
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Sekil 20. MG-63 hiicrelerinin ZenCell Owl ile gercek zamanli mikroskobik goriintiilemesi.
Tedavi uygulanmayan (K), TNF-a (T), vitamin D (D) veya vitamin D ve TNF-a (DT) uygulanan
MG-63 hiicrelerinin 0., 12., 24. ve 48. saatlerde ZenCell Owl ile elde edilen gercek zamanl
goriintiileri.
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Sekil 21. MG-63 hiicrelerinin ZenCell Owl ile gercek zamanli mikroskobik goriintiilemesi.
Vitamin D ve 50uM atorvastatin (DA50) veya TNF-a ve atorvastatin (5, 10 ve 50 uM) uygulanan
(swrastyla DTAS, DTA10 ve DTA50) MG-63 hiicrelerinin 0., 12., 24. ve 48. saatlerde ZenCell
Owl ile elde edilen gergek zamanli goriintiileri.
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Sekil 22. MG-63 hiicrelerinin ZenCell Owl ile ger¢ek zamanli mikroskobik goriintiilemesi sonucu
hesaplanan hiicre sayilari. A: TNF-a (T), 50uM atorvastatin (A50) veya TNF-a ve atorvastatin
(5, 10 ve 50 uM) uygulanan (sirastyla TA5, TA10 ve TA50) MG-63 hiicrelerinin 0., 12., 24. ve
48. saatlerde ZenCell Owl ile elde edilen ger¢ek zamanli goriintiilemesi sonucu hesaplanan hiicre
sayilarmin kontrol grubuna (K) gore kat artig oranlart. B: TNF-a (T), vitamin D (D), vitamin D
ve TNF-a (DT), vitamin D ve 50uM atorvastatin (DA50) veya vitamin D, TNF-a ve atorvastatin
(5, 10 ve 50 uM) uygulanan (sirastyla DTA5, DTA10 ve DTA50) MG-63 hiicrelerinin 0., 12., 24.
ve 48. saatlerde ZenCell Owl ile elde edilen gergek zamanli goriintiilemesi sonucu hesaplanan
hiicre sayilarinin kontrol grubuna (K) gore kat artis oranlari.
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Sekil 23. MG-63 hiicrelerinin ZenCell Owl ile gergek zamanli mikroskobik goriintiilemesi sonucu
hesaplanan plak tabanina yapisan hiicre yiizdeleri. A: TNF-a (T), 50uM atorvastatin (A50) veya
TNF-a ve atorvastatin (5, 10 ve 50 uM) uygulanan (sirastyla TA5, TA10 ve TA50) MG-63
hiicrelerinin 0., 12., 24., ve 48. saatlerde ZenCell Owl ile elde edilen ger¢ek zamanl
goriintiilemesi sonucu plak tabanina yapisan hiicre sayilarinin kontrol grubuna (K) gore kat artis
oranlart. B: TNF-a (T), vitamin D (D), vitamin D ve TNF-a (DT), vitamin D ve 50uM
atorvastatin (DA50) veya vitamin D, TNF-o. ve atorvastatin (5, 10 ve 50 uM) uygulanan (sirasiyla
DTADS5, DTA10 ve DTA50) MG-63 hiicrelerinin 0., 12., 24., ve 48. saatlerde ZenCell Owl ile elde
edilen gergek zamanli goriintiilemesi sonucu hesaplanan plak tabanina yapisan hiicre sayilarinin
kontrol grubuna (K) gore kat artis oranlari.
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Sekil 24. MG-63 hiicrelerinin ZenCell Owl ile ger¢ek zamanli mikroskobik goriintiilemesi sonucu
hesaplanan plak tabanindan ayrilan hiicre yiizdeleri. A: TNF-ou (T), 50uM atorvastatin (A50) veya
TNF-a ve atorvastatin (5, 10 ve 50 uM) uygulanan (sirastyla TA5, TA10 ve TA50) MG-63
hiicrelerinin 0., 12., 24., ve 48. saatlerde ZenCell Owl ile elde edilen gercek zamanh
goriintiilemesi sonucu plak tabanindan ayrilan hiicre sayilarinin kontrol grubuna (K) gore kat artis
oranlart. B: TNF-a (T), vitamin D (D), vitamin D ve TNF-a (DT), vitamin D ve 50uM
atorvastatin (DA50) veya vitamin D, TNF-o ve atorvastatin (5, 10 ve 50 uM) uygulanan (sirasiyla
DTADS5, DTA10 ve DTA50) MG-63 hiicrelerinin 0., 12., 24., ve 48. saatlerde ZenCell Owl ile elde
edilen gergek zamanl goriintiilemesi sonucu hesaplanan plak tabanindan ayrilan hiicre sayilarinin
kontrol grubuna (K) gore kat artis oranlari.
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4.4. TNF-a., Atorvastatin ve Vitamin D’nin Otofaji Yolagi Uzerine Etkileri

TNF-o. ve atorvastatin, Tablo 1°de belirtildigi gibi MG-63 hiicreleri iizerine
uygulandi. 24 saat sonunda uygulamalarin otofajik yolaklarda rol alan ATG-4A, LC-3B

ve Beclin-1 gen ekspresyonlari tizerindeki etkileri incelendi.

TNF-o’nin ATG-4A ekspresyonu iizerinde tek basina etkisi izlenmedi. Ne var ki,
tek basina ATG-4A ekspresyonunu anlaml 6lgiide arttiran yiiksek doz atorvastatinin
etkisini potansiyalize ederek iki kattan daha fazla yiikselttigi izlendi. Buna ek olarak,
atorvastatinin diger dozlar ile birlikte verildiginde ATG-4A miktarinda 6nemli diizeyde

artmaya neden olmustur.

Benzer sekilde tek basina LC-3B ve Beclin-1 ekspresyonunu etkilemeyen TNF-a
uygulamasi, LC-3B ve Beclin-1 ekspresyonlarini anlamli 6lgiide arttiran yiiksek doz
atorvastatin etkisini daha da gii¢clendirmistir. Diisiik ve orta doz atorvastatinlerle birlikte
uygulanan TNF-a, LC-3B ve Beclin-1 diizeylerinde anlamli derecede yiikselmeye neden
olmustur (Sekil 25A).

Vitamin D uygulamasi TNF-o varliginda ATG-4A ve Beclin-1 diizeylerini
arttirmuis (p<0,005) fakat LC-3B ekspresyonlarini etkilememistir (p=1,000).

Atorvastatin ve TNF-o’nin birlikte uygulandigi tedavi gruplari, ATG-4
ekspresyonunu doz ile dogru orantili olarak arttirmasina ragmen bu gruplara D vitamini
eklenmesiyle ATG-4 diizeyleri dozlariyla ters orantili olarak degisim goOstermistir.
Vitamin D’nin TAS5 kombinasyonuna eklenmesi, yalniz TAS uygulamasiyla
kiyaslandiginda ATG-4 ekspresyonunda anlamli artis saglamig, ancak TAS50
uygulamasinin tek bagina olusturdugu ATG-4 artisin1 vitamin D uygulamasi ciddi oranda
azaltmistir. Yiiksek doz atorvastatinin tek basma olusturdugu ATG-4 artisini, TNF-o
(TA50) veya D vitamini (DAS50) ilavesi daha da gii¢lendirirken, bu maddelerin hepsinin
birden uygulanmasi1 (DTAS50) tek basina A50 uygulanmasinin olusturdugu ATG-4A
artigina neredeyse higbir katki saglamamistir (p=1,000).

TNF-a ve atorvastatin kombinasyonlarinin (TAS, TA10 ve TA50) LC-3B iizerine
olan etkisinin, bu gruplara D vitamini eklenmesiyle, diisiik ve yiiksek doz atorvastatinin
bulundugu gruplarda anlamli diizeyde azaldigi saptanmistir (p<0,005). Ancak kontrolle
kiyaslandigina LC-3B ekspresyonlarindaki artis anlaml 6l¢iide yiiksektir.
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Sekil 25. TNF-a, atorvastatin ve vitamin D’nin MG-63 hiicrelerindeki ATG-4, LC-3B ve Beclin-
1 mRNA ekspresyonlarina etkileri. A: TNF-a (T), 50uM atorvastatin (A50) veya TNF-a ve
atorvastatin (5, 10 ve 50 uM) uygulanan (sirasiyla TA5, TA10 ve TA50) MG-63 hiicrelerinde 24.
saatte ATG-4, LC3B ve Beclin-1 genlerine ait mRNA ekspresyonlarinin Aktin-f3 (internal kontrol
geni) ile normalize edildikten sonraki diizeylerinin kontrol grubuna (K) gore kat artig oranlari. B:
TNF-a (T), vitamin D (D), vitamin D ve TNF-o (DT), vitamin D ve 50uM atorvastatin (DAS50)
veya vitamin D, TNF-a ve atorvastatin (5, 10 ve 50 uM) uygulanan (sirasiyla DTA5, DTA10 ve
DTA50) MG-63 hiicrelerinde 24. saatte ATG-4, LC3B ve Beclin-1 genlerine ait mRNA
ekspresyonlarmin AKktin-f (internal kontrol geni) ile normalize edildikten sonraki diizeylerinin
kontrol grubuna (K) gore kat artig oranlari. Sonuglar ortalama + SEM olarak ifade edilmistir.

Yiiksek doz atorvastatin ve TNF-o (TAS50)’min Beclin-1 ekspresyonunda
olusturdugu artis vitamin D ilavesi ile anlamli 6l¢iide azalmistir. Diisiik doz atorvastatinin

uygulandigi tedavi grubuna (TAS5) D vitamini ilavesi Beclin-1 diizeylerinde degisime
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neden olmazken, TA10 grubuna eklenmesi (DTA10) Beclin-1 ekspresyonlarinin TA10’a
kiyasla daha da artmasina neden olmustur. Bunlara ek olarak, vitamin D, yiiksek doz

atorvastatinin tek basina olusturdugu etkiyi arttirarak Beclin-1 seviyesini arttirmistir

(Sekil 25B).

4.5. TNF-a, Atorvastatin ve Vitamin D’nin TLR/ NF-kB Sinyal Yolag1 ve RANKL

Ekspresyonu Uzerine Etkileri

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda TLR-2 ekspresyon diizeylerinde sadece
diisiik doz atorvastatinin TNF-a ile kombinasyonunun (Tablo 1) anlamli bir yiikselmeye
neden olmasina ragmen, atorvastatin dozlarimin artmasi (TA10 ve TAS50) TLR-2
seviyelerini distirmiistiir (Sekil26A). Tek basmna TNF-o uygulamasi TLR-4
ekspresyonunu anlaml dl¢iide azaltmis, tek basina yiiksek doz atorvastatin bu genin
anlamli 6l¢iide artmasina neden olmustur. 50uM atorvastatin TLR-4 ekspresyonunu
arttirmig, TNF-o varligindan bu artis hafif ama anlamli 6lgiide azalmistir. TNF-o
uygulanmis hiicrelere diisiik doz atorvastatin eklenmesi TLR-4 diizeylerini kontrolle
karsilastirildiginda 6nemli seviyede arttirmistir. TNF-a ile 10uM atorvastatinin

kombinasyonu kontrolle farklilik géstermemistir (Sekil 26A).

TNF-a uygulamasi sonrasinda RANKL ekspresyonunda azalma izlenmistir. Bu
azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Tek basmna yiiksek doz atorvastatin
uygulamast RANKL ekspresyonunu arttirmis ve bu artis istatiksel olarak anlamli
bulunmustur. Yiiksek doz atorvastatin ve TNF-o kombinasyonu, yiiksek doz
atorvastatinin tek basina olusturdugu etkiyi azaltmis ancak kontrolle karsilastirildiginda
hala anlamli diizeyde yiiksek RANKL ekspresyonuna neden oldugu saptanmistir. En
yiiksek RANKL diizeyleri, TNF-a ile SuM atorvastatin (TAS) uygulamasindan sonra
izlenmistir (p<0,001) (Sekil 26A).
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Sekil 26. TNF-q., atorvastatin ve vitamin D’nin MG-63 hiicrelerindeki TLR-2, TLR-4, RANKL
ve NFkB mRNA ekspresyonlarina etkileri. A: TNF-a (T), 50uM atorvastatin (A50) veya TNF-
o ve atorvastatin (5, 10 ve 50 uM) uygulanan (sirasiyla TAS5, TA10 ve TAS50) MG-63
hiicrelerinde 24. saatte TLR-2, TLR-4, RANKL ve NFxB genlerine ait mRNA ekspresyonlarinin
Aktin-B (internal kontrol geni) ile normalize edildikten sonraki diizeylerinin kontrol grubuna (K)
gore kat artig oranlari. B: TNF-a (T), vitamin D (D), vitamin D ve TNF-a (DT), vitamin D ve
50uM atorvastatin (DA50) veya vitamin D, TNF-a, ve atorvastatin (5, 10 ve 50 uM) uygulanan
(srastyla DTAS, DTA10 ve DTAS0) MG-63 hiicrelerinde 24. saatte TLR-2, TLR-4, RANKL ve
NFkB genlerine ait mRNA ekspresyonlarmin Aktin-f3 (internal kontrol geni) ile normalize
edildikten sonraki diizeylerinin kontrol grubuna (K) gore kat artig oranlar1. Sonuglar ortalama +
SEM olarak ifade edilmistir.
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TNF-a tek basma NF-kB diislisine neden olurken, atorvastatin ile
kombinasyonlart NF-kB gen ekspresyonunu kontrole gore arttirmistir (p<0,001). Tek
basina yiiksek doz atorvastatin uygulamasi, diisiik ve orta diizey atorvastatin ile TNF-a
kombinasyonlarinin (TAS ve TA10) olusturdugu NF-kB artisindan anlamli derecede
daha yiiksek etki gostermistir. Yiiksek doz atorvastatine TNF-o. eklenmesi NF-xB
iiretimini daha da gii¢lendirmistir (p=0,001) (Sekil 26A).

TAS5 uygulanan ortama vitamin D’nin eklenmesi, TAS5’in arttirdigi TLR-2
diizeylerini anlamhi diizeyde azaltarak kontrolle benzer seviyelere getirmistir. Benzer
sekilde, diger TNF-a ve atorvastatin kombinasyonlarina ve tek basina TNF-a ve tek
basina yiliksek doz atorvastatin uygulanan gruplara D vitamini ilavesi TLR-2

ekspresyonlarini diigiirmiistiir ancak bu diisiis anlamli bulunmamustir.

Tablo 1’de gosterildigi gibi deney gruplarina D vitamini ilavesi TLR-4
ekspresyonu agisindan tiim gruplar1 (DTAS0 hari¢) kontrolle ayni seviyeye getirmistir.
figing sekilde DTAS0 uygulanan hiicrelerde TLR-4 ekspresyonu anlamli 6lgiide

yiikselmistir.

Tek basina vitamin D’nin RANKL ekspresyonu lizerinde protein ekspresyonunun
artis1 yoniinde anlaml etkisinin oldugu goriilmiistiir. Ancak RANKL iizerinde anlaml
artisa neden olan A50, TAS ve TAS50 gruplarina vitamin D eklenmesi bu genin
ekspresyonunu azaltarak kontrol grubu ile olan istatistiksel farkini ortadan kaldirmistir.
Tersine RANKL f{iretimini degistirmeyen TA10 grubunda ise anlamli artisa neden

olmustur.

Tek basma vitamin D uygulamasi NF-kB seviyelerinde artisa neden olurken,
TNF-a ile birlikte verildiginde bu etki ortadan kalkmistir. D vitamini A50, TAL10 ve
TAS50 gruplarma eklendiginde bunlarin NF-kB ekspresyonlarini yiikseltmesi tizerindeki
etkilerini arttirmistir, ancak belirgin artis TA50 ile DTAS0 gruplari arasinda gozlenmistir.
Diisiik doz atorvastatinin TNF-a ile uygulandig1 grupta kontrole kiyasla anlamli NF-xB
artis1  gozlenmesine ragmen bu kombinasyona vitamin D eklenmesi NF-xB

ekspresyonunu diisiirerek kontrolle ayn1 diizeylere getirmistir (Sekil 26B).
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4.6. TNF-a, Atorvastatin ve Vitamin D nin Apoptoz Uzerine Etkileri

Kontrol grubu ile kiyaslandiginda TNF-a ve yiiksek doz atorvastatin tek basina
uygulandiginda GADD-45 ekspresyonunu anlamli 6l¢iide arttirmis ancak, ikisinin bir
arada verilmesi 50 puM atorvastatinin tek basina olusturdugu etkiyi anlamli ol¢iide
azaltmistir; yine de TAS50 grubunun GADD-45 iizerindeki etkisi kontrole gore anlamli
yiiksek bulunmustur. En yiiksek ekspresyon, TA10 grubunda elde edilmis ancak bu
tedavinin GADD-45 iizerindeki etkisi AS50 uygulanan deney grubu ile benzerlik
gostermistir. TNF-o’nin diisiik veya yiiksek doz atorvastatin ile birlikte uygulanmasi
GADD-45 seviyelerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda 6nemli bir yiikselmeye
neden olmus olsa da bu iki grubun GADD-45 ekspresyonu iizerinde olusturdugu etkiler

arasinda fark bulunamamistir (Sekil 27A).
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Sekil 27. TNF-a, atorvastatin ve vitamin D’nin MG-63 hiicrelerindeki GADD-45 mRNA
ekspresyonuna etkileri. A: TNF-a. (T), 50uM atorvastatin (A50) veya TNF-qa, ve atorvastatin (5,
10 ve 50 uM) uygulanan (sirastyla TAS, TA10 ve TA50) MG-63 hiicrelerinde 24. saatte GADD-
45 genine ait mRNA ekspresyonlarinin Aktin-f3 (internal kontrol geni) ile normalize edildikten
sonraki diizeylerinin kontrol grubuna (K) gore kat artis oranlari. B: TNF-a (T), vitamin D (D),
vitamin D ve TNF-a (DT), vitamin D ve 50uM atorvastatin (DA50) veya vitamin D, TNF-a ve
atorvastatin (5, 10 ve 50 puM) uygulanan (sirasiyla DTAS, DTA10 ve DTAS50) MG-63
hiicrelerinde 24. saatte GADD-45 genine ait mRNA ekspresyonlarinin Aktin-f (internal kontrol
geni) ile normalize edildikten sonraki diizeylerinin kontrol grubuna (K) gore kat artis oranlari.
Sonuglar ortalama + SEM olarak ifade edilmistir.

Tablo 1°de gosterilen 2-6. deney gruplarina D vitamini ilavesi, bu gruplarin

hepsinde daha onceden yiiksek seyreden (~2-4 kat artis) GADD-45 seviyelerinin
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diismesine (~1,5-2 kat artis) neden olmustur. Tek basina vitamin D uygulamasi GADD-
45 diizeylerini kontrole gore degistirmemistir. T, TAS ve TA10 deney gruplarima D
vitamini eklenmesi bunlarin daha oOnce olusturdugu anlamli yiikksek GADD-45
ekspresyonunu baskilayarak kontrol grubu ile benzer seviyelere diisiirmiistiir (p=0,214;
p=1,000; p=1,000). Ancak vitamin D’nin A50 ve TAS50 gruplarinda GADD-45

ekspresyonlari iizerine etkisi olmadigi izlenmektedir (Sekil 27B).
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Sekil 28. TNF-a, atorvastatin ve vitamin D’nin MG-63 hiicrelerindeki Bcl-2 mRNA
ekspresyonuna etkileri. A: TNF-a. (T), 50uM atorvastatin (A50) veya TNF-a, ve atorvastatin (5,
10 ve 50 puM) uygulanan (sirastyla TAS, TA10 ve TA50) MG-63 hiicrelerinde 24. saatte Bcl-2
genine ait mRNA ekspresyonlarinin Aktin-f (internal kontrol geni) ile normalize edildikten
sonraki diizeylerinin kontrol grubuna (K) gére kat artig oranlari. B: TNF-a (T), vitamin D (D),
vitamin D ve TNF-a (DT), vitamin D ve 50uM atorvastatin (DA50) veya vitamin D, TNF-a ve
atorvastatin (5, 10 ve 50 puM) uygulanan (sirasiyla DTAS, DTA10 ve DTAS50) MG-63
hiicrelerinde 24. saatte Bcl-2 genine ait mRNA ekspresyonlarinin Aktin- (internal kontrol geni)
ile normalize edildikten sonraki diizeylerinin kontrol grubuna (K) gore kat artig oranlar1. Sonuglar

ortalama + SEM olarak ifade edilmistir.

TNF-a ve/veya atorvastatinin farkli dozlari ile 24 saat muamele edilen MG-63
hiicrelerinde Bcl-2 gen ekspresyonu kontrol grubu ile karsilastirildiginda tiim gruplarda

istatiksel olarak anlamli1 bir azalmaya neden olmustur (p<<0,005) (Sekil 28A).

Vitamin D uygulamast MG-63 hiicrelerindeki Bcl-2 ekspresyonlarina kontrol
grubu ile kiyaslandiginda anlamli bir degisiklige neden olmamis (p>0,05), TNF-a
ve/veya atorvastatinin bulundugu ortamlara eklendiginde ise bu uygulamalarin vitamin D

olmadan olusturdugu etkiyi DTA50 ve DAS50 gruplar1 haricinde etkilememistir. Vitamin
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D ilavesinden sonra tiim tedavi gruplarinda gézlemlenen Bcl-2 ekspresyonundaki azalma

kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 28A).

4.7. TNF-a, Atorvastatin ve Vitamin D’nin VDR Ekspresyonu Uzerine Etkileri

Tablo 1°de gosterilen 2-6. deney gruplarimin hepsinde kontrol grubu ile
karsilastirildiginda VDR diizeylerinde anlamli derecede azalma goriilmiistiir. TA10,
TAS50 ve A50 uygulamas1 VDR ekspresyonunu kontrole kiyaslandiginda ~%50 oraninda
azaltmistir (Sekil 29A).

Tek basina vitamin D uygulamasi MG-63 hiicrelerindeki VDR ekspresyon
diizeylerini kontrol grubu ile karsilagtirildiginda istatiksel olarak anlamli bulunmamastir.
DTASO0 grubu harig tek basina yiiksek doz atorvastatinin ve atorvastatinin diisiik ve orta
dozlarmin TNF-a ile uygulandig1 gruplara vitamin D ilavesi bu gruplarin daha once

diisiirdiigii VDR ekspresyonunu daha da baskilamistir (p<0,005) (Sekil 29B).
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Sekil 29. TNF-q, atorvastatin ve vitamin D’nin MG-63 hiicrelerindeki VDR mMRNA
ekspresyonuna etkileri. A: TNF-a (T), 50uM atorvastatin (A50) veya TNF-qa, ve atorvastatin (5,
10 ve 50 uM) uygulanan (sirasiyla TAS, TA10 ve TA50) MG-63 hiicrelerinde 24. saatte VDR
genine ait mRNA ekspresyonlarinin Aktin-f (internal kontrol geni) ile normalize edildikten
sonraki diizeylerinin kontrol grubuna (K) gére kat artig oranlari. B: TNF-a (T), vitamin D (D),
vitamin D ve TNF-a (DT), vitamin D ve 50uM atorvastatin (DA50) veya vitamin D, TNF-a ve
atorvastatin (5, 10 ve 50 uM) uygulanan (sirasiyla DTAS, DTA10 ve DTAS50) MG-63
hiicrelerinde 24. saatte VDR genine ait mRNA ekspresyonlarinin Aktin-f (internal kontrol geni)
ile normalize edildikten sonraki diizeylerinin kontrol grubuna (K) gore kat artig oranlari. Sonuglar
ortalama + SEM olarak ifade edilmistir.
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4.8. TNF-a, Atorvastatin ve Vitamin D’nin Endoplazmik Retikulum Stres Olusumu

Uzerine Etkileri

TNF-a ve atorvastatinin farkli dozlarinin birlikte uygulandigi tedavi gruplarinda
GADD-153 ekspresyonu atorvastatin dozuna bagimli sekilde artmis ve bu artiglar kontrol
grubu ile kiyaslandiginda anlamli bulunmustur (p<0,001). TNF-a., tek basina anlamli
diizeyde GADD-153 artisina neden olan yiiksek doz atorvastatinin etkisini birlikte

uygulandiginda 6nemli 6l¢giide giiclendirmistir (Sekil 30A).
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Sekil 30. TNF-a, atorvastatin ve vitamin D’nin MG-63 hiicrelerindeki GADD-153 mRNA
ekspresyonuna etkileri. A: TNF-a (T), 50uM atorvastatin (A50) veya TNF-a ve atorvastatin (5,
10 ve 50 uM) uygulanan (sirastyla TAS, TA10 ve TA50) MG-63 hiicrelerinde 24. saatte GADD-
153 genine ait mRNA ekspresyonlariin Aktin-f (internal kontrol geni) ile normalize edildikten
sonraki diizeylerinin kontrol grubuna (K) gore kat artig oranlari. B: TNF-a (T), vitamin D (D),
vitamin D ve TNF-a (DT), vitamin D ve 50uM atorvastatin (DA50) veya vitamin D, TNF-a ve
atorvastatin (5, 10 ve 50 puM) uygulanan (sirasiyla DTAS, DTA10 ve DTAS50) MG-63
hiicrelerinde 24. saatte GADD-153 genine ait mRNA ekspresyonlarinin Aktin-f3 (internal kontrol
geni) ile normalize edildikten sonraki diizeylerinin kontrol grubuna (K) gore kat artis oranlari.
Sonuglar ortalama + SEM olarak ifade edilmistir.

Tablo 1’de tanimlanan 2-6 numarali tedavi gruplar1 ile muamele edilen MG-63
hiicrelerindeki GADD-153 ekspresyonlari, bu gruplara vitamin D eklenmesiyle kendi
iclerinde istatiksel olarak anlamli  degisikliklere ugramistir. GADD-153
ekspresyonlarinin genel olarak azalma gostermesine neden olan D vitamini ilavesi, TNF-
o ve S50uM atorvastatinin GADD-153 iizerinde birlikte olusturdugu etkiyi neredeyse yar1
yartya disirmiistir. Yine de kontrolle kiyaslandiginda DTAS5, DTA10, DTAS0 ve
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DA50’nin GADD-153 ekspresyonu iizerindeki etkisi hala anlamli derecede yliksek
bulunmustur (Sekil 30B).

4.9. TNF-a, Atorvastatin ve Vitamin D’nin Matriks Proteinleri Uzerine Etkileri

Atorvastatin, TNF-o ve vitamin D’nin MG-63 hiicrelerinin ALP aktivitesi tizerine
olan etkilerini degerlendirilmek i¢in, 48 saat bu maddelerin farkli kombinasyonlari ile
muamele edilen MG-63 hiicrelerinin besiyerlerinde ALP Kkiti ile spektrofotometrik olarak
Olclim yapildi. Aktivitenin protein basina diisen miktarini degerlendirmek i¢in ayni
besiyerleri orneklerinden Bradford kiti ile total protein konsantrasyonlar: spektro-

fotometrik olarak 6l¢iildii. Sonuglar kontrol grubuna gore kat artis olarak degerlendirildi.

Elde edilen veriler dogrultusunda tedavi gruplarinin ALP aktiviteleri arasinda
kontrol grubu kiyaslandiginda hafif bir azalma izlense de istatiksel olarak anlamli fark
bulunmadi. Benzer sekilde atorvastatinin tek basina ve TNF ve/veya D vitamini ile
birlikte uygulandigi tedavi gruplari da kendi aralarinda istatiksel oalrak farklilik
gostermedi (Sekil 31).
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Sekil 31. TNF-a, atorvastatin ve vitamin D uygulamalarinin MG-63 hiicrelerinin ALP aktivitesi
tizerine etkisi. A: TNF-a (T), 50uM atorvastatin (A50) veya TNF-a ve atorvastatin (5, 10 ve 50
uM) uygulanan (sirasiyla TA5, TA10 ve TA50) MG-63 hiicrelerinde 48. saatte protein basina
diisen ALP aktivite diizeylerinin kontrol grubuna (K) gore kat artig oranlari. B: TNF-a (T), SOuM
atorvastatin (A50), vitamin D (D), vitamin D ve TNF-a (DT), vitamin D ve 50uM atorvastatin
(DA50) veya vitamin D, TNF-a ve atorvastatin (5, 10 ve 50 uM) uygulanan (sirastyla DTADS,
DTA10 ve DTA50) MG-63 hiicrelerinde 48. saatte protein basina diisen ALP aktivite
diizeylerinin kontrol grubuna (K) gore kat artis oranlari. Sonuglar ortalama + SEM olarak ifade
edilmistir.
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AS50, TA10 ve TAS0 gruplarinda osteokalsin ekspresyonlarindaki artig kontrol
grubu ile karsilastirildiginda istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0,001). TNF-a ile
birlikte uygulanan atorvastatin konsatrasyonlarinin osteokalsin ekspresyonleri iizerindeki
etkisi doza bagimli olarak artmaktadir. TNF-o. ile 5uM atorvastatin uygulanan
hiicrelerdeki osteokalsin ekspresyonlarinda kontrol grubu ile kiyaslandiginda ~3 kat artis
goriilmiis, ancak bu artisin istatiksel olarak anlamli olmadigi izlenmistir (p=0,114).
Benzer sekilde osteokalsin ekspresyonunda azalmaya neden olan TNF-a uygulamasinin

etkisi istatiksel olarak anlamli bulunmamustir (p=1,000) (Sekil 32A).

D vitamini kontrol grubu ile karsilastirdiginda osteokalsin ekspresyonlarinda
anlamli degisime neden olmamistir. Ancak atorvastatinin yiiksek dozunun ve TNF-a ile
birlikte farkli konsatrasyonlarda uygulanan atorvastatinin osteokalsin ekspresyonlari
tizerinde olusturdugu giiclii uyarict etkisini vitamin D uygulamasi anlamli 6lcilide
azaltmistir. Vitamin D uygulamasindan sonra, kontrol grubu ile kiyaslandiginda
osteokalsin ekspresyonlar1 sadece DTAS0 tedavisi uygulanan grupta anlaml yiikseklik

gostermistir (p<0,001) (Sekil 32B).
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Sekil 32. TNF-a, atorvastatin ve vitamin D’nin MG-63 hiicrelerindeki osteokalsin mRNA
ekspresyonuna etkileri. A: TNF-a (T), 50uM atorvastatin (A50) veya TNF-a ve atorvastatin (5,
10 ve 50 pM) uygulanan (sirasiyla TAS5, TA10 ve TA50) MG-63 hiicrelerinde 24. saatte
osteokalsin genine ait mRNA ekspresyonlarinin Aktin-B (internal kontrol geni) ile normalize
edildikten sonraki diizeylerinin kontrol grubuna (K) gore kat artig oranlari. B: TNF-a (T), vitamin
D (D), vitamin D ve TNF-a (DT), vitamin D ve 50uM atorvastatin (DA50) veya vitamin D, TNF-
o, ve atorvastatin (5, 10 ve 50 uM) uygulanan (sirasiyla DTAS, DTA10 ve DTAS50) MG-63
hiicrelerinde 24. saatte osteokalsin genine ait mRNA ekspresyonlarinin Aktin-f3 (internal kontrol
geni) ile normalize edildikten sonraki diizeylerinin kontrol grubuna (K) goére kat artis oranlari.
Sonuglar ortalama + SEM olarak ifade edilmistir.
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4.10. TNF-a, Atorvastatin ve Vitamin D’nin Matriks Yikimi Uzerine Etkileri

TNF-a ile birlikte uygulanan 5uM atorvastatin MG-63 hiicrelerindeki MMP-1
ekspresyonlarinin  kontrol grubu ile kiyaslandiginda ~%50 oraninda azaltmistir
(p<0,001). MMP-1 ekspresyonlarinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda ~%80
oraninda azalmasina (p<<0,001) neden olan 50uM atorvastatin tedavisi, TNF-a ile birlikte
uygulandiginda MMP-1 ekspresyonlarinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda ~4 kat
artigna neden olmustur (p<0,001) (Sekil 33A). Tedaviye vitamin D eklenmesi
atorvastatin ve TNF-a ile olusan ekspresyon artigini tersine ¢evirerek kontrol grubu ile

kiyaslandiginda azalmasina neden olmustur (Sekil 33B).

MMP-1 ekspresyonlarinda goriilen etkiye benzer sekilde, kontrol grubu ile
kiyaslandiginda MMP-13 ekspresyonlarinda ~%50 azalmaya neden olan (p=0,024)
50uM atorvastatin tedavisi, TNF-a ile birlikte uygulandiginda MMP-13
ekspresyonlarinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda ~2-2,5 kat artmasina neden
olmustur (p<0,001) (Sekil 33A). Tedavilere vitamin D eklenmesi, vitamin D’nin
uygulandigi tiim calisma gruplarinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda MMP-13
ekspresyonlarini anlamli derecede azaltmistir (p<0,050) (Sekil 33B).

Atorvastatin ve/veya TNF-a uygulanan tedavi gruplarinda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlaml diizeyde azalmis (TAS0 haric) MMP-9 ekspresyon diizeyleri
(p<0,050), D vitamininin eklenmesiyle daha da diismiistiir (Sekil 33).
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Sekil 33. TNF-a, atorvastatin ve vitamin D’nin MG-63 hiicrelerindeki MMP-1, MMP-13 ve
MMP-9 mRNA ekspresyonuna etkileri. A: TNF-a (T), 50uM atorvastatin (A50) veya TNF-a ve
atorvastatin (5, 10 ve 50 uM) uygulanan (sirasiyla TAS, TA10 ve TA50) MG-63 hiicrelerinde 24.
saatte MMP-1, MMP-13 ve MMP-9 genine ait mRNA ekspresyonlarinin Aktin-f3 (internal kontrol
geni) ile normalize edildikten sonraki diizeylerinin kontrol grubuna (K) gore kat artig oranlari. B:
TNF-a (T), vitamin D (D), vitamin D ve TNF-o (DT), vitamin D ve 50uM atorvastatin (DA50)
veya vitamin D, TNF-a ve atorvastatin (5, 10 ve 50 uM) uygulanan (sirastyla DTAS5, DTA10 ve
DTA50) MG-63 hiicrelerinde 24. saatte MMP-1, MMP-13 ve MMP-9 genine ait mRNA
ekspresyonlarinin Aktin-f (internal kontrol geni) ile normalize edildikten sonraki diizeylerinin
kontrol grubuna (K) gore kat artis oranlar1. Sonuglar ortalama + SEM olarak ifade edilmistir.

76



4.11. Akim Sitometre Analizleri

Tablo 1’de gosterilen tedavi gruplari ile 24 saat muamele edilen MG-63 hiicreleri,
stire sonunda plaklardan kaldirilip fikse edildikten sonra antikorlarla boyandi (Bkz Metod
3.9.2). Akim sitometre cihazinda okutulan oOrnekler NovoExpress versiyon 1.3.0
programinda analiz edildi. Her antikora spesifik olarak kontrol gruplarinda FSC/SSC
grafikleri ¢izilerek hiicre popiilasyonunun kapilamasi yapildi (Sekil 34A-36A, 38A, 40A,
42A). Ardindan FSC-H/FSC-A grafigi olusturularak lazerden yapisarak gecen hiicreler
elimine edilmesi i¢in ikinci bir kapilama islemi uyguland1 (Singlet Analizi). Antikora
spesifik olarak kontrol gruplarinda ¢izilmis olan kapilar o antikora ait diger tedavi
gruplarina da uygulandi. MFI degerleri (Sekil 37, 39, 41, 43) ile birlikte histogram
grafikleri (Sekil 34B-36B, 38B, 40B, 42B) cizilerek protein ekspresyon diizeyleri

incelendi.
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4.11.1. TNF-a, Atorvastatin ve Vitamin D’nin Otofaji Yolag Uzerine Etkileri
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Sekil 34. TNF-qa, atorvastatin ve vitamin D uygulanan MG-63 hiicrelerinde LC-3B protein
ekspresyonu. TNF-a, vitamin D ve 5, 10 ve 50 uM atorvastatinin farkli kombinasyonlar ile
muamele edilen MG-63 hiicrelerinde 24. saatte akim sitometre analiziyle LC-3B protein
ekspresyonunun gosterilmesi. A: Hiicre popiilasyonunun belirlenmesi. B: LC-3B proteininin MFI
diizeylerindeki degisimin histogram grafigi.
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Sekil 35. TNF-a, atorvastatin ve vitamin D uygulanan MG-63 hiicrelerinde ATG-4 protein

ekspresyonu. TNF-a, vitamin D ve 5, 10 ve 50 uM atorvastatinin farkli kombinasyonlar ile

muamele edilen MG-63 hiicrelerinde 24. saatte akim sitometre analiziyle ATG-4 protein
ekspresyonunun gosterilmesi. A: Hiicre popiilasyonunun belirlenmesi. B: ATG-4 proteininin
MFI diizeylerindeki degisimin histogram grafigi.
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Sekil 36. TNF-q, atorvastatin
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ve vitamin D uygulanan MG-63 hiicrelerinde beclin-1 protein
ekspresyonu. TNF-q, vitamin D ve 5, 10 ve 50 uM atorvastatinin farkli kombinasyonlar1 ile
muamele edilen MG-63 hiicrelerinde 24 saatte akim sitometre analiziyle beclin-1 protein
ekspresyonunun gosterilmesi. A: Hiicre popiilasyonunun belirlenmesi. B: Beclin-1 proteininin
MFI diizeylerindeki degisimin histogram grafigi.

TNF-a ve atorvastatinin MG-63 hiicrelerindeki otofajik yolaklarda yer alan

proteinler ilizerindeki 24 saatlik etkisi akim sitometre analizleriyle incelendi. Elde edilen

sonuglara gore bu maddelerin tek basina ve beraber uygulanmasi1 ATG-4A, LC-3B ve
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Beclin-1 genlerinin mRNA diizeyinde ekspresyonlarini kontrol grubu ile kiyaslandiginda
yiiksek oranda uyarmasina ragmen, protein ekspresyon diizeylerini kisa donemde

arttirmadig1 izlendi (Sekil 37A).
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Sekil 37. TNF-q,, atorvastatin ve vitamin D’nin MG-63 hiicrelerindeki ATG-4, LC-3B ve beclin-
1 protein ekspresyonlarina etkileri. A: TNF-a. (T), 50uM atorvastatin (A50) veya TNF-a ve
atorvastatin (5, 10 ve 50 uM) uygulanan (sirasiyla TAS, TA10 ve TA50) MG-63 hiicrelerinde 24.
saatte akim sitometre analizi ile ATG-4, LC-3B ve beclin-1 protein ekspresyon diizeylerinin
kontrol grubuna (K) gore kat artig oranlari. B: TNF-a (T), vitamin D (D), vitamin D ve TNF-a
(DT), vitamin D ve 50uM atorvastatin (DAS50) veya vitamin D, TNF-a ve atorvastatin (5, 10 ve
50 uM) uygulanan (sirasiyla DTAS, DTA10 ve DTAS50) MG-63 hiicrelerinde 24. saatte akim
sitometre analizi ile ATG-4, LC-3B ve beclin-1 protein ekspresyon diizeylerinin kontrol grubuna
(K) gore kat artig oranlari. Sonuglar ortalama + SEM olarak ifade edilmistir.
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Deney gruplarina D vitamini eklenmesi ATG-4A protein ekspresyonlari lizerinde
farklilik olusturmadi. Tek basina LC-3B ve Beclin-1 protein diizeylerinin artmasina
neden olan vitamin D’nin, 10 uM atorvastatin ve TNF-a’nin beraber uygulandig1 deney
gruplarinda ise kontrole gére daha once diisiik olan protein ekspresyon diizeylerini tek
basina vitamin D’nin gosterdigi etkiden daha ytiksek seviyelere ¢ikardig gézlendi (Sekil
37B).
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4.11.2. TNF-a, Atorvastatin ve Vitamin D’nin Apoptoz Yolagi Uzerine
Etkileri

TNF-a ve atorvastatinin tek baslarina ve birlikte uygulandigi 24 saatlik deney
gruplarinda, 50 uM atorvastatin ve atorvastatinin farkli konsantrasyonlarinin TNF-a ile

kombinasyonu Bcl-2 protein ekspresyonlarini kisa donemde kontrole kiyasla azaltmigtir
(Sekil 39A).
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Sekil 38. TNF-a, atorvastatin ve vitamin D uygulanan MG-63 hiicrelerinde Bcl-2 protein
ekspresyonu. TNF-a, vitamin D ve 5, 10 ve 50 uM atorvastatinin farkli kombinasyonlar ile
muamele edilen MG-63 hiicrelerinde 24 saatte akim sitometre analiziyle Bcl-2 protein
ekspresyonunun gosterilmesi. A: Hiicre popiilasyonunun belirlenmesi. B: Bcl-2 proteininin MFI
diizeylerindeki degisimin histogram grafigi.
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Tedaviye D vitamininin eklenmesi, yiiksek doz atorvastatinin ve atorvastatinin
farkli konsantrasyonlarinin TNF-a ile beraber uygulandigi deney gruplarinda kontrole
gore daha diisiik seviyelerde seyreden Bcl-2 protein ekspresyonlarini arttirarak kontrol

grubundaki sentez diizeylerine yiikseltmistir (Sekil 39B).
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Sekil 39. TNF-o, atorvastatin ve vitamin D’nin MG-63 hiicrelerindeki Becl-2 protein
ekspresyonlarina etkileri. A: TNF-a (T), 50uM atorvastatin (A50) veya TNF-a ve atorvastatin
(5, 10 ve 50 uM) uygulanan (sirastyla TA5, TA10 ve TA50) MG-63 hiicrelerinde 24. saatte akim
sitometre analizi ile Bcl-2 protein ekspresyon diizeylerinin kontrol (K) grubuna goére kat artis
oranlari. B: TNF-a (T), vitamin D (D), vitamin D ve TNF-a (DT), vitamin D ve 50uM
atorvastatin (DA50) veya vitamin D, TNF-o ve atorvastatin (5, 10 ve 50 uM) uygulanan (sirastyla
DTADS5, DTA10 ve DTA50) MG-63 hiicrelerinde 24. saatte akim sitometre analizi ile Bcl-2 protein
ekspresyon diizeylerinin kontrol (K) grubuna gore kat artis oranlari. Sonuglar ortalama + SEM
olarak ifade edilmistir.
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Sekil 40. TNF-a, atorvastatin ve vitamin D uygulanan MG-63 hiicrelerinde GADD-45 protein
ekspresyonu. TNF-q, vitamin D ve 5, 10 ve 50 uM atorvastatinin farkli kombinasyonlar1 ile
muamele edilen MG-63 hiicrelerinde 24 saatte akim sitometre analiziyle GADD-45 protein
ekspresyonunun gosterilmesi. A: Hiicre popiilasyonunun belirlenmesi. B: GADD-45 proteininin
MFI diizeylerindeki degisimin histogram grafigi.

Tablo 1°de gosterilen 2-6. tedavi gruplarinin MG-63 hiicrelerindeki GADD-45
protein ekspresyonuna 24 saatlik etkisi sadece 5 ve 6. gruplarda saptanmis ve kontrolle
kiyaslandiginda daha diisiik bulunmustur (Sekil 41A).
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D vitamininin Tablo 1’de gosterilen 2-6. tedavi gruplarina eklenmesi TNF-a ve

atorvastatin kombinasyonlarinin GADD-45 protein ekspresyon diizeylerine olan etkisini

anlaml diizeyde arttirarak kontrole kiyasla daha yiiksek seviyelere ¢ikardigir gozlendi

(Sekil 41B).
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Sekil 41. TNF-o, atorvastatin ve vitamin D’nin MG-63 hiicrelerindeki GADD-45 protein
ekspresyonlarna etkileri. A: TNF-a (T), 50uM atorvastatin (A50) veya TNF-a ve atorvastatin
(5, 10 ve 50 uM) uygulanan (sirasiyla TA5, TA10 ve TA50) MG-63 hiicrelerinde 24. saatte akim
sitometre analizi ile GADD-45 protein ekspresyon diizeylerinin kontrol (K) grubuna gore kat artig
oranlari. B: TNF-a (T), vitamin D (D), vitamin D ve TNF-o (DT), vitamin D ve 50uM
atorvastatin (DA50) veya vitamin D, TNF-o ve atorvastatin (5, 10 ve 50 uM) uygulanan (sirastyla
DTAS5, DTA10 ve DTA50) MG-63 hiicrelerinde 24. saatte akim sitometre analizi ile GADD-45
protein ekspresyon diizeylerinin kontrol (K) grubuna gore kat artig oranlari. Sonuglar ortalama +
SEM olarak ifade edilmistir.
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4.11.3 TNF-a, Atorvastatin ve Vitamin D’nin Endoplazmik Retikulum Stres
Uzerine Etkileri

TNF-a. ve atorvastatin tedavileri 24 saatlik tedavi siiresi icinde GADD-153

protein ekspresyon diizeylerinin kontrolle kiyaslandiginda TA10 ve TA50 gruplarinda
hafif diismesine neden olmustur (Sekil 43A).
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Sekil 42. TNF-a,, atorvastatin ve vitamin D uygulanan MG-63 hiicrelerinde GADD-153 protein
ekspresyonu. TNF-q, vitamin D ve 5, 10 ve 50 uM atorvastatinin farkli kombinasyonlar1 ile
muamele edilen MG-63 hiicrelerinde 24 saatte akim sitometre analiziyle GADD-153 protein
ekspresyonunun gosterilmesi. A: Hiicre popiilasyonunun belirlenmesi. B: GADD-153 proteininin
MFI diizeylerindeki degisimin histogram grafigi.
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Ancak ortama vitamin D ilave edilmesi DTAS ve DTA10 gruplarinda GADD-153

protein diizeylerinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda hafif artisina neden olmustur

(Sekil 43B).
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Sekil 43. TNF-a, atorvastatin ve vitamin D’nin MG-63 hiicrelerindeki GADD-153 protein
ekspresyonlarina etkileri. A: TNF-a (T), 50uM atorvastatin (A50) veya TNF-a ve atorvastatin
(5, 10 ve 50 uM) uygulanan (sirastyla TA5, TA10 ve TA50) MG-63 hiicrelerinde 24. saatte akim
sitometre analizi ile GADD-153 protein ekspresyon diizeylerinin kontrol (K) grubuna gore kat
artig oranlar1. B: TNF-a (T), vitamin D (D), vitamin D ve TNF-a (DT), vitamin D ve 50uM
atorvastatin (DA50) veya vitamin D, TNF-o ve atorvastatin (5, 10 ve 50 uM) uygulanan (sirastyla
DTA5, DTA10 ve DTA50) MG-63 hiicrelerinde 24. saatte akim sitometre analizi ile GADD-153
protein ekspresyon diizeylerinin kontrol (K) grubuna gore kat artis oranlari. Sonuglar ortalama +
SEM olarak ifade edilmistir.
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4.12. immunositokimyasal Bulgular

Hiicre kiiltlirtinde hiicreler ¢ogalmaya devam ederken, uygulanan maddelere bagh
olarak hiicrelerin adezyon (yapisma) ve morfolojik 6zelliklerinde degisiklikler ortaya
cikabilir. Bu degisiklikler hiicre canliligindaki degismeden kaynaklanabilecegi gibi
hiicresel diferansiyasyona da isaret edebilir. Bu calismada MG-63 hiicrelerine uygulanan
tedavi protokollerinden 6zellikle atorvastatinin artan konsantrasyonlarina bagli olarak
hiicre morfolojilerinin belirgin diizeyde degistigi ve adezyon yeteneklerinin doz ile ters
orantili olarak azaldig1 gozlendi. Bu durumda, osteosarkom hiicresi olan MG-63
hiicrelerinin baska hiicrelere farklilasip farklilasmadigini saptamak i¢in, osteoblastlar
tarafindan sentezlenen ve kemik dokusu matriksine 6zgii proteinler olan osteokalsin ve
kollajen 1’in MG-63 hiicrelerindeki sentez durumunu arastirmak amaciyla bu proteinlere
spesifik antikorlarla immunositokimyasal boyamalar yapildi ve intrasitoplazmik

varliklar gosterildi (Sekil 44-49).

Kontrolle kiyaslandiginda TNF-o uygulanan hiicrelerde  osteokalsin
immunpozitifliginde azalma goriildii. Benzer sekilde yine TNF-o uygulanan hiicrelerde
osteokalsin diisiik, TA10’da az, vitamin D uygulanan hiicre gruplarinda daha yiiksek
diizeyde immunpozitiflik saptandi (Sekil 47, 48). DTAL10-DTA50-DAS0 dozlarinda
apoptozun morfolojik ve karakteristik goriintiisii olan hiicre membran bleblenmesi 24

saatlik ila¢ uygulamasi sonunda izlendi (Sekil 46).
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Sekil 44. TNF-a ve farkli dozlarda Atorvastatin uygulanan ve tedavi uygulanmayan (Kontrol)
MG-63 hiicrelerinde kollajen 1’in immunositokimyasal yontemle boyandig: 1sik mikrograflar.
Ok: Immunpozitif alanlar. Boya: Immunoperoksidaz boyama. Objektif biiyiitmesi: 20x (A),

100x (B).
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KOLLAJEN 1

Kontrol

TNFa

Vitamin D
+ TNFa

Sekil 45. Vitamin D ve TNF-o uygulanan ve tedavi uygulanmayan (Kontrol) MG-63 hiicrelerinde
kollajen 1’in immunositokimyasal yéntemle boyandig1 1sik mikrograflar. Ok: Immunpozitif
alanlar. Boya: immunoperoksidaz boyama. Objektif biiyiitmesi: 20x (A), 100x (B).
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KOLLAJEN 1
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Vitamin D +
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Sekil 46. Vitamin D, TNF-a ve farkli dozlarda Atorvastatin ile ¢esitli tedavi protokolleri
uygulanan MG-63 hiicrelerinde kollajen 1’in immunositokimyasal yontemle boyandigi isik
mikrograflar. Ok: Immunpozitif alanlar; ok basi: membran blebbing. Boya: immunoperoksidaz
boyama. Objektif bityiitmesi: 20x (A), 100x (B).
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OSTEOKALSIN

Kontrol

TNFa

TNFa+ Ato 5pM

TNFa +Ato 50uM
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Sekil 47. TNF-a ve farkli dozlarda Atorvastatin uygulanan ve tedavi uygulanmayan (Kontrol)
MG-63 hiicrelerinde osteokalsin’in immunositokimyasal yontemle boyandigi 1stk mikrograflar.
Ok: Immunpozitif alanlar. Boya: immunoperoksidaz boyama. Objektif biiyiitmesi: 20x (A),
100x (B).
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OSTEOKALSIN

Kontrol

Vitamin D

Vitamin D
+ TNFa

Sekil 48. Vitamin D ve TNF-a uygulanan ve tedavi uygulanmayan (Kontrol) MG-63 hiicrelerinde
osteokalsin’in immunositokimyasal yontemle boyandigi 1s1tk mikrograflar. Ok: Osteokalsin’den
zengin immunpozitif alanlar. Boya: Osteokalsin primer antikoru kullanilan immunoperoksidaz
boyama. Objektif biiyiitmesi: 20x (A), 100x (B).
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Sekil 49. Vitamin D, TNF-a ve farkli dozlarda Atorvastatin uygulanan MG-63 hiicrelerinde
osteokalsin’in immunositokimyasal yontemle boyandigi 1s1tk mikrograflar. Ok: Osteokalsin’den

zengin immunpozitif alanlar. Boya: Osteokalsin primer antikoru kullanilan immunoperoksidaz
boyama. Objektif biiyiitmesi: 20x (A), 100x (B).
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5-TARTISMA

Statinler, HMG-CoA rediiztaz enzim inhibisyonu ile mevalonat olusumunu
engeller. Steroid hormonlar, kolesterol sentezi, farklilasma ve proliferasyon gibi bir¢ok
hiicresel yolaga onciilliik enden FPP ve GGPP sentezini inhibe eden statinler (65),
kolesterol diisiiriicii etkilerinden ve buna bagli olusan kardiyovaskiiler hastaliklara karsi
koruyucu etkilerinden dolay1 diinya capinda c¢ok biiyiikk oranda kullanilan terapotik
ajanlardir. Statin kullaniminin kanser hastalarindaki etkilerinin incelendigi genis ¢aplh
retrospektif ¢alismalarin sonucunda iki farkli veri elde edilmistir. Bunlardan birinci grup
statinlerin koruyucu etkisinin olmadigi gosterirken ikinci grup ise bu ajanlarin kanser
insidansini azaltmadigini ancak kanser kaynakli olusan mortalite diizeylerini, apoptoz

indiiksiyonu ve hiicre biiylimesini engellenmesi ile azalttigin1 gostermistir (7, 38).

In-vitro ve in-vivo calismalarda, lipofilik statinler grubunda yer alan atorvastatinin
10 uM’lik konsantrasyonunun kolon, over, meme, akciger, prostat, beyin kanserleri ve
melanom hiicrelerinde duyarliliga neden olarak (7), apoptotik ve anti-metastatik etkiler
gosterdigi bildirilmistir (6, 38). Benzer sekilde 10 uM atorvastatin uygulamasinin Saos2

osteosarkom hiicre hattinda hiicre go¢iinii inhibe ettigi gosterilmistir (66).

Statinlerin vaskiiler hiicre adezyon molekiilii-1 (VCAM-1) ve intraselliiler
adezyon molekiilii-1 (ICAM-1) gibi hiicre adezyon molekiillerinin {iretimini inhibe
ettigini bildiren ¢alismalar mevcuttur (67). Bu calismada gergek zamanli hiicre
goriintiilerinde MG-63 hiicrelerinde, artan atorvastatin konsantrasyonu ile dogru orantili
olarak ytlizeyden ayrilan hiicre miktarinda 48. saatin sonunda anlamli bir artis oldugunu
izledik. MG-63 hiicreleri yiizeye tutunarak ¢ogalan ve fonksiyon gosteren hiicrelerdir.
Yiizeyden ayrilmalar: ile canliliklarini korumalari arasinda ters oranti vardir. Burada
ylizeyden kalkan hiicrelerin ilk 24 saatte canliliklarin1 kaybetmediklerini ancak 48 saatin
sonunda hiicre canliliginin azaldigin1 ise WST-1 analizi ile elde ettik. Lipofilik
statinlerin 6zellikle atorvastatinin osteosarkom hiicrelerinde hiicre gogiinii engelledigi
ve bunu hiicre canliligini1 azaltmasindan bagimsiz olarak gerceklestirdigi gosterilmistir
(66). Calismamizda ortama vitamin D ilave edildiginde hiicrelerin ylizeye daha yiiksek
oranda tutundugunu ancak 24 saatin sonunda atorvastatin ve TNF-a ya bagli olarak
gelisen canliliktaki azalmayi vitamin D’nin gili¢lendirdigini izledik. Dikkat ¢ekmek

istedigimiz bir nokta anoikis olarak tanimlanan bir¢ok tiimor tipinde meydana gelen
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apoptozise benzer bir hiicre 6liim yolagidir. MG-63 hiicreleri gibi bir¢ok hiicre tipinin,
matrikse tutunma Ozelligini kaybetmesi sonucu siispanse ortamda bir araya gelip
agregatlar olusturarak intraselliiler sinyallerle hiicre-matriks sinyal iletimini taklit eden
sinyaller olusturdugu bdylece hiicrelerin anoikisten kacarak bulundugu bolgeden farkl
bir yere go¢ edip bu alana yeniden implante olarak cogalmaya devam ettigi (metastaza
ugrayabildigi) ¢esitli ¢calismalarda gosterilmistir. MG-63 hiicrelerinde ve gesitli timor
hiicrelerinde intraselliiler adezyon sinyalizasyonunun anoikisle iligkili oldugu
gosterilmistir (68). MG-63 hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada osteosarkom prognozunun
ve metastazinin E-cadherin ekspesyonlari ile iligkili oldugunu gostermistir (69). Kanser
hiicre metastazi ve invazyonundan sorumlu olan faktorlerin kalsitriol tarafindan
diizenlendigi, ekstraseliiler matriks anjiyogenezi ve remodelingini uyararak metastaz
mekanizmasinda rol alan proteinlerin aktivitesinin vitamin D tarafindan inhibe edildigi
bildirilmistir (70). Calismamizda gergek zamanli hiicre goriintiilerine ait yapisan hiicre
sayilarin1 goz oniline aldigimizda D vitamini uygulanan hiicrelerin yiizeye kontrol ve
diger tedavi gruplarina kiyasla daha yiiksek oranda yapistigini gézlemledik. Bu sonuglar
dogrultusunda D vitamini tiimor lokalizasyonunun stabilizasyonu i¢in énemli olabilir.
Kanser hiicre metastazi ve invazyonundan sorumlu olan MMP’lerin kalsitriol tarafindan
diizenlendigi, ekstraseliiler matriks anjiyogenezi ve remodelingini uyararak metastaz
mekanizmasinda rol alan MMP-9 aktivitesinin vitamin D tarafindan inhibe edildigi
gosterilmistir (70). MG-63 osteosarkom hiicreleri ile yapilan baska bir ¢alismada
MMP-1 ekspresyonlarinin kanser gelisimine katki sagladigi gosterilmistir (71).
Ozellikte tip bir kollajen yikimindan ve kemik rezorpsiyonundan sorumlu olan MMP-
13 (72) ekspresyonlarinin meme bas boyun skuaméz hiicreli kanserlerde yiiksek
miktarda eksprese edildi hatta prostat kanserli hastalarda metastaz sonras1t MMP-13
ekspresyonlarinin daha arttig1 bildirilmistir (73). Calismamizda atorvastatinin yiiksek
dozlarinin kontrole gore her iic MMP diizeyini de baskiladigini izledik. Ek olarak TNF-
o ile birlikte 6zellikle 10 ve 50uM atorvastatinin uygulandigit MG-63 hiicrelerinde
yiiksek miktarda eksprese edilen MMP 1, 9 ve 13’iin D vitamini ilavesiyle ciddi oranda
diistiiglinii gordiik. MG-63 hiicrelerinin kisa donemde atorvastatin ile yiizeyden
ayrilmasi ancak canliliklarint siirdlirmelerinin ve metastaza ugrama riskinin D vitamini
ile onlenebilecegi ve bu etkiyi adezyon molekiillerinin olusturdugu sinyal yolaklarini
inhibe ederek gergeklestirip gergeklestirmedigi sonraki caligmalarda arastirilmasi

gereken bir konudur.
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Otofaji olarak tanimlanan, dkaryot hiicrelerde meydana gelen lizozoma bagh
protein yikimi, hiicre canliligi, gelisimi ve homeostazisi i¢in dnemlidir. Bu stire¢ fagofor
olusumu ile baslar, protein agregatlari, organeller veya ribozom gibi intraselliiler
kargonun fagofor i¢ine alinmasi sonucu fagofor genislemesi, bu kargonun ¢ift zarh
membranla ¢evrelenerek otofogazom olusumunu takiben, otofagozomun lizozom ile
birlesmesiyle (otolizozom) otofagozomal igerdigin lizozomal proteazlar ile yikilarak
hiicrenin kullanabilecegi yap1 taglarina ayrilmasiyla sonuglanir. Otofaji proteinlerinden

beclin-1 ile anti-apoptotik bir protein olan Bcl-2 arasinda iliski vardir (74).

Statinlerin otofajiyi uyarma giicii HMG-CoA rediiktaz1 inhibe etme derecesi ile
dogru orantilidir. Bu maddelerin otofajiyi uyarma etkileri HMG-CoA rediiktaz bagimlidir
ve buradaki otofajiyi aktive etme mekanizmasi hiicresel FPP ve GGPP stogunun
tilketilmesi ile gergeklesir (38). Atorvastatinin farkl hiicre tiplerinde ROS artisina neden
oldugu gosterilmistir (75). ROS artis1 proapoptotik yolaklarin aktive olmasina neden
olurken bir yandan da ATG4’lin proteolitik aktivitesini stimiile ederek otofajiyi uyarir
(74). Calismamizda TNF-a ile birlikte uygulanan atorvastatinin MG-63 hiicrelerinde
doza bagimli olarak kontrol grubu ile kiyaslandiginda ATG-4 ekspresyonlarinda artiga
neden oldugu goriilmiigtiir. MCF-7 meme kanser hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada 24
ve 48 saat atorvastatin ile muamele edilen hiicrelerin 6zellikle 10 ve 20 uM ilag
uygulananlarinda  kontrol grubu ile kiyaslandiginda beclin-1 ve LC3B
immunreaktifliginde anlamli artis izlenmistir (76). Insan atrial fibroblast hiicrelerinde
simvastatinin LC3B ve beclin-1 ekspresyonunu arttirarak otofajiyi uyardigi goriilmiistiir
(39). Vitamin D’nin de LC3B ve beclin-1 ekspresyonlarini arttirdigini gosteren ¢aligmalar
mevcuttur (22, 77, 78). Calismamizda atorvastinin artan konsantrasyonlarinda kontrol
grubu ile karsilastirildiginda artan LC-3B ve beclin-1 ekspresyonlarinda artis izlememize
ragmen akim sitometre sonuclarimizda ATG-4 ve LC-3B’nin artan atorvastatin dozu ile
azaldigin1 beclin-1’in ise degismedigini gordiikk. Ortama D vitamini ilavesiyle ATG-4,
beclin-1 ve LC-3B ekspresyonlar1 kontrol grubuna gore anlaml yiikseklik gosterse de
atorvastatin ve/veya TNF-o tarafindan uyarilan ekspresyon diizeylerinin altinda
kalmustir. Tlging sekilde akim sitometre analizinde ise bu otofaji proteinlerinden beclin-
I’in 6zellikle vitamin D, DT ve DTA10 gruplarinda kontrol grubuna gore yiiksek oranda
sentezinin arttig1 gordiik. Protein diizeylerindeki azalmanin otofaji siirecinde otofagozom

olusumu i¢in kullanildigini ve bu nedenle azaldigini diisiiniiyoruz.

98



Osteosarkom gelisimi ve bagisiklik sisteminde yer alan hiicreler ile kanser
hiicreleri arasindaki etkilesimi saglayan genetik, epigenetik ve hiicre mikro ortamini
iceren cevresel faktorler yer almaktadir. Ayrica kanser hiicreleri ve bagisiklik yanitlari
arasindaki etkilesim, uygulanan tedavinin etkinligi ve kanserin prognozu ag¢isindan
oldukga kritik bir 6nem arz etmektedir (30). Dogal bagisikligin aktive olmasinda gorev
alan toll-benzeri reseptorler (TLR) immiin yanitta rol alan hiicrelerin yani sira timor
hiicreleri tarafindan da salgilanarak pro veya anti-tiimoral etkilerin olusmasina neden
olmaktadir (33). FDA tarafindan onaylanmis TLR-2 ve TLR-4 agonisti ilaglarin mesane
kanserlerinde tedavi amagli kullanilmasimin yani sira TLR’lerinin uyarilmasinin
proinflamatuar sitokin ve anti-apoptotik proteinlerin iiretimini tetikleyerek timor
gelisimi ve kanser hiicre proliferasyonuna neden oldugunu gosteren g¢aligmalar da
mevcuttur (30, 79). Osteoblast hiicrelerinde yiiksek TLR-4 ekspresyonlarinin
gosterildigi arastirmalar mevcuttur (80). Calismamizda atorvastatin ve/veya TNF-a ile
uyarilmis osteoblast benzeri osteosarkom hiicrelerinde kontrol grubu ile kiyaslandiginda
TLR-4 ekspresyonlarinda TAS grubu haricinde sonuglar kontrol grubu ile benzer
bulunmustur. Ortama D vitaminin eklenmesi ise sonuglarda farklilik yaratmamuistir.
Benzer sonuglar TLR-2 ekspresyonlari igin de elde edilmistir. Bu sonuglar
dogrultusunda bu reseptorlerin ekspresyonlarinin zamana baglh olarak fluktuasyonlara
ugrayabilecegi diisiiniilebilir. Nitekim, MG-63 hiicrelerinin Enterococcus faecalis ile
enfekte edildikten sonra TLR-2 diizeylerinin degerlendirildigi bir ¢alismada TLR-2
ekspresyonunun zamana bagli olarak degistigi 3. saatte Ol¢iilen degerlerinin ¢ok yiiksek
seyrederken 12. saatteki ekspresyonlarmin diistiigii bildirilmistir (81). Benzer sekilde
Larousserie F. ve ark.’nin yapig1 baska bir ¢alismada TLR ekspresyonlarinin 5, 15 ve

24. saatteki ekspresyon diizeylerinin degisken oldugu gosterilmistir (80).

Vitamin D ve atorvastatinin etkinlik gdsterdigi genlerin tayininde, bunlarin
proliferasyon, farklilasma iizerine olan etkilerinin incelenmesi sirasinda analiz zamant
(yani deneyin hangi saat dilimde 6l¢iildiigii) kritik dneme sahiptir. Calismamizda zaman
dilimi olarak 24 saat secilmistir. Bunun nedeni kronik ve uzun bir siire¢ olan kanser
patogenezinde bu ilaglarin en az 24 saatlik etkilerine odaklanmak istememizdir. Daha
erken saat dilimlerinin incelenmesi mekanizmay1 anlamak agisindan faydali olacaksa da
uzun vadeli ilag etkisi yoniinden sonuclara katki saglamayacaktir. Bu yilizden 24 ve 48.
saat dilimlerine odaklanilmistir. Daha erken ve ileri zaman dilimlerinin incelenmesi

ileriki caligmalarla yapilacaktir.
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Calismamizda 48 saat atorvastatin uygulamasi yapilan MG-63 hiicrelerinin gergek
zamanli mikroskobik goriintiileri degerlendirildiginde 6zellikle yiliksek doz atorvastatin
tedavisi uyguladigimiz (50 uM) gruplardaki hiicrelerin morfolojilerinin degistigini,
sitoplazmalarinin kontrol grubundaki hiicrelere nazaran kiigiilerek daha koyu ve yogun
bir forma doniistiigiinii, sitoplazmalari i¢inde bir¢ok vakuoliin olustugunu, ek olarak
poligonal sekle sahip olan MG-63 hiicrelerinin membraninda ¢oklu uzun igsi yapilarin
meydana geldigini gozlemledik. Benzer morfolojik degisiklikleri Magan-Fernandez A.
ve ark.’lar1 MG-63 hiicrelerine 72 saat siireyle 0,01 uM simvastatin uyguladiklari
calismalarinda gostermisler; ¢ok sayida yag vakuoliiniin olusmasini ve meydana gelen bu
morfolojik degisiklikleri statin ile indiiklenen lipoprotein yoksunlugundan ve bunun
sonucunda hiicrenin bu eksikligi normalize edebilmek icin gelistirdigi fizyolojik yanit
seklinde agiklamislardir (82). Sterol sentezini giiglii oranda inhibe eden mevastatinin
hiicre biiyiimesini inhibe ettigini ve hiicre morfolojisini degistirdigini fakat bu degisimin
az miktarda mevalonat eklenerek (kolesterol etkisiz) geri dondiiriilebildigini gosteren
caligmalar da mevcuttur (38). Bunlara ek olarak, meydana gelen degisiklikler, MG-63
hiicrelerinin statin kaynakli diferansiyasyona ugrayabilecegini akla getirmektedir. Bu
nedenle kemik dokusunun erken matriks minerilizasyon belirte¢lerinden olan ALP ve
kollajen-1 ile kemik farklilagsmasi ve olgunlagsmasini gosteren osteojenik matiirasyon
belirteglerinden olan osteokalsin (83) diizeyleri bu ¢alismada degerlendirildi.
Osteokalsin, osteoblastik farklilagmanin ge¢ belitecidir ve kemik mineralizasyonu ve
matiirasyonunun énemli bir indikatoriidiir. Osteosarkom hiicrelerinde (SaOS-2 ve 143B)
10°% M Kkalsitrioliin osteokalsin mRNA ekspresyonunu anlamli &lgiide arttirdig
gosterilmigtir. Osteoblastik farklilagmanin erken belirteglerinden olan ALP aktivitesi
vitamin D ile uyarilmis osteosarkom hiicrelerinde 6lgiilmiis ve kontrole kiyaslandiginda
doza bagli olarak aktivitenin arttig1 bildirilmistir (84). Calisma sonuglarimizda D vitamini
ile 24 saatlik tedavi sonrasinda elde edilen ALP aktivite diizeyleri kontrol grubu ile
benzerdi. Ek olarak deney gruplarinin tamaminda kontrol grubu ile kiyaslandiginda ALP
aktivitesinde anlamli bir degisiklik izlenmedi. Bu sonuglarimiz literatiirdeki bazi
calismalarin aksine Lau C.P.Y. ile uyumlu bulunmustur (85). Literatiir ile elde ettigimiz
bu farkliligin Thompson L. ve ark.’nin yiiriittiigli ¢alismanin 96 saat siirmesinden ve farkl
osteosarkom hiicre hatlarinda ¢alismalarindan kaynaklanabilecegini diisiindiik. MG-63
hiicrelerinin 24 saat 10 M-10° M simvastatin veya atorvastatinin ile muamele edildigi
bir ¢aligmada osteokalsin ekspresyonlarnin atorvastatin veya simvastatin dozlar ile

dogru orantili oldugu bulunmustur (86). Benzer sekilde biz de artan atorvastatin

100



dozlarmin kontrol grubu ile kiyaslandiginda osteokalsin ekspresyonlarini anlamli derece
arttirdigini bulduk. Ancak Thompson L. ve ark.’nin sonuglarinin aksine D vitamininin
MG-63 hiicrelerinde atorvastatin ve/veya TNF-o ile wuyarilmis osteokalsin
ekspresyonlarin1 kuvvetli sekilde azalttigini izledik. Osteokalsin knock-out fareler ile
yapilan bir ¢alismada farelerin kemik kalinliginin beklenilenin aksine arttigi
gozlemlenmistir. Bu gézlemler dogrultusunda osteokalsinin kemik matriks yapimin1 bir
negatif feed-back mekanizma ile diizenliyor olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (87). Biz
calismamizda atorvastatinin osteokalsin ekspresyonunu arttirdigini ve vitamin D’nin
atorvastatin etkisini baskiladigini izledik. Bahsi gegen ¢alismadan yola ¢ikarak vitamin
D’nin atorvastatinden kaynaklanabilecek kemik yikiminda gerilemeye yol agtigini
diistinmekteyiz. Artmis osteokalsin ve ALP aktivitesi osteoblastik aktivitenin varligin
gosteren belirteglerdir. Calisma sonuglarimiza gore atorvastatinin 24 saat tedavi
sonrasinda doza bagimli olarak osteokalsin espresyonlarini arttirarak osteoblastik
farklilasmaya katki sagladigi, D vitaminin ise antagonist etki gostererek bu etkiyi

azalttigin izledik.

Osteoblastlar; epiteloid karakterde, kiibik ya da prizmatik sekil alabilen iri
hiicrelerken, osteoblastlarin olgunlagmis sekli olan osteositler; govdeleri daha kiigtik,
sitoplazmik uzantilar1 daha ¢ok sayida ve daha uzun olan hiicrelerdir (88).
Immunositokimya verilerimize gore, farkli tedavi protokolleri uygulanan MG-63
hiicrelerinin = sitoplazmalarinda kollajen 1 ve osteokalsin varligina isaret eden
immunpozitiflikler saptandigi icin, bu hiicrelerdeki morfolojik degisikliklerin hiicre
matiirasyonunun artmasindan veya hiicre Oliimilyle sonuclanabilecek selliiler
dejenerasyondan  kaynaklanabilecegi  diistinmekteyiz ~ (86). Hiicre olimiini
degerlendirmek amaciyla real-time PCR ve akim sitometre analizleri ile 6liim yolaklari

arastirildi.

Calisma sonuglarimiza goére D vitamini, Fathi N. ve arkadaslarinin ylriittiigi
caligmada vitamin D ve NFkB sinyalizasyonu arasindaki iliskide (70) bahsedilenin
aksine, NFkB ekspresyonunu kontrol grubu ile karsilastirildiginda yiiksek oranda
uyarmistir (p<0,050). Yine, statinlerin NFxB aktivasyonuna bagli asir1 inflamatuar
sitokin salinimim1 engelleyerek ortaya cikan metastaz riskini engellemede faydali
oldugunu bildiren ¢alismalar vardir (6, 38). Ancak bu sonuglardan farkli olarak

¢alismamizda, atorvastatin ve/veya TNF-a ile muamele edilmis MG-63 hiicrelerinde
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NFxB ekspresyonlarinin kontrol grubu ile kiyaslandiginda arttigini ve bu tedavi
gruplarina vitamin D eklenmesinin 6zellikle yiiksek doz atorvastatin (50 uM) uygulanan
hiicrelerin NFkB ekspresyonlarinin daha da yiikseldigini gordiik. Literatiirde TNF-a
varliginin NFxB aktivite artisina neden oldugundan bahsedilmektedir (89). Biz
calismamizda 20 ng/mL TNF-a ile 24 saat uyardigimiz MG-63 hiicrelerinde NFxB
ekspresyonlarinin  kontrol grubu ile karsilastirlldiginda daha diisiik miktarlarda
olustugunu gorditk. Ortamdaki atorvastatin varliginin ise NFxB ekspresyonlarini
arttirdigin1 ve bu artisin TNF-o varligindan bagimsiz olarak meydana geldigini izledik.
Literatiirde NFxB aktivasyonunun klasik ve alternatif olarak adlandirilan iki major sinyal
yolag1 lizerinden yiridigi soylenilmektedir. Klasik yolak esas olarak IKKp ile
indiiklenmis IkBoa bozulmasini ve ardindan ReLa/p50 aktivasyonunu igerirken, alternatif
yolak NIK ile indiiklenmis p100’iin p52’ye doniisiimiinii ve RelB/p52 aktivasyonunu
kapsar (90). TNF-o’nin buradaki rolii NFkB’nin inhibitorii olan IkBa’nin NFkB ile
olusturdugu kompleksten ayirarak, NFxB’nin aktif hale gelmesini saglamaktir. Elde
ettigimiz ekspresyon sonuclar1 baglangicta literatiir ile bir tezat olusturuyormus gibi
goziikse de aslinda TNF-a aracili NFkB aktivite artis1 olarak vurgulanan durum, TNF-a
ile inhibitor etkiye sahip IkBa’nin NFkB baglanma bdlgesine olan afinitesinin ortadan
kaldirilmas1 ve NFxB’nin serbestlesmesidir. Ancak bizim burada gosterdigimiz

ekspresyondur.

GADD-45 protein ailesi DNA hasarina cevaben hiicre dongiisiinde G2/M
kontrol noktasinda yer alan, genomik stabiliteyi koruyup tlimoér siipresdr genlerle
etkileserek hiicre biiylimesini baskilayan ve apoptozun indiiklenmesinde rol alan
mediyatorlerdir  (91). Hiicrelerin  malignite kazanmamalar1 i¢in GADD-45
ekspresyonunun varligi ¢ok dnemlidir ve GADD-45 ekspresyonu NF«B sinyalleri ile
inhibe edilir (48, 92). Calismamiz sonuglarinda, atorvastatin uygulanan deney
gruplarinda GADD-45 ekspresyonu anlamli derecede artmistir ki bu tiimor gelisiminin
gerilemesi agisindan olumludur. Ancak ortama D vitaminin eklenmesi atorvastatin ve
bunun TNF-a ile birlikte uygulanmasinin olusturdugu olumlu etkiyi azaltmis hatta
etkisiz hale getirmistir. Vitamin D apoptotik yolaklarda etki gdsteren GADD-45’in
ekspresyonlarinda azalmaya neden olarak atorvastatin ile elde edilen kanser
hiicrelerindeki apoptozun uyarilmasi gibi olumlu etkilerin azalmasina sebep olmustur.

Vitamin D ile birlikte yiiksek doz atorvastatin ve/veya TNF-o uygulanan hiicrelerde
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GADD-45 ekspresyonu kontrole kiyasla anlamli diizeyde yiiksek ¢iksa da D vitaminsiz

uygulanan tedavide ekspresyon diizeyleri ¢ok daha yiiksek bulunmustur.

Vitamin D’nin apoptotik yolaklar iizerindeki etkileri tartigmalidir. Apoptozu
inhibe ettigini veya apoptoz lizerinde herhangi bir etkisinin olmadigini sdyleyen
caligmalar mevcuttur. Vitamin D’nin bir¢ok kanser tiirlinde apoptozu hiicre tipine-
spesifik yolaklar araciligi ile daha ¢ok da igsel yolak tlizeriden Bcl-2 ekspresyonunun
inhibisyonu ve BAX indiiksiyonu yaparak stimiile ettigi gosterilmistir (70). Calisma
sonuglarimiza gére vitamin D uygulamasi MG-63 hiicrelerindeki Bcl-2 ekspresyon
diizeylerine istatiksel anlamda bir azalmaya neden olmamustir. Lipofilik statinlerin
osteosarkom hiicrelerinde doza bagimli olarak apoptozu indiikledigi ve bunu ERK1/2-
Bcl2 anti-apoptotik yolaklarmin inhibisyonu ile gerceklestirdigi gosterilmistir (66).
Fromigue ve ark.’lar1 yaptiklar1 ¢calismada, Saos2 osteosarkom hiicrelerinin 24 saat 10
uM atorvastatin ile tedavi edilmesi sonrasinda anti-apoptotik 6zellik gdsteren Bcel-2
geninin ekspresyon diizeylerinin azaldigi gostermistir (93). Biz de ¢alismamizda TNF-
a ile birlikte uygulanan atorvastatinin farkli konsantrasyonlarimin Bcl-2 ekspresyonu
tizerinde giiglii bir inhibisyona neden oldugunu izledik. Atorvastatinin Bcl-2
ekspresyonu iizerinde olusturdugu etkilerin Fromigue ve ark.’larin yaptig1 calismadaki
gibi doza bagimli bir azalma paterni géstermemesine ragmen kuvvetli bir baskilanmaya
neden oldugunu gordiik. Vitamin D’nin atorvastatinin yiiksek dozunun TNF-a veya
TNF-o’s1z uygulandigi tedavi gruplarinda ise Bcel-2 iizerinde olusturdugu baskilayici
ozelligini zayiflatarak ekspresyonlarda artisa neden oldugunu ancak yine de kontrol
grubu ile karsilagtirdigimizda hala anlamli bir Bcl-2 azalmasi gosterdigini izledik.
Calismamizda 24 saatlik deney siiresinde TNF-a ile beraber uygulanan atorvastatin
dozlarmin Bcl-2 protein diizeylerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda hafif
azalmaya neden oldugunu ancak bu etkinin vitamin D uygulamasiyla ortadan kalktigini

gordiik.

Organizmadaki tim proteinlerin olgun forma sahip olabilmeleri igin
katlanmalar1 gerekir. Endoplazmik retikulum (ER); protein sentezi, protein katlanmasi
ve olgunlasmasimmin yani1 sira hatali katlanmis proteinlerin tespit edilmesi ve
posttranslasyonel modifikasyonlarin stabilize edilmesi gibi ¢ok onemli fonksiyonlara
sahiptir (94). Hipoksi, besin yoklugu, nokta mutasyonlar veya okside lipid varligi ER’{in

protein katlama aktivitesi bozarak hatali katlanmis veya katlanmamis proteinlerin
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birikmesine ve sonu¢ olarak ER stresin meydana gelmesine neden olur. ER stresin
olustugu durumda hiicrenin problemi ortadan kaldirmak i¢in olusturdugu katlanmamis
protein cevab1 (UPR) olarak adlandirilan mekanizmada ER liimeninde yer alan IREla,
PERK ve ATF6 gibi sensor proteinleri hiicrenin yeniden fonksiyon gdstermesinde ve
sagkaliminda biiyiik 6neme sahiptir (Sekil 12). Gli¢lii veya kronik ER stres varliginda
UPR hiicre oliimiinii uyarir. Kronik stres durumunda PERK sinyalizasyonu CHOP
miktarimnin arttirtlmasi ve Bcl-2 ekspresyonunun azaltilmasi {izerinden hiicre 6liimiine
neden olur. Ek olarak, inflamatuar siireglerin ER stresi uyarmasi1 gibi (95), UPR ve
siddetli ER stres de proinflamatuar proteinlerin aktivitesinde artisa neden olur (64). Biz
de calismamizda atorvastatin ve/veya TNF-a ile uyarilmis hiicrelerde kontrol grubu ile
kiyaslandiginda GADD-153 (CHOP) ekspresyonlarinin doza bagimli olarak arttigini
gordiik. Atorvastatin dozu ile artan GADD-153 seviyelerinin, atorvastatinin intraselliiler
ve hiicre dongiisiinde veya sagkaliminda rol alan kiigiik G proteinlerin prenilasyonunu
inhibe ederek enerji yokluguna ve non-fonksiyonel protein iiretimine (66) bagl olarak
ER stresi arttirdigini diisiinmekteyiz. D vitaminin MG-63 hiicrelerinde GADD-153
ekspresyonlarinda anlamli bir etkisi izlenmemis olsa da sonuglarimizda atorvastatin
dozu ile artan GADD-153 ckspresyonlarinin D vitamini ile birlikte uygulandigi
gruplarda Onceki seviyelerine nazaran azaldigini ancak yine de kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda anlamli derecede yiiksek oldugunu tespit ettik. D vitamini, MG-63
hiicrelerinde 24 saatte atorvastatine bagl artan GADD-153 ekspresyon seviyelerinde
hafif azalmaya neden olmustur. Burada 6nemli olan diger bir nokta da kronik veya giiclii
ER strese neden olan durumlarda artmig PERK sinyalizasyonu sonucunda hiicrede
azalmig protein sentezi meydana gelir (64). Calismamiz neticesinde 24 saatte
Olctiglimiiz mRNA ekspresyon diizeyleri ile korelasyon gdstermeyen protein
ekspresyonlarinin nedenleri arasinda artan ER stres kaynakli protein sentezinin
inhibisyonu yer alabilir. Buna ek olarak artmig ER stresin NFkB aktivasyonuna neden
oldugu gosterilmistir (64). Yiiksek dozlardaki atorvastatinin ER stresi arttirmasi ve

NF«kB ekspresyon artig1 arasinda buna bagl bir iliski olabilir.

Vitamin D’nin hiicre dongiisiiniin durdurulmasi, farklilagsma, antianjiyojenik ve
immiinmodiilasyon gibi biyolojik fonksiyonlarinin bir¢ogunu niikleer vitamin D
reseptorii (VDR) iizerinden gerceklestirmektedir. VDR, Kkalsitrioliin biyolojik
etkilerinin ¢oguna aracilik eden ligandla diizenlenen transkripsiyon faktoriidiir (4, 96).

Vitamin D seviyeleri ve VDR varyasyonlar1 rekiirran enfeksiyonlar, osteoartrit,

104



osteoporoz ve bircok otoimmiin hastalikla iliskilendirilmistir. VDR genindeki
degisiklikler kanser ile iligkilendirilmistir (70). Malign kemik tiimoérleri ve VDR gen
polimorfizmi arasindaki iliskiyi inceleyen ¢ok az sayida ¢alisma mevcuttur (4). VDR
geninde kii¢iik bir varyasyona neden olabilecek tek niikleotid polimorfizmleri, protein
sentezini ve niikleer DNA’ya baglanma ve reseptor afinitesini degistirerek, hiicrelerin
vitamin D’ye gosterdigi cevabi, vitamin D’nin biyolojik fonksiyonlarin1 ve VDR-aracili
yonetilen sinyal yolaklarmin tamamini etkileyebilir (4). Hatta VDR’deki
polimorfizmler kanser prognozu ve kanser goriilme riskini etkileyebilir. Prostat, meme,
deri, mesane ve renal karsinomlarda VDR genindeki Fokl, Bsml, Apa | ve Taql
bolgelerinde homozigot veya heterozigot polimorfizm varliklart gosterilmis, bu
calismalarin bir kisminda ortaya ¢ikan polimorfizmler ile malignite gelisimi arasinda
iliski bulunmustur (70). Osteosarkom hastalarinda yapilan klinik bir ¢alismada, VDR
genindeki Cdx2 allelindeki polimorfizmlere sahip bireylerin kanser prognozunun daha
kotii seyrettigi ve bu polimorfizmlerin prognostik agisindan &nemli oldugu ifade
edilmistir (4). Baska bir ¢alismada da Fok I bolgesindeki mutasyonun saglikli bireylere
kiyasla osteosarkomlu hastalarda daha yiiksek oldugu ve bu polimorfizme sahip
kisilerde kanser riskinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir (97). Vitamin D’nin VDR
say1sin1 hem transkripsiyonel hem posttranslasyonel olarak arttirdigi gosterilmistir (70).
Ancak arastirmamizda tek basina D vitamini uygulamas1 VDR ekspresyonunda kontrole
gore anlamli bir degisiklik yaratmamustir. Atorvastatin ve TNFa ile beraber vitamin D
uygulamas1  osteosarkom hiicrelerinde istatiksel olmamakla beraber VDR
ekspresyonunda azalmaya yol agmistir. Bu etki vitamin D eklenmesi ile geri
cevrilememistir. Vitamin D reseptoriinde olast bir mutasyon vitamin D etkisinin
olusmasini smirlayacaktir (4). Biz c¢alismamizda MG63 hiicrelerinde bdyle bir
mutasyon olup olmadigini bilmiyoruz. Diger yandan osteosarkom hiicrelerinde (SaOS>)
yapilan baska bir calismaya gore, VDR ekspresyonlarmin mRNA diizeyinde
azalmasinin VDR aktivitesinin inhibe olmasina neden olan Snail-1 geninin asiri
artmasindan kaynaklanabilecegi One siiriilmiistiir (96). Calismamizda vitamin D etkisi
cesitli basamaklarda izlenmektedir. Yine net olarak sdyleyebilecegimiz diger bir sonug
atorvastatinin vitamin D reseptorii ekspresyonunun vitamin D varligindan bagimsiz
olarak azaltmasidir. Bu durumda olusan vitamin D etkisinde VDR’den bagimsiz
gelismesi bir olasiliktir. Dikkate alinmasi gereken bir durum 1,25 vitamin D’nin
fizyolojik veya molekiiler diizeyde yanit olusturabilmesi sadece VDR iizerinden

gerceklesmemektedir (4). Gergekten de vitamin D’nin birgok dokudaki biyolojik
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yanitlar1 diizenlerken, bu bolgelerde olusan etkinin Ozgilligii ve duyarliligy,
transkripsiyonel kompleks elementlerinin gosterdigi yanitlarin tamamu ile iligkilidir.
Simdiye kadar vitamin D’nin etkilerine katki saglayan transkripsiyonel kompleksin dort
elementinin katkisini tanimlanmustir. Niikleer reseptor ligandi olan 1,25 D vitamini
cevabin fizyolojik 6zgiilliigiinii belirler. VDRE, yanitin genetik 6zgiilliigiinii tanimlar.
VDRE'ye baglanan, VDR-RXR (VDR- retinoid X reseptorii) heterodimeri ile kompleks
olusturan gesitli ko-aktivatorler ve diger proteinler, hiicre 6zgiilliigiinii belirler ve son

olarak, D vitamini duyarli gen iiriinii biyolojik cevabi tanimlar (98).

Vitamin D’nin 10°® M konsantrasyonunun kondrosarkom hiicrelerinde en etkili
doz oldugu (29), yine SaOS; osteosarkom hiicrelerinde proliferasyonun inhibe edilmesi
ve apoptozun uyarilmasi i¢in gerekli olan etkin doz oldugu gosterilmistir (96). Bu
nedenle biz de vitamin D konsantrasyonu olarak bu dozu belirledik. Thompson L. ve
arkadaslarinin insan osteosarkom hiicrelerinde yaptigi bir ¢alismaya goére bu hiicrelerin
96 saat boyunca 1,25 vitamin D3 ile muamele edilmesinin vitamin D’nin antiproliferatif
yolaklar tizerindeki etkisinin aktive olmasi i¢in yeterli bulunmadigini gostermistir (84).
Ancak literatiirde vitamin D’nin antiproliferatif etkisinin varligin1 gosteren birgok
calismada da mevcuttur (4, 96). Biz de ¢alismamizda WST-1 analizlerimizden elde
ettigimiz sonuglara gore, 24 saatin sonunda MG-63 hiicrelerinin hiicre canlilig1 tizerine
istatiksel olarak anlamli etkiler gdstermeyen atorvastatin ve/veya TNF-a, tedavilerinin,

vitamin D ilavesi ile antiproliferatif etkiler gosterdigini bulduk.

Calismalar, D vitaminin, osteoklast farklilasmasinin kilit bir diizenleyicisi olan
niikleer faktor kappa-B ligandinin (RANKL) protein reseptor aktivatoriinii kodlayan
genin ekspresyonunu arttirdigimi gostermektetir (98). RANKL, TNF-a ve vitamin D
gibi faktorler ile transkripsiyonel, translasyonel ve posttranslasyonel seviyelerde
diizenlenen, osteoblast hiicrelerinden salgilanip kemik rezorpsiyonu iizerine etkili olan
bir peptittir. RANKL’1n kemikteki ana gorevi osteoklast farklilagmasi, olgunlasmasi ve
apoptozun inhibisyonunu saglayarak kemik kaybi ve rezorpsiyonunu arttirmaktir (5).
Bizim ¢alismamizin sonuglar1 vitamin D uygulamasinin MG-63 hiicrelerinde RANKL
ekspresyonunu kontrol grubuna goére anlamli 6l¢iide arttirdigini gostermektedir. TNF-o
Kurban S. ve ark.’nin yaptigi ¢alismaya gore RANKL diizeylerinde artisa neden
olmaktadir (34). Ancak ¢alismamizda RANKL ekspresyonlarint TNF-o uygulanmis

MG-63 hiicrelerinde kontrol grubuna kiyasla yaklasik %50 oraninda azalmig olarak
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izledik. Cesitli ¢alismalar, RANKL’in RANK’a baglanmas1 sonucunda NF«B gibi alt
sinyal yolaklarinin uyarildigindan bahsetmektedir (34). Literatiirde POS-1, MOTO veya
osteoblast benzeri Saos-2 gibi osteosarkom hiicrelerinde RANK ekspresyonunun
varligin1 gosteren ¢alismalar mevcut (5) olsa da MG-63 hiicrelerinde boyle bir bulgu
yoktur. Bundan dolay1 biz de MG-63 hiicrelerindeki RANKL ekspresyonlarindaki
artisin NFxB ekspresyon artist ile iliskilendirilemeyecegini diisiinmekteyiz. Kemik
defekt modeli olusturulmus siganlarda 5 giinliik lokal simvastatin uygulamasindan sonra
RANKL ekspresyonlarinda azalma saptanmistir (41). Bagka bir hayvan ¢alismasinda
10® M vitamin D uyarilmis osteoklast aktivitesinin simvastatin ve mevastatin ile
antagonize edilerek, 7 giiniin sonunda RANKL ekspresyonunu azalttig1 gosterilmistir
(99). Literatiirden farkli olarak 24 saat atorvastatin ve/veya TNF-a ile muamele
ettigimiz MG-63 hiicrelerinde RANKL ekspresyonlarinda kontrol grubu ile
karsilastirildiginda anlamli bir artis oldugunu gézlemledik. 10® M vitamin D ile
uyarilan MG-63 hiicrelerinde literatiir ile uyumlu olarak RANKL ekspresyonlarinda
anlamli bir artis izlerken atorvastatin ve/veya TNF-o ile artis gdsteren RANKL
ekspresyonlarinda vitamin D’nin antagonist bir etki olusturdugunu gordiik.
Sonuglarimiz ile diger calisma sonuglar1 arasindaki farkliligin zaman dilimlerinin
farkliligindan kaynaklanmasi olasidir. Calismamizda RANKL ekspresyonlari 24 saatin
sonunda analiz edilirken, literatiir ¢alismalarinda kemik hiicrelerinin atorvastatin

tedavisine gosterdigi yanitin 5-7. gilinlerde izlendigi goriilmektedir.

Statinlerin sistemik olarak anti-kanser tedavi amagl yardimci veya ana ajan olarak
kullanilmas1 bazi organ disfonksiyonlarina neden olabilir. Ornegin yapilan bazi
caligmalarda statinlerin genel olarak sitokrom enzimlerini kullanarak metabolize edildigi
ve buna bagli atorvastatin gibi bazi lipofilik ajanlarin karaciger hasarlarina neden oldugu
bildirilmistir. Yine statinlerin karacigerde ilk gecis etkisine ugrayarak bazilarinin aktif
bazilarmin inaktif metabolitlerine donmesi sonucu ilag etkinliginin azalmasi veya
toksisitenin artmasi gozlemlenebilir. Ek olarak, fluvastatin hari¢ diger statinlerin
proteinlere baglanarak tasinmasindan kaynakli ilag-ilag etkilesimlerine ve buna baglh
rabdomyoliz ve diger toksisitelerin meydana gelebilecegi 6nemli bir sorundur (38).
Statinlerin bu tiir yan etkilerinden kaginmak amaciyla lokalize statin tedavisi (6rn:
biyolojik hedefleme kullanilarak) uygulanmasi hasta konforunu ytikseltebilecegi gibi,

ilag etkinliginin de artmasini saglayabilir.

107



6-SONUC VE ONERILER

Atorvastatin ve/veya vitamin D MG-63 osteosarkom hiicrelerinde 48 saat

sonunda sitotoksik etkiler olusturarak hiicre canliligini azaltmistir.

Atorvastatin tedavisi MG-63 hiicrelerinin yiizeye tutunma 6zelliklerini azaltmis,
hiicrelerde morfolojik degisiklikler meydan getirmis ve kemik farklilagma
belirteglerinden olan osteokalsin ekspresyonlarinda yiikselmelere neden olmustur.
Vitamin D atorvastatin tarafindan olusturulan bu etkileri ortamda TNFa varlifindan
bagimsiz olarak azaltmis, hiicrelerin yilizeye tutunma oranini arttirmis ve osteokalsin

ekspresyonlarinda azalmaya neden olmustur.

Otofajik yolakta yer alan ATG-4, LC-3B ve beclin-1, apoptotik siiregte gorev
alan GADD-45 ve ER stres ile iliskili GADD-153 (CHOP) ekspresyonlari atorvastatin
konsantrasyonlar1 ile artmis, vitamin D ilavesi ile bu artis baskilanmistir. Ancak
atorvastatin konsantrasyonunun yiiksek oldugu gruplarda bu baskilanma ¢ogu gende
(GADD-45, DTAS5 grubu hari¢) kontrol grubuna ait ekspresyon diizeylerine
gerilememistir. Atorvastatinin s6z konusu genlere ait protein ekspresyonlarini azalttigi,
atorvastatin ile birlikte uygulanan D vitamininin ise bu yolaklardaki protein sentezinde

hafif artisa neden oldugu goriilmiistiir.

Anti-apoptotik yolakta rol oynayan Bcl-2 ekspresyonlar1 atorvastatin ile giicli
sekilde baskilanmig, ortama D vitamini ilavesi ile atorvastatinin etkisi zayiflamistir.
Ancak yine de kontrol grubu ile karsilagtirildiginda atorvastatin ve vitamin D’nin
birlikte uygulanmasi Bcl-2 ekspresyon seviyelerinde anlamli azalmaya yol agmustir.
Bcl-2 protein ekspresyon diizeyleri mRNA ekspresyonlart ile uyumlu olarak
atorvastatin ile azalmig ancak vitamin D’nin uygulandigi gruplarda kontrol grubuna

gore anlamli farklilik olugturmamistir.

Bu calismada atorvastatinin yiiksek dozlar kontrol grubuna goére her iic MMP
(1-9-13) ekspresyon diizeyinde azalmaya neden oldu. Ek olarak matriks yikimina neden
olan MMP ekspresyonlar1 TNF-a ile birlikte 6zellikle 10 ve 50uM atorvastatinin

uygulandig1t MG-63 hiicrelerinde D vitamini ilavesiyle ciddi oranda diistii.
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Kemik yikiminin uyarilmasindan sorumlu RANKL, inflamatuar siirecin
baslamasi ile uyarilan NFkB ekspresyonlari atorvastatin ile artmistir. Dogal bagisikligin
kilit reseptorlerinden TLR ekspresyonlar ise diisiik dozdaki atorvastatin ile uyarilmaistir.

Bu uyarilar vitamin D ilavesi ile baskilanmustir.

Vitamin D’nin atorvastatin ile olusan VDR ekspresyonundaki azalma iizerine

etkisi izlenmemistir.
Calismamizin limitasyonlari,

1. Hicre kiltiirii ¢alismasi oldugu i¢in homojen bir hiicre ortami1 mevcuttur.
Buna bagl olarak tiimor mikro ortaminda heterojen hiicre gruplarinin

olusturdugu farkli yolaklarla etkilesimi gézlemlemek miimkiin olmamustir.

2. Apoptoz yolaklarinda rol alan genler arastirilmis fakat annexin-V boyamasi

yapilarak hiicre dongiisiiniin hangi agamasinda oldugu incelenememistir.

3. Atorvastatinin TNFa ve vitamin D ile olan kombinasyonlarinda diisiik
atorvastatin dozlarmin bu ilaglarla gdsterdigi etkiler ayr1 ayn

incelenememistir.

4. Atorvastatin ve vitamin D tarafindan olusturulan etkilerin saglikli osteoblast

hiicreleri tizerindeki yansimalar1 incelenememistir.

5. Ilag uygulamalarma bagli gelisen mRNA ve protein ekspresyonlari
arasindaki degiskenligin daha iyi anlasilabilmesi i¢in deneyin kisa ve uzun
donemi kapsayan zaman dilimlerinde incelenmesi arastirilmast gereken bir

konudur.
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Ibrahim Hakki Fen Lisesi’de aldi. 2009 yilinda girdigi Yeditepe Universitesi Eczacilik
Fakiiltesin’den 2014 yi1linda mezun oldu. 2015 yilindan bu yana Ankara Yildirim Beyazit
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’nda arastirma gérevlisi olarak
gorev yapmakta olan Betil OZBEK IPTEC’in ulusal ve uluslararasi dergilerde
makaleleri, uluslararas1 kongrelerde sozlIii bildirileri ve posterleri ve bir adet kitap ¢evirisi

bulunmaktadir.
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