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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

BELIRLI KEMOTERAPOTIKLER VE KOLESTEROL iLACLARININ iIN
VITRO BEYIN TUMORU MODELI UZERINE ETKILERININ INCELENMESI

Hatice AYDIN DOGAN

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisi

Molekiiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali

Danigman: Dr. Ogretim Uyesi Elanur AYDIN KARATAS

Beyin tiimérleri, diger tiimorlere kiyasla yetiskinlerde daha nadir goriilsede, bebeklerde ve
cocuklarda kansere bagli morbidite ve mortalitenin en yaygin nedenlerinden biridir. Beyin tiimorleri ile
ilgili en biiylik sorunlardan biri kemoterapi ilaglarimin kan-beyin bariyeri nedeniyle beyne istenilen dozda
ulagamamasidir. Kemoterapi ilaglari, tedavi etkinligini artirmak i¢in diger ilaglarla birlikte verilmektedir.
Diger yandan; kolesterol, hayvan hiicre zarinin 6nemli bir bilesenini olusturan steroid maddedir. Kolesterol
sentezini diizenleyen kolesterol geri besleme inhibisyon mekanizmalarinin kaybi, malign transformasyonun
o6nemli bir o6zelligidir. Literatiir incelemesinden, tiimoér biiyiimesinin inhibisyonunun, kolesterol veya
kolesterol sentezinin varligim kisitlayarak saglanabilecegi makul bir varsayimdir. Son zamanlarda
kolesterol diizenleyici ilaglar olan simvastatin ve lovastatin ile kemoterapétiklerin (gemsitabin ve
karmustin) es zamanli uygulanmasinin in vitro beyin tiimorii modelinde etkilerinin arastiritlmadigi
bulunmustur. Mevcut tezde, literatiirdeki bu boslugun doldurulmasi amaglanmaktadir. Hiicre Canliligi
Tespit Kiti-8, test bilesiklerinin hiicre canlilig: tizerindeki etkilerini belirlemek i¢in kullanilmig ve insan
noroblastom SH-SY5Y hiicrelerinde her bilesik igin IC3 konsantrasyonlari belirlenmistir. Daha sonra test
bilesiklerinin apoptoz lizerindeki etkileri hem kolorimetrik hem de western blot analizi ile ortaya
konmustur. Elde edilen sonuglara gore, statinler hem tek basma hem de kemoterapétiklerle birlikte
uygulandiginda doza bagli bir sekilde proliferasyonu inhibe etmistir. Ozellikle, lovastatinin hem gemsitabin
hem de karmustinin etkinligini artirarak apoptozu indiikledigi her iki yontemde de gdsterilmistir. Yapilan
testlerden elde edilen bulgularin bir sonucu olarak, statinlerin su anda kullanilan antikanser ilaglarinin

etkinligini potansiyel olarak artirabilecek yeni bir néroblastoma tedavi segenegi olabilecegi 6nerilmektedir.

2022, 42 sayfa

Anahtar Kelimeler: Apoptoz, Kemoterapotik, Noroblastom, Proliferasyon, Statin, Western blot analizi
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INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF SPECIFIC
CHEMOTHERAPEUTICS AND CHOLESTEROL DRUGS ON AN IN VITRO
BRAIN TUMOR MODEL
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Althouhg brain tumors are less common in adults compared to other tumors, they are one of the most
common causes of cancer-related morbidity and mortality in the infants and children. One of the biggest problems
about brain tumors is that chemotherapy drugs cannot reach the brain in the desired dose due to the blood-brain
barrier. Chemotherapy drugs are given in combination with other drugs to increase treatment efficiency. On the
other hand; Cholesterol is a steroid substance that forms an important component of the animal cell membrane.
The loss of cholesterol feedback inhibition mechanisms that regulate cholesterol synthesis is an important feature
of malignant transformation. From the literature review, a reasonable assumption is that tumor growth inhibition
can be achieved by restricting the presence of cholesterol or cholesterol synthesis. Recently, it was found that
simvastatin and lovastatin, which are cholesterol-regulating drugs, and the effects of simultaneous administration
of chemotherapeutics (gemcitabine and carmustine) on in vitro brain tumor model were not investigated. In the
current thesis, 1t 1s aimed to fill this gap in the literature. Cell Viability Detection Kit-8 was used to determine
the effects of test compounds on cell viability and 1C2, concentrations were determined for each compound in
human neuroblastoma SH-SY5Y cells. Then, the effects of test compounds on apoptosis were revealed both
colorimetrically and by western blot analysis. According to the results obtained, statins inhibited proliferation in
a dose-dependent manner, both when administered alone and with chemotherapeutics. In particular, it was
demonstrated in both methods that lovastatin induced apoptosis by increasing the efficiency of both gemcitabine
and carmustine. As a result of the findings from the tests, 1t is suggested that statins may be a new neuroblastoma

treatment option that could potentially enhance the effectiveness of currently used anticancer drugs.

2022, 42 Page
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SCAP SREBP boliinme aktive edici protein
SREBP Sterol yanit elemani baglayici proteinler
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1. GIRIS

1. GIRIS

1.1. Kanser

Kanser biiylime, cogalma, metabolik aktivitelerini hiicre i¢i dengeye uygun sekilde
stirdlirme, gerekli kosullarda programli hiicre 6liimiiniin baslatilmasi gibi normal hiicresel
fonksiyonlarini kaybeden hiicrelerle karakterize kompleks bir hastaliktir (Kim et al. 2018;
Tajan 2020). Kanser viicudun herhangi bir yerinde ortaya ¢ikabilmektedir ve giintimiizde
hem diinyada hem de iilkemizde en 6nemli 6liim nedenleri arasinda yer almaktadir (Baran
2018). Diinya saglik orgiitii verilerine gore 2020 yilinda diinya genelinde ortalama 19
milyon yeni kanser vakasi goriilmiistiir ve 2040 yilinda bu saymnin yaklasik olarak 28
milyon olmasi beklenmektedir. Son yillarda vakalarda yasanan artis ile kanser diinya
genelinde ilk siradaki 6liim nedeni olmustur ve 2020 yilinda 10 milyon insan kanser

nedeniyle hayatini kaybetmistir (Anonymous 2022a; Anonymous 2022b).
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Sekil 1.1. 2020 yilinda Diinya genelinde ortaya ¢ikan kanser vaka sayilart (Anonymous
2022b)’den alinmistir.

Ulkemizde 2020 yilinda yaklasik 233 bin yeni kanser vakasi goriilmiistiir ve
ortalama 126 bin kisi hayatin1 kaybetmistir (Anonymous 2022b).
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Sekil 1.2. Tiirkiye 2020 Kanser Istatistikleri (Anonymous 2022b)’den alinmistir

Milyonlarca hiicreden olusan insan viicudunda kanser, hemen hemen yerde ortaya
cikabilmektedir. Kanser hiicreleri bening ya da malign 6zellikte olabilmektedir. Bening
kanserler iyi huylu olarak adlandirilmaktadir. Tyi huylu kanserlerin metastaz yapmadig:
ve ameliyatla alindiklarinda ¢ogunlukla yeniden niiks etmedikleri bilinmektedir. Ancak
bulunduklar1 yere bagli olarak hastanin yasamini olumsuz etkileyebilmektedirler.
Ornegin beyindeki bening tiimérler ciddi semptomlara neden olabilmekte veya yasami
tehdit edebilmektedir. Kotii huylu yani malign kanserler bening kanserlerin aksine
tedaviye direng gosterebilmektedir ve metastaz yaparak viicutta baska bdlgelere
yayilabilme potansiyeline sahiptir (Pérez-Herrero and Fernandez-Medarde 2015; Wang
et al. 2018; Anonymous 2021a).

Normal hiicreler ve kanser hiicreleri arasinda birgok fark vardir. Kanser hiicreleri
normal hiicrelerden farkli olarak bodliinme sinyaline ihtiyag duymadan siirekli
boliinebilmektedir. Normal kosularda hiicrelerde homeostazin korunmasi igin hiicre-
hiicre temas: saglaninca ERK ve Akt gibi hiicre i¢i sinyal yolaklarmin olumsuz
etkilenmesiyle bolinme durdurulmaktadir, bu siire¢ kontak inhibisyonu olarak
adlandirilmaktadir. Kanser hiicrelerinde ise kontak inhibisyonu kaybolmaktadir. Kontak
inhibisyonun kayb1 bir hiicrenin malign fenotip kazanmasinda 6énemli bir asamadir (Patel
et al. 2019). Hiicrelerin kanser hiicresine doniismesinde onemli bir diger asama ise

apoptozdan kagma yetenegi kazanmasidir. Saglikli bir hiicrede geri doniisiimsiiz bir hasar
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meydana geldiginde ya da hiicre yaslandiginda hiicre apoptoza gotiiriillmektedir. Ancak
kanser hiicrelerinde apoptoz yolaginda gorevli kritik proteinlerde islev kaybi
goriilmektedir ve bu durumda hiicreler apoptozdan kagabilmektedir (Kim et al. 2018;
Baran 2018).

Sinirsiz boliiniip ¢ogaldik¢a normal hiicreye kiyasla ¢ok daha fazla besin ve
enerjiye ihtiyag duyan kanser hiicresi, yogun bir damar sistemine ve farkli bir
mikrogevreye sahiptir (Brahimi-Horn et al. 2007). Kan dolasimina giren malign kanser
hiicreleri diger doku ve organlara metastaz yaparak yayilim gostermektedir (Wang et al.
2018; Anonymous 2021a).

Kanser hiicrelerinde sahip olduklar1 genetik epigenetik ya da ¢evresel farkliliklara
ek olarak metabolizmalarinda da bir¢ok degisim meydana gelmektedir (Wang et al. 2018;
Anonymous 2021a). Kanser hiicreleri bulunduklari mikrogevrede besin ve oksijen
yetersiz ise ¢evresel strese maruz kalmaktadir. Bu stres ortaminda boliinlip ¢ogalmaya
devam edebilmek i¢in de metabolik yolaklarini degistirmektedirler. Cogu kanser hiicresi,
saglikli hiicrelerin aksine biiyiik 6l¢iide glikoliz ile enerji iiretmektedir (Brahimi-Horn et
al. 2007; Wang et al. 2018; Tajan 2020).

1.1.1. Merkezi sinir sistemi kanserleri

Merkezi sinir sistemi (MSS), beyin ve omurilikten olugsmaktadir. Beyin énemli
viicut fonksiyonlarini kontrol eden hayati bir organdir. Omurilik ise ¢evresel sinirlerle
beyin arasinda ki baglantiyr kurmaktadir (Anonymous 2021b). MSS kanserleri beyin
veya omurilik hiicrelerinde meydana gelen anomalilere bagli olarak ortaya ¢ikan bening
ya da malign olabilen kanserlerdir. MSS tiimorleri hem ¢ocuklarda hem de yetiskinlerde
ortaya ¢ikabilmektedir (Anonymous 2021a).

Orijini MSS hiicreleri olan kanserlere primer kanser adi verilmektedir, viicutta
herhangi bir dokuda baslayip beyne metastaz yapan kanserler ise sekonder kanserler
olarak isimlendirilmektedir. Beyinde ortaya ¢ikan bir kanser bening ya da malign olsa da
hastanin yasam kalitesini diisiirecek semptomlara neden olabilmektedir. Beynin karmagsik

yapist burada ortaya ¢ikan kanserlerin anlagilmasi ve tedavisini zorlagtirmaktadir. MSS
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kanserlerinin belirti ve prognozu her hastada farklidir ancak ortaya ¢iktiktan sonra
ilerlemesi hizlidir tedavi edilse de tekrar etme olasilig1 fazladir. Kanserin tanisi igin
kullanilan biyopsi gibi yontemler bazen beyin kanserlerinde kullanilamamaktadir (Lyon

et al. 2017; Anonymous 2021a; Anonymous 2021b).
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Sekil 1.3. 2020 MSS kanserleri istatistikleri (Anonymous b 2022)’den alinmistir

Merkezi sinir sistemini olusturan hiicrelerden farkli kanser tiirleri olusmaktadir.
Glioma, glial hiicrelerden koken almaktadir. Astrosit ad1 verilen, bir tiir glial hiicre olan,
sinir hiicrelerinin devamliliginda gorevli beyin hiicrelerinde baglayan astrositomlar; diger
bir glial hiicre tiirii oligodendrositlerden olusan oligodendrogliyal tiimorler;
oligodendrositler ve astrositlerin birlikte bulundugu heterojen yapida ki karisik gliomlar
glioma olarak tek baslik altinda toplanabilmektedir. Bunun disinda beyin ve omuriligin
cevresinde yer alan ve sivi dolu bosluklart kaplayan hiicrelerde baslayan ependimal
tiimdrler; embriyonal timor olarak bilinen ve en ¢ok ¢ocuklarda ve genclerde goriilen
birgok alt sinifi olan medulloblastomlar; epifiz bezi hiicreleri olan parankimal hiicrelerde
veya pineositlerde olusan pineal parankimal tiimoérler diinya saglik 6rgiitii MSS kanserleri
siniflandirilmasinda yer alan kanserlerden bazilaridir. Bu kanserler arasinda yetiskinlerde
en yaygin olarak ortaya cikan glioblastoma ve en yaygin ¢ocukluk c¢agi solid malign
tiimorii noroblastoma MSS kanserlerinin ilerleyisi ve tedavi yontemleri arastirmalari

acisindan lizerinde siklikla ¢alisilan kanserler tiirleridir (Louis et al. 2021).
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Primer beyin tiimorlerinden glioblastoma erigkinlerde en sik goriilen ve en kot
prognoza sahip beyin tiimoriidiir. Beynin beyaz cevherinde bulunan ve glia adi1 verilen
dort grup destek hiicresinden koken alan ve genelde sinirlar1 belli olmayan ve cerrahi
tedavi sonrasi radyoterapi ve kemoterapi gibi ek tedaviler gerektiren, niiks etme oranlari
yiksek timorlerden biridir. Diinya saglik orgiitii derecelendirme sistemine gore
glioblastoma 4.smif astrositomdur. Glioblastoma nedeniyle diinyada her yil yaklasik
olarak 225.000 6liim meydana gelmektedir ve bu hastalik genelde 60 yas iistiinde teshis
edilmektedir. Tedaviye ragmen hastalarin sag kalim siiresi ¢ok kisadir. Bu nedenle
hastanin yasam kalitesini ve siiresini arttiracak yeni, giincel tedaviler aragtirilmaya devam
edilmektedir (Ahmad et al. 2019).

1.1.1.1.Noroblastoma

Noroblastomlar malign solid merkezi sinir sistemi tlimorleridir. Noral krest
hiicrelerinden kdken alan néroblastoma, ¢ocuklarda en yaygin goriilen timordiir ve 15
yasin altindaki hastalarda kanserlerin neden oldugu tiim pediatrik 6limlerin %15' ini
olusturmaktadir (Davidoff et al. 2012; Richards et al. 2018; Kholodenko et
al.2018). Pediatrik kanserler arasinda goriilme oranlari agisindan 16semi ve beyin
tiimorlerinden sonra iiglincii sirada yer almaktadir. Sempatik sinir dokulariin bulundugu
her yerde ortaya ¢ikabilen, beyin dokusu igerisinde hizli bir sekilde yayilabilen 6liimciil
beyin tiimorii gesididir (Davidoff et al. 2012; Kholodenko et al. 2018). Normalde, dorsal
tiipten goc eden ve noral krest hiicrelerinin Onciilleri olan hiicreler, sempatik sinir
sistemindeki hedeflerine ulasinca farklilasir, ancak hiicrelerin gocii esnasinda ya da
farklilasirken meydana gelen mutasyonlar noroblastoma gelisimine neden
olabilmektedir. Bununla birlikte cogu ndroblastomanin kesin nedeni bilinmemektedir ve
en olast neden olarak g¢evresel faktorler gosterilmektedir. Ancak gevresel faktorler ve
noroblastoma arasinda dogrudan bir iliski kurulamamistir (Whittle et al. 2017).
Noroblastomlar heterojen bir yapiya sahiptir ve bazen bazi ¢ocuklarda spontan olarak
gerileyebilirken bazi1 ¢ocuklarda tedaviye ragmen koti prognoz gostermektedir.
Vakalarin %50’si tedavi edilse bile niiks eder ve 6liimle sonuglanmaktadir (Whittle et al.
2017; Richards et al. 2018).
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Noroblastoma tedavisinde standart tedavi yoOntemleri olan kemoterapi,
radyoterapi ve cerrahi miidahaleler kullanilmaktadir. Noroblastoma hiicreleri, bagisiklik
sisteminden ka¢gma yeteneginde olan hiicrelerdir ve bu durum kullanilan tedavilerin
etkinligini onemli Ol¢iide azaltmaktadir. Buna ek olarak ilerlemis ndroblastomanin
tedavisi icin kullanilan kemoterapi, radyoterapi ve cerrahi miidahaleler yetersiz

kalmaktadir (Whittle et al. 2017; Richards et al. 2018).

1.2. Beyin Kanserlerinde Tedavi Yontemleri

Beyin tiimorleri i¢in mevcut tedavilerin baginda gelen yontem ameliyatla tiimoriin
cikarilmasinin ardindan, hastaya radyoterapi veya kemoterapi uygulanmasidir. Beyin
tiimdrlerinde cerrahi miidahale siklikla kullanilsa da ameliyat sonras1 kan dolagimina
giren hiicreler kanserin yayilmasina neden olmaktadir. Buna ek olarak beynin ameliyati
miimkiin kilmayan bir bélgesinde tiimor olmasi durumunda ameliyat edilememektedir.
Sadece kemoterapi ve radyoterapi kullanilmaktadir (Lyon et al. 2017). Merkezi sinir
sisteminin, plazmada ki toksik ajanlardan ve patojenlerden korunmasi, iyonlarin ve
molekiillerin gegisinin diizenlenmesinde gorevli olan kan beyin bariyeri normal beyin
fonksiyonunun siirdiiriilmesi i¢in kritik 6neme sahiptir. Kan beyin bariyerinin varlig
saglikli kosullarda ¢ok 6nemli olsa da beyindeki hastaliklarin tedavisi i¢in ¢ogu zaman
bir engeldir (Ballabh et al 2004; Obermeier et al. 2013). Kan beyin bariyeri tedavi i¢in
gerekli kemoterapotik ilag dozunun beyne gegememesine neden olmaktadir. Tiimoriin
bulundugu ortam ve kan beyin bariyeri tedavi etkinligini azaltan faktorler arasindadir

(Lyon et al. 2017).

1.2.1. Test bilesiklerinden beyin tiimorlerinin tedavisinde kullamlan gemsitabin ve

karmustin

Gemsitabin, DNA sentezini inhibe eden pirimidin niikleozid analogu,
antimetabolit ve bir antineoplastik ajan olan 6nemli bir kemoterapi ilacidir (Toschi et al.
2005). Hiicre igine girdikten sonra gemcitabine fosforillenerek aktif formlar1 olan
gemsitabin difosfat ve gemsitabin trifosfata ¢evrilmektedir. Gemsitabin yumurtalik
kanseri, kii¢lik hiicreli olmayan akciger kanseri, metastatik meme kanseri ve pankreas

kanseri gibi bircok kanserin tedavisinde kullanilmaktadir. Ayrica yapilan caligmalar
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beyin tiimdrlerinin tedavisinde de gemsitabinin oldukg¢a etkili bir ila¢ oldugunu
gostermistir ancak kan beyin bariyerinden gegisi sinirlidir (Noble and Goa 2012; Stukov
et al. 2020).

Karmustin glioblastoma, medulloblastoma, astrositom, metastatik beyin tiimorleri
gibi beyin tiimorlerininin yani1 sira, meme, mide, karaciger, pankreas, akciger, yumurtalik
ve testis kanseri, Hodgkin ve Non-Hodgkin lenfoma gibi ¢estili kanserlerin tedavisinde
de kullanilan FDA onayli bir kemoterapi ilacidir. AlKilleyici ajan sinifinda olan
karmustinin, karacigerde pargalanarak aktif ara formlar1 olusturulmaktadir. Bu aktif ara
formlar, DNA'daki piirin bazlarini capraz baglayarak onlart modifiye etmektedir ve DNA,
RNA ve protein sentezini inhibe ederek hiicreleri 6lime gotiirmektedir (Anonymous
2018).

1.3. Kolesterol Metabolizmasi

Kolesterol neredeyse biitiin hiicreler tarafindan de nova sentezlenen bir lipittir.
Baslica karacigerde tretilen kolesterol, hiicrelerde sentezlenebilecegi gibi bir kisim
kolesterol de diyetle digardan alinmaktadir. Normal bir hiicrede, saglikli yeni hiicrelerin
olusturabilmesi i¢in hiicre zarinin yapisina katilan ve hiicre sinyal iletiminde gorevli, baz1
steroid hormonlar ile D vitamininin iretiminde kullanilan 6nemli bir metabolittir.
Kolesterol, hiicre zarinin fiziksel 6zelliklerini etkiler, lipid membranin akigkanliginin
diizenlenmesinde gorev alir ve membran gegirgenligini azaltmaktadir. Ayrica kolesterol
hiicre i¢inde ya da hiicre yiizeyinde gorevli bir¢ok proteinin islevini dogrudan veya

dolayli yoldan diizenleyebilmektedir (Benito-Vicente et al. 2018).

Sentezlenen kolesteroliin hiicrelere tasinmasinda karaciger tarafindan {iretilen
diisiik yogunluklu lipoproteinler (LDL) ve yiiksek yogunluklu lipoproteinler (HDL)
gorev almaktadir. Kanda ki kolesteroliin karacigere tasinmasinda LDL, karaciger ve diger
dokularda bulunan kolesteroliin hiicrelere tasinmasinda HDL gorev almaktadir. Sagliksiz
yasam sekli ve beslenme aligkanliklar1 ya da kalitsal faktdrler sonucu kanda ki kolesterol
yiikselebilmektedir. Kanda yiiksek oranda kolesterol birikimi ateroskleroza neden

olmaktadir. Ateroskleroz damarlarin tikanmasi sonucu ortaya g¢ikan bir hastaliktir ve
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ateroskleroz nedeniyle insanlarda kalp krizi ve felg riski artmaktadir (Benito-Vicente et
al. 2018; Ouimet et al. 2019).

Kolesterol metabolizmasi son derece iyi karakterize edilmistir. Hiicre iginde
kolesterol biyosentezi ve alimi negatif feedback ile dengede tutulmaktadir (Benito-
Vicente et al. 2018). Kolesterol sentezinin ilk asamasinda asetil koenzim A (Asetil CoA)
ve asetoasetil CoA’dan 3-hidroksi 3-metilglutaril CoA (HMG CoA) olusmaktadir. Bu
asamada HMG CoA sentaz enzimi gorev almaktadir. Sonra ki asamada HMG CoA
rediiktaz  enzimi, 3-hidroksi 3-metilglutarii CoA’dan mevalonat olusumunu
katalizlemektedir. Bundan sonra gergeklesen bir dizi reaksiyon ile kolesterol
sentezlenmektedir (Keha 2011).

LDLR
+

Kolesterol —> LDLR —> Kolesterol

(2) /

Oksisterol
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N
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athwa
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R NE=")
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Sekil 1.4. Hiicre i¢i kolesterol metabolizmast Ahmad et al. (2019)’ dan degistirilerek
alimmastir.

Sterol diizenleyici element baglayici proteinler (SREBP) kolesterol sentez
yolaginda ki enzimlerin ve LDL reseptoriiniin transkripsiyonunda gorevli transkripsiyon

faktorleridir. SREBP aynm1 zamanda kolesterol sentezinin durdurulmasinda da gorev
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almaktadir. Ortamda kolesterol varsa SREBP, endoplazmik retikulumda zara yerlesik
insiilin kaynakli gene (INSIG) bagli olan SREBP bdliinme aktive edici protein (SCAP)
tarafindan endoplazmik retikulumda tutulmaktadir. Kolesterol seviyesi diiserse SCAP
proteini INSIG’ den ayrilarak SREBP'leri golgiye transfer etmektedir. Golgide alt
birimlerine ayrilan SREBP'ler, niikleusa giderek kolesterol senteziyle ilgili genlerin
transkripsiyonunda gorev almaktadir (Reboldi et al. 2018; Ouimet et al. 2019).

Karaciger X reseptorii (LXR) hiicrede kolesterol homeostazini diizenlemede
gorevli bir diger faktordiir. Kolesteroliin oksisterole doniisiimii ile aktive olan LXR' ler,
hiicre disina kolesterol akisini saglayan Abcal gibi proteinleri kodlayan genleri transkribe
ederek hiicre i¢inde kolesterol seviyesini dengelemektedir (Reboldi et al. 2018; Ouimet
et al. 2019).

1.3.1. Beyinde kolesterol metabolizmasi

Saglikli bir hiicrenin biiytimesi ve gelismesi ig¢in Kkolesterol islevi kritiktir.
Kolesterol plazma zarinin yapisinda bulunan ve steroid hormonlarin, safra asitleri gibi
bir¢ok molekiiliin sentezi i¢in oncii olarak gorev alan dnemli bir bilesiktir. Diger doku ve
organlarin aksine beyinde kan beyin bariyeri kolesterol gegisine de izin vermedigi i¢in
disardan kolesterol alinamaz ve ihtiyag duyulan biitin kolesterol beyinde
sentezlenmektedir. Beyinde ki kolesterol tiim viicutta bulunan kolesteroliin yaklasik %20’
sidir. Kolesteroliin beyinden atilmasi ig¢in hidroksillenmesi gerekmektedir. 24(S)-
hidroksikolesterol formatina donistiiriilen kolesterol bu sekilde kan beyin bariyerinden
gecebilmektedir (Butterick et al. 2010; Yanae et al. 2011; Villanueva et al. 2017; Ahmad
et al. 2019).

1.3.2. Kanser hiicrelerinde kolesterol metabolizmasi

Saglikli bir hiicrede kolesterol miktarinin dengede tutulmasi kritik 6neme sahiptir
ve kolesterol sentezi bu dengeyi korumak adma birgok asamada kontrol
edilmektedir. Kolesterol, mitokondride asetil-koenzim A'nin (asetil-CoA) olusumuyla
baslayan ve endoplazmik retikulumda bir dizi enzimatik reaksiyon i¢eren mevalonat

yolagi ile sentezlenmektedir (Murai 2015; Codini et al. 2021). Kolesterol sentezinde



1. GIRIS

gorevli onemli bir hiz smirlayici enzim olan 3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A
(HMG-CoA) rediiktaz enzimi kolesterol diisiirmeyi amaglayan ilaglarin hedefidir (Freed-
Pastor et al. 2011; Keha 2011; Murai 2015).

Kanser hiicreleri sinirsiz boliindiikge gerekli olan besin ve enerjiyi elde etmek
adina metabolik yolaklarmi1 degistirmektedir. Kanser hiicrelerinin zar tretimi,
makromolekiillerin sentezi ve canliligin1 devam ettirebilmesi i¢in glikoz ve aminoasitler
gibi bircok molekiile olan talebinde artis gozlenmistir. Yapilan arastirmalar, kanser
olusumu ve gelisimi ile kolesteroliin artmasinin iligkili oldugunu gostermistir. Hizl
biiyliyen kanser hiicreleri ATP tiiketimini azaltmak ve kolesterol dengesini korumak i¢in
mevalonat yolaginda gorevli enzimlerin ekprese edilmesini saglamaktadir. Kanser
hiicrelerinde, hiicreye disaridan kolesterol alimini saglayan LDL reseptoriiniin
ekspresyonu ve mevalonat yolaginda gorevli protein olan SREBP’nin aktivasyonu s6z
konusuyken fazla kolesteroliin hiicre disina tasinmasinda gorevli LXR-IDOL gibi
faktorlerin inaktive edildigi tespit edilmistir. Yapilan ¢alismalarda hiicrelere kolesterol
tastyan HDL miktarinda gozlenen artis ve kanserin olusmasi arasinda dogru oranti oldugu
gosterilmistir (Riscal et al. 2019; Nazih et al. 2020; Liu et al. 2021). HDL’ler sinyal
molekiilii olarak islev yapabilmektedir. Bu durum PI3K/AKT veya MAPK gibi sinyal
yolaklarinin aktivasyonuna dolayistyla hiicresel proliferasyona neden olmaktadir (Riscal
et al. 2019). Buna ek olarak bu yolaklarin aktivasyonu hiicre i¢i kolesterol seviyelerini,
SREBP’lerin aktive edilmesiyle de novo Kkolesterol sentezine ve hiicre i¢ine kolesterol
almmminda gorevli LDL reseptorlerinin ekspresyonuna neden olmaktadir (Guo et

al.2011).

Kolesterol metabolizmas1 ve kanser arasinda ki iliskiyi agiklamak i¢in yapilan
arastirmalar, hiicrede kolesterol metabolizmasinin transkripsiyonel diizenlenmesinde
gorevli olan SREBP'leri aktive ya da inaktive ederek hiicre homeostazini koruyan
onkojenler ve tiimor baskilayict genlerle kanserli hiicrede yeniden metabolik diizenleme
arasindaki iliskiyi tespit etmistir. Ornegin tiimdr baskilayici protein olan p53, SREBP’ler
araciligryla mevalonat yolunu inhibe etmektedir. Kanserlerin biiyiik bircogunda p53
geninde mutasyon oldugu bilinmektedir ve dolayisiyla mevalonat yolagi inhibe

edilememektedir (Murai 2015; Codini et al. 2021). Bunun yaninda son yillarda
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mikroRNA'lar {izerinde yapilan c¢alismalar ile kolesterol sentezinin diizenlemesinde

SREBP’lerin ve mikroRNA-33’{in arasinda bir iliski tespit edilmistir (Murai 2015).

Cogu kanser tiirii enerji ihtiyacini karsilamak i¢in lipid ve kolesterol kullanir ve
yapilan arastirmalar kolesterol sentez yolagmin bir¢ok kanser tiirlinde degistigini
gostermistir (Wang et al. 2018). Arastirmalar kanserde degisen bu metabolik yolaklarin
kanser tani ve tedavisi i¢in Onemli bir hedef oldugunu gostermektedir. Yapilan
calismalarda beyin tiimoriinde kolesterol sentezinin arttigi, kolesterol metabolizmasinda
gorevli genlerin up-regiile oldugu ve bu yolagi hedef alan ilaglarin beyin tiimorii
tedavisinde olumlu etkisi gosterilmistir (Butterick et al. 2010; Yanae et al. 2011; Ahmad
et al. 2019).

1.3.3. Yiiksek kolesterol tedavisinde kullanilan statinler

Statin grubu ilaglar, kolesteroliin yliksek oldugu durumlarda, hiicre iginde
kolesterol sentezini hedef alarak kolesterol sentezini durduran ilaglardir. Statin, kolesterol
sentez yolaginda gorevli olan HMG-CoA rediiktaz enzimini inhibe eden, Amerikan Gida
ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmus, kolesterolii diisiirmek amaciyla kullanilan
ila¢ smifin1 ifade etmektedir (Faubion et al. 2019). Kolesterol sentezi birgok adimda
gerceklesmektedir. Ancak diizenlenmesiyle ilgili en 6nemli basamak HMG-CoA’ nin
mevalonata doniisiim basamagidir. HMG-CoA’ dan mevalonat olusumunu katalizyen
HMG-CoA rediiktaz enzimi kolesterol sentezinin diizenlenmesinde anahtar bir enzimdir
ve statin grubu ilaglar da HMG-CoA rediiktaz enziminin inhibe edilmesini hedef
almaktadir (Tomaszewski et al. 2011; Bathaie et al 2017; Faubion et al. 2019; Kuang et
al. 2021).

Son yillarda yapilan g¢alismalarda, hiperkolesterolemi tedavisinde kullanilan
statinlerin, pleiotropik etkilerinin oldugu gosterilmistir. Kardiyovaskiiler ve
norodejeneratif hastatliklarda koruyucu etkisinin yani sira antikanser 6zelliklere sahip

olduklar1 da ortaya konmustur (Ding et al.2019; Faubion et al. 2019; Kuang et al. 2021).

Yaygin kullanilan statinlerden simvastatin, lovastatin ve atorvastatin agiz yoluyla

alinmakta ve bagirsaklarda enzimatik olarak metabolize edilmektedir. Hiicre i¢ine giren
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statinler HMG-CoA rediiktaz enziminin aktif bolgesine baglanarak enzim aktivitesini
inhibe etmektedirler. Boylece mevalonat olusamamaktadir. Boylece kolesterol sentezinin
yani sira mevalonat yolaginin diger {irlinlerinin olusumu da engellenmektedir
(Tomaszewski et al. 2011; Riscal et al. 2019; Faubion et al. 2019; Kuang et al. 2021).
Hiicre icindeki kolesterol sentezinin azalmasi ile SREBP sinyal yolu aktiflesir ayrica LDL
reseptorlerinin ekspresyonu up-regiile edilmekte ve boylece hiicre igine kolesterol alimi
gerceklestirilmektedir. Bu durum kandaki kolesterol seviyesinin azalmasina neden
olmaktadir (Faubion et al. 2019; Kuang et al. 2021). Statinlerin kanser hiicrelerinde
kullanimi ile ilgili calismalar, statinlerin kanser hiicrelerinde dolayli olarak apoptozu

indiikledigi gosterilmistir.

1.3.3.1. Simvastatin

Simvastatin hiicre i¢i kolestrol sentezinde gorevli HMG-CoA rediiktaz enzimini
inhibe ederek kolestrol sentezini azaltan, kotii kolesterolii (LDL) diisiirmeye ve kandaki
iyi kolesterolii (HDL) yiikseltmeye yardimci olmak i¢in yaygin olarak kullanilan statin
grubu bir ilagtir (Duarte et al. 2021).

1.3.3.2. Lovastatin

Lovastatin, kanda ki asir1 kolesteroliin azaltilmasi aterosklerozun ve kalp
ameliyatina olan ihtiyac1i azaltmak amaciyla kullamilan HMG-CoA rediiktaz
inhibitoriidiir. Statin ~ grubu  ilaglardan  olan  lovastatin  ilk  olarak
Aspergillus terreus tiiriinden izole edilen bir laktondur. Lovastatin HMG-CoA rediiktazi
inaktive eder ve RAS-MAPK-ERK sinyal yolunu inaktive etmektedir. Dolayisiyla kanser
hiicrelerinin 6liimiine neden olmaktadir. Lovastatinin kan-beyin bariyerini ve plasenta
bariyerini gectigi yapilan caligmalarla tespit edilmistir (Protic et al. 2019; Duong and
Bajaj 2021).

Cocukluk caginda noroblastoma, her gecen giin prevalansi, morbiditesi ve
mortalitesi artan 6nemli bir hastaliktir. Sistemik kemoterapinin uygulanmasi, yan etkileri
ve tiim kemoterapi ilaglarinin gegmesine izin vermeyen kan-beyin bariyerinin varligi ile

sinirlidir. Bu yiizden, 6zellikle kan-beyin bariyerinin varligi dolayisiyla etkinligi azalan
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kemoterapi ilaclarinin etkinligini arttirmaya yonelik c¢aligmalar popiilaritesini
korumaktadir. Yapilan literatiir taramalar1 sonucunda, tez kapsaminda test edilen statin
ve kemoterapdtiklerin in vitro beyin tiimorii modelinde sinerjistik etkileri hakkinda
literatiirde bilgi olmadig1 tespit edilmistir. Bu nedenlerle, mevcut tez ¢alismasinda;
simvastatin, lovastatin, gemsitabin ve karmustinin SH-SYS5Y noroblastoma hiicreleri
tizerinde hiicre canlilig1 ve apoptozis iizerine etkilerinin olup olmadiginin tespit edilmesi

amagclanmustir.
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Cai et al. (2021) Kolon kanseri tedavisinde, atorvastatin kullaniminin kaspaz-3 ve
kaspaz-9 seviyelerinde artisa neden oldugu dolayisiyla apoptozun indiiklenmesinde rolii

olabilecegi gosterilmistir.

Jang et al. (2016) Simvastatinin kolon kanseri hiicre hatti HT-29’da ERK/Akt
sinyal yolagini inhibe ettigi, hiicre proliferasyonunu azalttig1 ve proapoptotik ERK’i

indiikledigi ortaya cikarilmistir.

Hus et al. (2011) Multipl miyelomlu hastalarin tedavisinde ¢ogunlukla talidomid
ve lenalidomid gibi kemoterapi ilaglart kullanilmaktadir. Bunun yaninda yapilan in vitro
calismalarda, HMG-CoA rediiktaz inhibitorlerinin, miyelom hiicre hatlarinda
antiproliferatif ve proapoptotik Ozellikler sergiledikleri gosterilmistir. Bu ¢alismada
tekrar eden veya ila¢ direnci gelisen multipl miyeloma sahip 91 hastaya, talidomid,
deksametazon ve lovastatin veya talidomid ve deksametazon verilmistir. Talidomid ve
deksametazon uygulanan hastalarin %32' sinde ve talidomid, deksametazon ve lovastatin
verilen hastalarinin %44' iinde onemli bir klinik yanit gézlenmistir ayrica bu iki grup
karsilastirildiginda, talidomid, deksametazon ve lovastatin uygulanan hastalarda genel
sagkalimm uzadigi gosterilmistir. Buna ek olarak plazma hiicreleri, talidomid ve
lovastatinin, apoptoz hizi iizerindeki etkilerini degerlendirmek igin in vitro kiiltiirlendi.
Yapilan in vitro deneyler ile bu ilaglarin tek baglarina uygulanmasina kiyasla birlikte

uygulanmasinin apoptozu daha yiliksek oranda arttirdig1 ortaya ¢ikarilmistir.

Greenaway et al. (2016) yumurtalik kanserinde yapilan ¢alisma ile, simvastatin
ile HMG-CoA rediiktazin inhibisyonu, p53 mutasyonuna sahip yumurtalik kanseri

hiicrelerinde apoptozun indiiklendigi gosterilmistir.

Huang et al. (2020) meme kanserlerinde lovastatinin, aktive edici protein kinaz
(AMPK) sinyal kaskadin1 aktive ederek hiicrenin 6liimiine neden oldugu tespit edilmistir.
Ayrica, AMPK sinyal yolunun inaktivasyonu, lovastatin araciligiyla p38MAPK ve

p53’iin fosforilasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir.
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Higashi et al. (2016) Hepatoselliiler karsinomada yapilan ¢alismada statinlerin,
hiicrelerde proliferasyonun inhibisyonu, apoptozun indiiksiyonu ve hastaligin kotii

prognozunu 6nleme gibi etkilerinin oldugu tespit edilmistir.

Kochuparambil et al. (2010) Simvastatin ile artan dozlarda tedavi edilen prostat
kanseri hiicre hatlarinda Akt sinyal yolaginin inaktivasyonu gosterilmistir. Buna ek olarak
simvastatin ile muamele edilen hiicrelerde hiicre gociiniin ve proliferasyonunun énemli

Olctlide inhibe edildigi ortaya ¢ikarilmstir.

Deng et al. (2019) Simvastatin ve fluvastatin yalniz uygulandiklari prostat kanseri
hiicre hattinda (PC3) doza bagl olarak antiproliferatif ve apoptotik etkisinin varligi
bildirilmistir. PC3 hiicrelerinde yapilan analizler apoptotik protein olan kaspaz-3
seviyelerinde belirgin bir artisin oldugu gosterilmistir. Buna ek olarak DU145 prostat
kanseri hiicre hattinda da benzer etkilerinin oldugu gézlenmistir. Ayrica hiicrelerin 6nce
Akt fosforilasyonunun inhbitérii olan MK2206 ile sonra simvastatin ve fluvastatin ile

muamelesi, statinlerin etkinligini 6nemli ol¢iide arttirmistir.

Gobel et al. (2020) En 6liimciil jinekolojik malignite olan yumurtalik kanseri
vakalarinin ¢gogunda, ge¢ tani, metastatik yayilim ve ilag¢ direncinin gelismesi nedeniyle
tedavi etkinligi diistiktiir. Tedavi etkinligini arttirmak i¢in insan yumurtalik kanseri hiicre
dizileri (IGROV-1, A2780, A2780cis), artan konsantrasyonlarda statinler ve zoledronik
asit ile muamele edilmistir. Bu bilesiklerin hiicre canlilig1 ve apoptoz tizerindeki etkileri
Cell Titer Blue®, Kaspase 3/7 Glo® gibi yontemler kullanilarak degerlendirilmistir.
Ayrica western blot yontemi kullanilarak mevalonat yolagmin inhibisyonu
dogrulanmistir. Elde edilen sonuglar ile bu bilesiklerin, hiicre canliligin1 %80’ e kadar

azaltt1g1, apoptozu 8 kat arttirdig1, mevalonat yolaginin inhibisyonu gosterilmistir.
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Bu tezde yer alan calismalarin tamami Erzurum Teknik Universitesi Yiiksek

Teknoloji Uygulama ve Arastirma Merkezi (YUTAM) laboratuvarlarinda yapilmistir.

3.1. Materyal

Calisma boyunca kullanilan kitler ve kimyasallarin listesi ¢izelge 3.1°de, cihazlar

ise 3.2°de gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan kimyasal ve kitlerin listesi

MALZEME TEMIN EDILEN FIRMA
DMEM F12 Gibco®

Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco®

Phosphate Buffered Salin (PBS) EcoTech Biotechnology®
Penicillin Streptomycin Gibco®

L-Glutamine Sigma-Aldrich®

Trypsin Gibco®

Dimethyl Sulfoxide (DMSO) Sigma-Aldrich®

48 well plate Corning® Costar®

96 well plate Corning® Costar®

Petri Dish Corning® Costar®

Cell Viability Detection Kit-8 (CVDK-8) | EcoTech Biotechnology®
Phenylmethylsulfonyl fliioride (PMSF) Roche®

Siit Tozu EcoTech Biotechnology
Whatman Kagidi Sigma-Aldrich®
Nitroseliiloz Membran Sigma-Aldrich®

Metanol Sigma-Aldrich®
Izopropanol Sigma-Aldrich®

RIPA lysis buffer EcoTech Biotechnology®
Proteaz inhibitor kokteyl Thermo Scientific®
Crystal Violet Sigma-Aldrich®
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Cizelge 3.1. (Devam)

Laemli Sample Buffer 10x

EcoTech Biotechnology®

B-actin Antikor

Santa Cruz Biotechnology®

Caspase-8 Antikor

Santa Cruz Biotechnology®

Anti-rabbit Seconder Antikor

Santa Cruz Biotechnology®

Akrilamit

BioShop®

Bis-akrilamit Sigma-Aldrich®
N,N,N',N'-Tetramethyl ethylenediamine | Sigma-Aldrich®
(TEMED)

Ponceau EcoTech Biotechnology®

Reaksiyon Buffer

EcoTech Biotechnology®

Dithiothreitol (DTT)

EcoTech Biotechnology®

Lysis Buffer EcoTech Biotechnology®
Karmustin MedChem Express®
Gemsitabin MedChem Express®
Simvastatin MedChem Express®
Lovastatin MedChem Express®

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan cihazlarin listesi

CIHAZIN ADI
Buzdolabi (+4°C)

Derin Dondurucu (-20°C)
Epoch Spektrofotometre
Laminar Air Flow (Class 1l Safety
Cabinet)

Derin Dondurucu (-80°C)
Co; Inkiibator

Mikropipet

Mini Santrifiij

Sogutmali1 Santrifiij

Vortex

17

MARKA
Templow

Edesa

BioTek EPOCH
ESCO NordicSafe

ESCO Lexicon

ESCO Celculture CO; Inkiibator
Axypet

WiseSpin

Hettich Zentrifugen

Wisd Wisemix VM-10
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Cizelge 3.2. (Devam)

Otoklav Tomy SX-500E
Invert Mikroskop Leica
Su Banyosu Wisd WiseBath
Saf Su Cihazi Millipore Direct-Q-3 UV
Blotlama cihaz1 Bio-Rad Trans-Blot® Turbo™
Jel Goriintiileme Cihazi Bio-rad ChemiDoc
Isitici-sogutucu Kuru Blok Biorer, ch 202
Masaiistii pH Metre Adwa, AD1000
Hassas Terazi Shimadzu ATX 224

3.2. Yontem

3.2.1. Hiicre kiiltiirii

Deneylerde noroblastoma hiicre hatti SH-SY5Y kullanilmistir.  SH-SY5Y
hiicreleri DMEM F12 besiyerinde ¢ogaltilmistir. Besiyeri igerisinde, %10 FBS, %1
Penisilin-streptomisin, %1 L-glutamin olacak sekilde hazirlanmigtir. Hazirlanan besiyeri
+4°C’de saklanmustir. Hiicreler steril T25 flask i¢inde, 37°C, %5 CO2’li ortamda kiiltiire
edilmistir. Cogaltilan hiicrelerin yogunluguna gore her 2 ya da 4 giinde bir pasaj
yapilmistir.

3.2.2. Hiicre sayimi

Kiiltiirdeki hiicreler deneyin amacina gore %70-%80 konfluensiye ulastiktan
sonra PBS ile yikandiktan sonra tripsin ile flask zemininden ayrilmasi saglanmistir. Mini
santrifiij ile 8000 rpm’de 30 sn santrifiij edilmistir. Siipernatant atild1 ve ¢oken hiicreler
1 ml besiyerinde ¢oziilmiistiir. Hemositometre lamima 15 pl tripan blue, 15 pl hiicre
koyularak invert mikroskopta sayim yapilmistir. Toplam hiicre sayis1 3.1 numarali

formiile gore bulunmustur.

Hiicre sayis1 x seyreltme faktori (2) x 10.000 (3.1)
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3.2.3. Hiicrelerin 48 Well Plate’e ekimi

Her kuyuda, SH-SY5Y hiicreleri igin 3000 hiicre olacak sekilde 48 well plate’e
ekim yapilmistir.  Plate, hiicrelerin morfoloji alip zemine tutunmasi i¢in CO2’li

inkiibatorde 24 saat inkiibe edilmistir.

3.2.4. Ilaglarin hazirlanmasi

Kemoterapi ilaglart gemsitabin ve karmustin ile kolesterol ilaglari simvastatin ve
lovastatin olmak tizere kullanilan biitiin ilaglar medchem expresten temin edilmistir.

Hazirlanan stok ¢ozeltiler -80°C’de saklanmustir.

3.2.4.1. Gemsitabinin hazirlanmasi

Medchem expresten satin alinan gemcitabine, firmanin protokoliine uygun olarak
DMSO ile hazirlanmistir. Hazirlanan ana stok -80°C’de sakland1.100 pg/ml ana stok i¢in
5mg gemcitabine hassas terazi ile tartilip 250ul DMSO iginde ¢oziilmistiir. Daha sonra
ana stoktan 10 pg/ml ve 1 pg/ml dozlar 3.2. numarali formiile gore hesaplanarak
hazirlanmistir. Yapilan literatiir tarama ile belirlenen 1 pg/ml, 10 pg/ml, 100 pg/ml dozlar

uygun besiyeri ile hazirlanarak hiicrelere uygulanmustir.

CixVi=Cax V2 (3.2)

3.2.4.2. Karmustinin hazirlanmasi

Karmustin, Medchem Expressin ilact hazirlama prosediiriine uygun olarak DMSO
ile ilacin tamami ¢oziilerek 150 mM ana stok hazirlanmistir. Hazirlanan ana stok -
80°C’de saklanmustir. 3.2 numarali formiile gére 6nce 10 mM ara stok hazirlanmustir,
daha sonra da literatiir taramasindan elde edilen verilere uygun olarak belirlenen 1,5 uM,
3,125 uM, 6,25 uM, 12,5 uM 50 pM ve 100 pM dozlar yine aym formiile gore

hesaplanarak besiyeri ile hazirlandi ve hiicrelere verilmistir.
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3.2.4.3. Simvastatinin hazirlanmasi

Simvastatin 10 mM stok ¢6zeltisi hazirlanirken tiretici firmanin talimatlarina gére
¢Oziicii olarak DMSO kullanilmistir. 4,18 mg tartilan ilag 1 ml DMSO iginde
cozilmistiir. 40 uM, 80 uM, 100 uM dozlar literatiire uygun olarak tespit edilmis ve

hiicrelere tatbik edilmistir.

3.2.4.4. Lovastatinin hazirlanmasi

Simvastatine benzer sekilde 10 mM ana stok 4,04 mg tartilarak 1 ml DMSO ile
hazirlanmistir ve 48 well plate’e ekilen hiicrelere 40 uM, 80 uM, 100 pM dozlar

uygulanmustir.

3.2.5. Hiicre canhlik testi

Yukarida anlatildigi gibi stoklari hazirlanan ilaglarin literatiirden elde edilen
bilgiler dogrultusunda belirlenen dozlari, SH-SY5Y hiicreleri igin DMEM F12 besiyeri
kullanilarak hazirlanmistir. Her doz 3 tekrar halinde hiicrelere verilmis ve 24 saat inkiibe
edilmistir. ~ Negatif kontrol olarak besiyeri kullanilmigtir. 24 saat sonunda test
bilesiklerinin hiicre canlilig1 iizerine etkilerini belirlemek {izere cell viability detection

kit-8 (CVDK-8, EcoTech Biotechnology) kullanilmustir.

Firma protokoliinde belirtilen sekilde her kuyuda %10 kit olacak sekilde hiicrelere
verilmis ve plate 3 saat boyunca karanlikta inkiibe edilmistir. Her 1 saat sonunda ve
toplam 3 kez epoch mikroplate reader ile 6l¢tim alinmistir. Sonuglar excell {izerinden

hesaplandi1 ve probit analizi ile IC2o degerleri belirlenmistir.

IC20 degerleri ile kemoterapi-statin kombinasyonlar1 hiicrelere uygulanmistir.
CVDK-8 testi ile ilaglarin tek tek ve ikili kombinasyonlar1 arasinda ki canlilik farklar

Olclilmiistiir.

20



3. MATERYAL ve YONTEM

3.2.6. Apoptozis

Kiigiik petri dishlere 100.000 hiicre ekilmis ve 24 saat morfoloji alip zemine
tutunmalari i¢in inkiibe edilmistir. Canlilik testleri ile belirlenen IC20 degerlerine gore
hiicrelere ilaglar uygulanmis ve 24 saat inkiibe edilmistir. 24 saat sonunda biitiin hiicreler
mikroskop altinda kontrol edilmistir. %1 PMSF, %1 DTT, kalan1 lysis buffer olacak
sekilde lysis buffer hazirlanmistir. Cok fazla 6liim oldugu gozlenen gruplardan besiyeri
alinip santrifiij yapilmistir. Santrifiij sonrasi pellet hazirlanan lysis buffer ile ¢oziilmiistiir.
Diger petrilerden besiyerleri uzaklastirilmig ve petri dishler PBS ile yikanmustir. Her petri
dishe 50-75 pl lysis buffer eklenmistir. Scraper yardimiyla zeminden hiicreler kazinarak
bir ependorf tiipiine alinmistir. Ependorf tiipleri 10 dk, 13.000 rpm, +4°C’de santrifiij
edilerek siipernatant yeni bir tiipe alinmigtir. Her tiipten 5’er ul alinip (2 tekrar) 96 well
plate’e koyulmus ve fstlerine 100 pl comassie brillant blue boyasi eklenmistir.
Baslangicta hazirlanan lysis buffer blank olarak kullanilmistir. Plate, plate shaker’da 30
sn boyunca 37°C’de calkalanmistir. Sonra 595 nm’de plate reader ile konsantrasyon

Olgtimii yapilmigtir. Konsantrasyonlar (3.4) numarali formiile gore hesaplanmustir.

y = 0,0766 * x — 0,121 (3.4)

Hesaplama sonucunda elde edilen degerlere gore her tiipten 3’er tekrar olacak
sekilde 96 well plate’e koyulmustur. Blank olarak lysis kullanilmigtir. Reaksiyon buffer
%1 DTT eklenerek hazirlanmistir. Her kuyuya 50°ser ul reaksiyon buffer, 5’er pul substrat
eklenmistir. 30 sn 37°C’de ¢alkalanan plate daha sonra 15 dk. inkiibatérde inkiibe
edilmistir. 15 dk. sonunda plate reader ile 405 nm’de 6l¢iim alinmistir. 2 saat boyunca her

15 dk’ da bir 6l¢iim alinmistir. Sonuglar excell iizerinde degerlendirilmistir.

3.2.7. Western Blot

Kiigiik petri dishlere SH-SY5Y hiicrelerinden 100.000 hiicre ekilmis ve 24 saat
inkiibe edilmistir. Canlilik testleri ile belirlenen IC20 degerlerine gore hiicreler ilaglarla
24 saat muamele edilmistir. 24 saat sonunda besiyerleri uzaklastirilip petri dishler PBS
ile yikanmistir. %1 PMSF, %] proteaz inhibitorii, kalan1 RIPA lysis buffer olacak sekilde
lysis buffer hazirlanmistir. Her petri dishe 100-120 pl lysis buffer eklenmis ve scraper
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yardimiyla zeminden hiicreler kazinmistir ve bir ependorf tlipline alinmistir. Hiicrelerin
tamamen pargalanmasi amaciyla her tiip sivi azot ile dondurulup elde ¢oziilmiistiir.
Dondur-¢6z islemi 3 kez tekrarlanmistir. Daha sonra 13.000 rpm, +4°C’de 10 dk. santrifiij
yapildiktan sonra siipernatant yeni bir tiipe alinmistir. Her bir tiipten 5ul alinip (2 tekrar)
96 well plate’e koyulup iizerlerine comassie brillant blue boyasi da eklenerek 30 sn
37°C’de c¢alkalanmigtir. Sonra 595 nm’de plate reader ile protein konsantrasyonlar
Olclilmiistiir. Protein konsantrasyonlar1 3.3 numarali formiile gore hesaplanmistir. Tiipte
kalan proteinlerin iizerine 10x laemli buffer eklenerek 100°C’de 5 dk. kaynatildiktan

sonra ependorf tiipleri -80 °C’de saklanmustir.

y = 0,0766 * x — 0,121 (3.3)

Izole edilen proteinleri molekiiler agirliklarina gére ayirmak amaciyla SDS-
PAGE yapilmistir. Proteinler sodyum dodesil siilfat (SDS) ile negatif (-) yiikle yiiklenerek
aralarinda ki yiik farki ortadan kaldirilarak elektriksel ortamda yalnizca molekiiler
agirliklarina gore ayrilmalari saglanmistir. Cizelge 3.4, 3.5 ve 3,6’da bu deney igin

kullanilan malzemelerin tam listesi gdsterilmistir.

Cizelge 3.3. %10’luk Ayirma Jeli (Alt jel)

Ayirma Jeli (%10) Hacim
Distile su 1400 pl
Akrilamid+Bis-akrilamid 1650 ul
Tris-HCI ( pH:8.8) 1875 ul
SDS 50 ul
Amonyum persiilfat (APS) 50 pl
TEMED 2ul
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Cizelge 3.4. Ayirma jeli (%12)

Ayirma Jeli (%12) Hacim
Distile su 1.000 pl
Akrilamid+Bis-akrilamid 2.000 pl
Tris-HCI ( pH:8.8) 1.875 ul
SDS 50 pl
APS 50 ul
TEMED 2 ul

Cizelge 3.5 %4liik Yiiriitme Jeli (Ust jel)

Yiiriitme jeli (%4) Hacim
Distile su 2.175 ul
Akrilamid+Bis-akrilamid 397,5 ul
Tris-HCI ( pH:6.8) 375wl
SDS 30 pl
APS 30 pl
TEMED 7,5 ul

B-aktin proteini i¢in %10’luk ayirma jeli, kaspaz-8 proteini i¢in %12°lik ayirma
jeli hazirlanmigtir. APS ve TEMED harig tiim soliisyonlar steril bir sisede karistirilmistir.
Jelin katilagsmasini saglayan APS ve TEMED en son eklenmis ve hizlica 2 cam plaka
arasina dokiilmiistiir. Jelin {izerine saf izopropanol eklendi ve 30-40 dk. donmas: i¢in
beklenmistir. Donan jelin tizerinde ki izopropanol uzaklastirilmis ve iist jel yine APS ve
TEMED’in sonradan eklenmesiyle hazirlanip alt jel istiine dokiilmistir. Tarak
takildiktan sonra jelin donmasi i¢in +4°C’de 40-45 dk. bekletilmistir. Polimerizasyon
gerceklestikten sonra tarak cikarilmistir. Cam, tanka yerlestirilerek 1x running buffer
dokiilmistiir. Kuyulara proteinler yiliklenmis ve 80 V’de marker agilana kadar

yiiriitilmistiir, marker agilinca 110 V’ye ¢ikarilmistir ve yiiriitmeye devam edilmistir.

Yiriitme tamamlaninca molekiiler agirliklarina gore ayrilan proteinler igin
transfer asamasina gecilmistir. Transfer buffer ile islatilan whatman kagidi cihaza

koyulmustur. Nitroseliiloz membran da transfer buffer ile 1slatilarak cam {izerinde ki jelin
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iistline koyulmustur. Baloncuk olmamasina 6zen gosterilmistir. Jel, membran altta olacak
sekilde whatman kagidinin {izerine konulmustur. Ustiine tekrar 1slatilmis whatman kagid:
koyulmus ve sandvi¢ seklinde bir yapi1 olusturulmustur. Cihaz 3 kez 7’ser dk.
calistirilmistir (25 V 1,3 A). Transfer islemi bittikten sonra membrana aktarilan protein
bantlarinin goriiniir olmasi adina Ponceou S (EcoTech Biotechnology) boyast ile bir siire
calkalanmistir. Daha sonra hedef proteinin oldugu araliga géore membran kesildi ve PBST
ile 3 kez yikanmistir. Bloklama ajani olarak siit tozu (EcoTech Biotechnology)
hazirlanmig ve 1 saat boyunca membran PBST ile hazirlanan siit tozu (%5) i¢inde yatay
calkalayicida calkalanmistir. 1 saatin sonunda membran, 3 kez PBST ile yikanmistir.
Hedef proteinin antikoru ile bir gece +4°C’de yatay calkalayic ile ¢alkalanmigtir. Non
spesifik baglanmalar1 uzaklastirmak i¢in 3 kez PBST ile yikanan membran eger protein
icin sekonder antikor varsa 1 saat sekonder antikor ile ¢alkalayici lizerinde muamale
edilmistir ve sonra yine 3 kez yikanmustir. Bantlarin goriintiilenmesi i¢in ClearBand ECL
Western blot substrati kullanilmistir. Biorad ChemiDoc MP cihazi ile bantlardan goriintii

alinmustir.

3.2.8. istatiksel Analiz

Mevcut tez ¢alismasindaki tiim deneyler 3 tekrarli olarak ¢alisilmis olup ve
degerler ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Veriler istatiksel olarak Student’s

t test aracilifiyla analiz edilmis ve p<0,05 degerler anlamli olarak kabul edilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Bu tez ¢alismasinda, statinlerin ve kemoterapétik ajanlarin SH-SY5Y hiicrelerinin
cogalmas1 iizerindeki etkileri 3 adimda belirlenmistir. Ilk olarak statinler ve
kemoterapdtiklerin tek basina SH-SY5Y hiicreleri iizerindeki etkileri incelenmistir. ikinci
olarak, proliferasyon testlerinden alinan sonuglara gore her bilesik ig¢in 1C20
konsantrasyonlari belirlenmistir. Son olarak, statinler ve kemoterapétikler igin belirlenen
IC20 konsantrasyonlar ile ilaglarin kombinasyonlar1 SH-SYSY hiicrelerine uygulanmis
ve sonuclar degerlendirilmistir. Baslangicta, yapilan literatiir arastirmasi ile her test igin
konsantrasyon araliklar1 belirlenmis ve deneyler, asagidaki konsantrasyon araliklari
kullanilarak 24 saatte yapilmistir: gemsitabin (1-100 ug/uL), karmustin (1,5-100 uM),
simvastatin (40-100 uM), lovastatin (40-100 uM). Sekil 4.1'de gosterildigi gibi SH-SY5Y
hiicrelerinde artan gemsitabin konsantrasyonu ile proliferasyonda onemli bir azalma
oldugunu ortaya ¢ikarilmigtir. Sirasiyla %43,8, %38, %28,9 oranlar ile en diisiik dozda

bile hiicre canliligi %50’ nin altina diismiistiir.
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Sekil 4.1. 24 saatte gemsitabinin SH-SY5Y hiicrelerinin proliferasyonu tizerindeki etkisi
(NK: Negatif kontrol; *P<0.05, **P<0.01 ve ***P<0.001, negatif kontrole
kiyasla).
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Sekil 4.2 de goriildiigi gibi, 12,5 uM ve iizerindeki karmustin konsantrasyonlari,
SH-SYS5Y hiicrelerinin ¢ogalmasini 6nemli Olgiide inhibe etmistir. 12,5 pM

konsantrasyondan itibaren canlilik oranlari: % 60,6, % 57,6, % 49,3.
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Sekil 4.2. 24 saatte karmustinin SH-SY5Y hiicrelerinin proliferasyonu tizerindeki etkisi
p y
(NK: Negatif kontrol; *P<0.05, **P<0.01 ve ***P<0.001, negatif kontrole
kiyasla).

Statinlerin, artan dozlarda uygulandigi SH-SY5Y hiicrelerinde statinlerin etkileri
incelendiginde elde edilen sonuclar, uygulanan tiim simvastatin konsantrasyonlarinda ve
en yiiksek lovastatin konsantrasyonunda hiicre canliligini 6nemli derecede inhibe ettigini
gostermektedir. Bu sonuglar Sekil 4.3 ve Sekil 4.4' te gosterilmistir. Yapilan
caligmalardan elde edilen sonuglara gore, yiiksek dozlarda ¢ok daha fazla 6liim meydana
gelmistir. Ancak yiiksek dozlardaki 6liim oranlarinin fazlaligina ragmen her iki ilag grubu
da tek bagma uygulandiklarinda, SH-SY5Y hiicrelerinde doza bagli anti-proliferatif
aktivite sergiledikleri tespit edilmistir. Simvastatin uygulamasi ile hiicre canliligi en
diisiik konsantrasyondan yliksege dogru sirastyla % 88,4, % 66,2, % 51,2 olarak ortaya
cikmistir. Lovastatin de ise % 87,1, % 74,2, % 63,3 oranlar1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.3. 24 saatte simvastatinin SH-SYSY hiicrelerinin proliferasyonu iizerindeki etkisi
(NK: Negatif kontrol; *P<0.05, **P<0.01 ve ***P<0.001, negatif kontrole
kiyasla).
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Sekil 4.4. 24 saatte lovastatinin SH-SYS5Y hiicrelerinin proliferasyonu tlizerindeki etkisi
(NK: Negatif kontrol; *P<0.05, **P<0.01 ve ***P<0.001, negatif kontrole
kiyasla).

Bu veriler kullanilarak hesaplanan 1Czo degerleri Sekil 4.5' te gosterilmistir.

Sekil 4.5. Test bilesiklerinin IC2o degerleri

Gemsitabin Karmustin Simvastatin Lovastatin

IC2o 0,054 7,534 53,978 58,045
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Sinerjistik etkileri arastirilan test bilesiklerinin birlikte uygulanmasinin ardindan
elde edilen bulgular goz oniine alindiginda, SH-SYS5Y hiicrelerinde simvastatin hem
gemsitabinin hem de karmustinin antikanser etkisini arttirmistir ancak karmustinin
etkisini gemsitabinden daha fazla arttirdig1 ortaya konmustur. Diger taraftan, lovastatin
de simvastatine benzer sekilde her iki kemoterapétigin hiicre canliligl iizerindeki
etkinligini artirmasina ragmen, karmustinin etkisini gemsitabine kiyasla daha belirgin
sekilde arttirmistir. Bunlara ek olarak statinlerin kendi aralarinda karsilastirildiklarinda
lovastatinin daha etkili oldugu tespit edilmistir. ilgili sonuglar Sekil 4.6 ve 4.7'de

Ozetlenmistir.
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Sekil 4.6. Gemsitabin ve statinlerin eszamanli tedavisinin 24 saatte SH-SY5Y
hiicrelerinde proliferasyon iizerindeki etkileri. (NK: Negatif kontrol; Gem:
Gemsitabin; Sim: Simvastatin; Lov: Lovastatin; *P<0.05, **P<0.01 and
**%P<0.001, negatif kontrole kiyasla).

Tek basina uygulandiginda gemsitabin %57, lovastatin %67, simvastatin %57
iken, statinler ile gemsitabin birlikte uygulandiginda gemsitabin-lovastatin %54,

gemsitabin-lovastatin %46 olarak hiicre canlilig1 6nemli 6lglide azalmistir.
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Sekil 4.7. Karmustin ve statinlerin eszamanli tedavisinin 24 saatte SH-SY5Y hiicrelerinde
proliferasyon tizerindeki etkileri. (NK: Negatif kontrol; Kar: Karmustine; Sim:
Simvastatin; Lov: Lovastatin; *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001, negatif
kontrole kiyasla).

Karmustin ve statinler tek tek uygulandiginda sirastyla % 65, % 39, % 63 oraninda
hiicre canlilik oranlarinin birlikte uygulama ile biiyiik ol¢iide azaldig tespit edilmistir (%

27,5, % 33,4).

Kaspaz aktivasyonu programli hiicre 6liimiiniin bir ozelligidir ve Kaspaz-3
apoptozun ana enzimatik belirtecidir. Statinlerin ve kemoterapdtiklerin kombine
uygulamasi ile hiicrelerdeki degisen kaspaz-3 aktivitesi, Caspase-3 Kolorimetrik Aktivite
Deney Kiti ile analiz edilmistir. Sekil 4.8 ve 4.9, SH-SY5Y hiicrelerinde kaspaz-3
aktivitesinin negatif kontrole kiyasla tiim test bilesiklerinde, 6nemli Olgiide arttigini
gostermektedir. Bu sonuglarin gosterdigi en 6nemli bulgu, her iki statinin, gemsitabin ve
karmustin ile tedaviyi takiben SH-SYS5Y hiicrelerinde kaspaz aktivitesini, negatif
kontrole kiyasla onemli Olgiide arttirmasidir. Lovastatin ve simvastatin, kaspaz-3
aktivitesi acisindan karsilastirildiginda, 6nce ki sonuglara benzer sekilde lovastatinin

simvastatinden daha yiliksek kaspaz-3 aktivitesi indiikledigi gosterilmistir.
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Sekil 4.8. SH-SYS5Y hiicrelerinde gemsitabin ve statinlere maruz kaldiktan sonra
gozlenen apoptoz oranlari. (NK: Negatif kontrol; Gem: Gemsitabin; Sim:
Simvastatin; Lov: Lovastatin; *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001, negatif

kontrole kiyasla).
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Sekil 4.9. SH-SYSY hiicrelerinde karmustin ve statinlere maruz kaldiktan sonra gozlenen
apoptoz oranlari. (NK: Negatif kontrol; Kar: Karmustin; Sim: Simvastatin;
Lov: Lovastatin; *P<0.05, **P<0.01 and ***P<0.001, negatif kontrole

kiyasla).

SH-SYS5Y hiicrelerine statinlerin (simvastatin ve lovastatin) kemoterapdtiklerle
(gemsitabin ve karmustin) eszamanli uygulamasinin apoptoz iizerindeki etkilerini
dogrulamak icin western blot analizi yapilmistir. Sonuglar hem statinlerin hem de
kemoterapoétiklerin, tek basina uygulandiginda SH-SYS5Y hiicrelerinde kaspaz-8'i aktive

ederek apoptozu indiikledigi gosterilmistir. Ayrica bulgularimiz, karmustin ve
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lovastatinin eszamanli tedavisinin diger kombinasyonlara kiyasla apoptozu daha giiclii
bir sekilde indiikledigini gostermistir. Bununla birlikte, kaspaz testi sonuglarina uygun
olarak, gemsitabin ile birlikte lovastatinin kullanimi da etkin bir sekilde apoptozu

indiiklemistir. (Sekil 4.10)

Cleaved
Caspase-8

B-Aktin

Sekil 4.10. Test bilesikleri ile muamele edilmis SH-SY5Y hiicrelerinde insan kaspaz-8'in
Western blot analizi. (NK: Negatif kontrol; Gem: Gemsitabin; Kar:
Karmustin; Sim: Simvastatin; Lov: Lovastatin).

Beyin kanserleri yetiskinlere kiyasla ¢ocuklarda daha sik ortaya ¢ikmaktadir ve
¢ocuklarda kanser 6liimlerinin 6nde gelen nedenidir (McNeill 2016; Barnholtz-Sloan et
al. 2018; Udaka and Packer 2018). Son yillarda kanser tedavisi i¢in kullanilan yeni
tedavilere ragmen beyin kanserlerinde siklikla beyin cerrahisi, kemoterapi ve radyoterapi
yontemleri tercih edilmektedir (Karajannis et al. 2008). Ancak tedavide kullanilan
kemoterapi i¢in bir sinirlayici vardir. Birgok kemoterapi ilacinin hedef dokuya etkili bir
sekilde ulasamamasinda ki neden kan beyin bariyerinin segici gegirgen yapisidir ve bu
durum tedavi etkinligini sinirlayan 6nemli bir etmendir (Ebrahimi Shahmabadi et al.
2014). Dolayisiyla beyin tiimoérlerinin kemoterapotik tedavisinde ilk hedef, kan beyin
bariyerini gegebilecek bir kemoterapi ilacinin kullanilmasidir. Mevcut tezde, in vitro
beyin kanseri (SHSY-5Y) modelinde, kemoterapi ilaglari, gemsitabin ve karmustin ile
kan-beyin bariyerini gegebilen statinlerin (Simvastatin ve lovastatin) sinerjistik etkisi
arastirtlmistir (MacDonald et al. 2008). Bu amagla test bilesikleri ile muamele edilen SH-

SY5Y hiicrelerinin proliferasyonu ve migrasyonu CVDK-8 ve yara iyilestirme
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yontemleri ile arastirnllmigtir. Ayrica test bilesiklerinin apoptotik etkilerini molekiiler

diizeyde gostermek icin apoptoz testi ve western blot yontemleri kullanilmistir.

Sonuglar her iki statin ilacinin da doza bagh olarak hiicrelerde antiproliferatif
etkilerinin var oldugu gosterilmistir. Statinlerin hiicre canliligini inhibe edici bu
etkilerinin en 6nemli &zelligi tim gruplarda artan dozlara bagli olarak meydana
gelmesidir. SH-SY5Y hiicrelerinde, lovastatin ve simvastatinin hiicre proliferasyonunu
inhibe edici etkisine ragmen bu ilaglarin kemoterapotik ajanlarla (gemsitabin ve
karmustin) kombinasyonu, proliferasyonu her iki ajanin tek basina oldugundan daha etkili
bir sekilde inhibe etmistir. Calismalardan elde edilen sonuglara benzer sonuglar daha 6nce
birgok arastirmaci tarafindan da tespit edilmistir. Yiritiilen bir calismada lovastatin ile
tedavi edilen meme kanseri hiicrelerinde (MDAMB231 ve MDAMBA468), lovastatinin
doza bagl olarak hiicre proliferasyonunun inhibisyonuna neden oldugu gosterilmistir
(Klawitter et al. 2010). Martirosyan et al. 2010, tiim yumurtalik kanseri hiicre hatlarinda
lovastatin muamelesinin hiicre canliligini diistirdiigiint tespit etmistir (Ovca432, A2780,
Hey, Ovca429, HOC7, A2780ADR, DOV13, Skov3, A2780CIS ve OVHS1). Prostat
kanseri hiicre hatlar1 PC3, DU145 ve LnCap ile yapilan ¢aligmada hiicreler 24 saat
boyunca lovastatin ve simvastatin ile muameleye tabi tutulmus ve proliferasyonlarin
onemli olglide azaldigi gézlemlenmistir (Hoque et al. 2008). Atorvastatin, simvastatin
ve lovastatinin, karaciger kanseri hiicreleri (HepG-2) tizerindeki etkileri sitotoksik etkileri
aragtirtldi ve artan konsantrasyonlarda hiicrelere verilen statinlerin hiicre canliligini
azalttigr gosterilmistir (Wang et al. 2017). Yine yakin zamanda yapilan bir ¢alisma
simvastatin, lovastatin ve atorvastatinin insan kolorektal kanser hiicre hatlarinda (HT29,
SW620 and HCT116), yumurtalik kanseri hiicre hattinda (OVCARS) ve meme kanseri
hiicre hattinda (MCF-7), hiicre canliligin1 azalttigin1 gosterilmistir (Rao and Rao 2021).
Daha 6nce yapilan ¢aligmalar, hiicrelere kemoterapdtik ve statinlerin kombinasyonlarinin
uygulanmasinin, hiicre canliligim1 azalttigl, yalniz statin ya da kemoterapotik
uygulamasina kiyasla kombine ilag uygulamasinin hiicre proliferasyonunu daha etkili bir
sekilde inhibe ettigini gdstermistir. insan pankreas kanali adenokarsinomu hiicre hatti
(MIA PaCa-2) iizerinde pitavastatinin ve gemsitabinin tek uygulanmasi ve gemsitabinin
pitavastatin ile kombine uygulamasinin etkileri {izerine yapilan bir ¢alismada, hiicre

canliliginin, hem her iki ilacin tek uygulanmasinda hem de kombine ilag tedavisinde
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onemli dlciide azaldig: ve ilaglarin kombine uygulamasinin monoterapilerine gore hiicre

canliliginin inhibisyonunda daha fazla etkili oldugu bildirilmistir (Chen et al. 2020).

Statinler, kanser hiicrelerinde birka¢ farkli mekanizmay: tetikleyerek hiicre
proliferasyonunda azalmaya veya inhibisyona neden olabilmektedir. Bu
mekanizmalardan birkagi, apoptozun indiiklenmesi (1) ve G1 fazinda hiicre dongiisiiniin
durdurulmast (1), mitokondri ve endoplazmik retikulum stres yolaklarinin aktive
edilmesi (1), hiicre biiziilmesi (IV) ve kontak inhibisyonun kaybini icerir (V) (Hoque et
al. 2008; Wang et al. 2017; Rao and Rao 2021). Bu ¢alismada, néroblastoma hiicre hatti
SH-SYS5Y iizerinde statinlerin (simvastatin ve lovastatin) tek basina ve kemoterapotik
ajanlarla (gemsitabin ve karmustin) kombinasyon halindeki etkileri arastirilmistir. Elde
edilen sonuglar, test bilesiklerinin, SH-SY5Y hiicrelerine tek basina uygulandiginda,
kontrole kiyasla apoptozu indiikledigini gostermistir. Statinler ve kemoterapotikler
hiicrelere birlikte uygulandiginda ise statinler, kemoterapétiklerin etkisini arttirmis ve
apoptozu daha etkin bir sekilde indiiklemistir. Ayrica elde edilen sonuglara gore
lovastatin ve karmustinin es zamanl uygulanmasinin kaspaz-8 aktivitesini artirdigi ve
apoptozu indiikledigi protein diizeyinde gosterilmistir. Nitekim mevcut literatiir bilgileri
de bu sonuglar1 desteklemektedir. Son yillarda in vitro galismalarda simvastatin ve
lovastatinin insan kolon kanseri (HT-29), lenfoma (A20 ve EL4), insan leiomyomu,
prostat kanseri (PC3), kolorektal kanser (HCT116), yumurtalik kanserinde (Hey 1B and
Ovcar-3 hiicreleri), medulloblastom beyin tiimori (Daoy, D283 ve D341 hiicre dizileri),
meme kanseri (MCF-7, T47D, MDA-MB-231 ve BT-549), osteosarkom (UMR-106),
Barrett's 6zofagus adenokarsinomu (OE33 ve BIC-1 EAC hiicreleri), safra kanali kanseri
(SNU-245), hipofaringeal karsinomlarda (Fadu) cesitli mekanizmalarla apoptozun
indiiklenmesinde rol aldiklari rapor edilmistir (Ogunwobi and Beales 2008; Liu et al.
2009; Sandoval-Usme et al. 2011; Chang et al. 2013; Qi et al. 2013; Borahay et al. 2014;
Jang et al. 2016; Wang et al. 2016; Lee et al. 2016; Yen et al. 2016; Sheikholeslami et al.
2019; Deng et al. 2019). Yapilan bir ¢alismada yumurtalik kanseri hiicrelerinde
lovastatinin p53'ten bagimsiz bir sekilde apoptozu indiikledigi ve kemoterapotik bir ajan
olan doksorubisin ile sinerjistik etkilerinin oldugu ortaya konmustur (Martirosyan et al.
2010). Buranrat et al. (2017), meme kanseri hiicre hattt MCF-7 hiicrelerine uygulanan
simvastatin ve doksorubisin kombinasyonunun, kaspaz-3 aktivitesini artirarak apoptozu

indiikledigini ortaya koydu bu sonuglara benzer sekilde, yiiriitiilen bir diger ¢alismada tek

33



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

basina simvastatin uygulamasina kiyasla, simvastatin ve doksorubisin kombinasyonunun
daha etkili oldugu gosterilmistir (Rezano et al. 2021). Kemoterapdtik ajanlar olan 5-FU
ve sisplatin ile kolon kanseri hiicre hatlar1 SW480, HCT116, LoVo ve HT29'da
indiiklenen apoptoz, lovastatinin muamelesi ile arttirilmigtir (Agarwal et al. 1999). Xu et
al. Pankreas kanserinde kiire olusturan hiicrelerin atorvastatin, selekoksib ve tipifarnib
kombinasyonu ile tedavisinin apoptotik hiicre sayisinda gii¢lii bir artisa yol agtigini
gostermistir. Ayni ¢alismada apoptozdaki artisin kaspaz-3 aktivitesinden kaynaklandigi

gosterilmistir.
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5. SONUC ve ONERILER

Sonug olarak, SH-SYSY hiicreleri ile yapilan bu tez ¢aligmasinda karmustin ve
gemsitabinin sitotoksik etkilerinin statinler ile arttirildig1 gosterilmistir. Simvastatin ve
lovastatinin kaspaz bagimli apoptozu indiikledigi ve dolayisiyla kemoterapotiklerin
antitimor etkisinin artmasina katkida bulundugu tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar,
noroblastoma tedavisinde, simvastatin ve lovastatinin molekiiler etki mekanizmalari ile
ilgili mevcut ¢alismalara katkida bulunur ve kanser tedavisinde halihazirda kullanilan
kemoterapoétik ajanlarin etkinligini arttirmay1 amaglayan ileride yapilacak ¢aligmalar i¢in
bir temel saglamaktadir. Diger bir ifadeyle, statinlerin ve kemoterapdtik ilaglarin birlikte
kullanimi, kanser hiicrelerinin ilag direncini azaltabilir, boylece bu ilaglarin terapdtik
etkisini biiyiik 6l¢iide iyilestirebilecegi diistiniilmektedir. Ayrica, kanser tedavi stratejileri
arasina belirli konsantrasyonlarda statinlerin dahil edilmesinin, kemoterapi ilaglarinin
etkin tedavisinde kullanilacak dozun potansiyel olarak azaltilabilecegi ve boylece

kemoterapi ilaglarinin yan etkilerinin azaltabilecegi diisiiniillmektedir.
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