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1. GENEL BiLGILER

1.1. Multipl myelom

Multip] myelom (MM) kemik iliginde veya kemik iligi disinda klonal plazma
hiicrelerinin artisiyla karakterize, non-Hodgkin lenfomadan sonra en sik goriilen
hematolojik malign hastaliktir (1). MM’de genellikle anormal plazma hiicreleri tarafindan
iiretilen monoklonal immiinoglobulin (M veya monoklonal protein) yapimi s6z konusudur
(2). Olgularin %15-20's1 agir zincir yapimi olmaksizin sadece hafif zincir hastaligi; %1-5"
ise ne agir ne de hafif zincir yapiminin olmadig1 non-sekretuar myelom tipindedir (3). MM
klinik ve biyolojik olarak heterojen bir hastaliktir. Hastalikta klinik belirtiler olusmadan
evvel, genetik degisiklikler ortaya c¢ikar. Hastaligin patogenezi ve seyrinde kromozomal
translokasyonlar (t4;14, 11;14, 14;16, 14;20) ve 17 p delesyonu, DNA metilasyonu,
microRNA (miRNA) ekspresyonu gibi genetik ve epigenetik degisiklikler 6nemli rol
oynamakladir (1). MM nonkiirabl bir hastalik olarak kabul edilir. Son zamanlarda hastaligin
biyoloji ve heterojenitesinin daha iyi anlasilmasi ile tedavide iyilesmeler elde edilmistir.
MM hastalarinda yeni ilaglarin tedaviye eklenmesi ile yasam siiresi 2-4 yildan 8-10 yila

yiikselmistir (4).
1.2. Multipl myelomda standart tedavi yaklasimlari

Onceki yillarda standart tedavi olarak kullanilan melfalan-prednizolon tedavisi ile
yeterli yanit elde edilememistir. Bu tedavi yerine veya bu tedaviye ek olarak verilen
immiinomodiilator ilaglar (IMiD) ve proteozom inhibitdrlerinin (PI) kullanilmasi, otolog
kok hiicre nakli yapan merkez sayisinin artmasi ve daratumumab gibi monoklonal
antikorlarin tedaviye eklenmesi ile sag kalimda belirgin bir iyilesme gézlenmistir (5,6). MM
tedavisinde kortikosteroidler, alkilleyici ajanlar, antrasiklinler, proteozom inhibitorleri
(bortezomib, karfilzomib, iksazomib), immiinomodiilatér ilaglar (talidomid, lenalidomid,
pomalidomid), histondeasetilaz inhibitorleri (panobinostat) ve monoklonal antikorlarin

(daratumumab, elotuzumab) farkli kombinasyonlari ile otolog kok hiicre nakli kullanilir (4).

MM tedavisine yaklagimda hastanin yas1 (65 vyas), fit olup olmamasi,
komorbiditelerinin varligi, olumsuz prognostik faktorlerinin varligi, yasam beklentisi, sosyal
olanaklari, istegi ve tedaviye erisebilme olanaklar1 belirleyicidir. Genel yaklasim; fit ve
komorbiditerleri olmayan hastalara 4-6 sikliis IMiD ve PI kombinasyonu ilaglar verildikten

sonra en azindan ¢ok iyi kismi remisyon elde edilen hastalarda otolog kok hiicre nakli
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uygulanmas1 seklindedir. Kok hiicre nakli sonrasi hastalar 100. giinde yeniden
degerlendirilir. Eger minimal reziduel hastalik var ise veya hasta tedavi oncesi yliksek risk
gurubunda ise indiiksiyon tedavisinde kullanilan ilaglar 2-4 kez daha verilerek
konsolidasyon tedavisi yapilabilir (merkezler aras1 goriis ayrilig1 olabilir). Daha sonra da
hastalara en az 2 yil siire ile idame tedavisi uygulamr. Idame tedavisi i¢cin genellikle
lenalidomid tercih edilir ise de iksazomib de etkili olabilir. Fit olmayan ve/veya yash
transplantasyona uygun olmayan hastalarda melfalan-prednizolon-bortezomib veya
melfalan-prednizolon-talidomid kombinasyonlar1 etkin tedavi rejimleridir. Baz1 merkezler
COVID-19 doéneminde hastaneye gelme sikligin1 azaltmak icin bortezomib yerine
iksazomib kullanimin1 tercih etmistir. Transplantasyona uygun olmayan hastalarda
proteozom inhibitorii-lenalidomid-deksametazon tedavisinin diger kombinasyonlara iistiin
oldugu bilinmektedir. Bu gurupta tedavi siiresi tartismalidir. Genel olarak kabul edilen goriis
en az 12 ay siire ile tedavidir. Idame veya devamli tedavi yeni yaklasim sekli olarak ragbet
gormektedir. Son zamanlarda monoklonal antikorlarin ilk se¢enek tedaviye eklenmesinin

yararli oldugu gosterilmistir (7).

MM’de gerek indiiksiyon tedavisinde ve gerek ise relaps olan hastalarda PI olmaz
ise olmaz ilag gurubundadir. Bu gurupta baslica bortezomib, iksazomib ve karfilzomib
bulunur. Bortezomib'in MM hiicrelerinde apoptozu ve osteoklastlar1 uyardigi ve osteoblast
farklilagsmasia neden oldugu gosterilmistir (8).Yeni ilaglarin tedaviye katkisina ragmen
gerek yeni tani ve gerekse relaps refrakter MM hastalarinda yeni tedavilere bilhassa da

ekonomik yiik getirmeyen kolay kullanilabilir ilaglara gereksinim vardir.
1.3. Statinler ve malign hastalik iliskisi

HMG-CoA reduktaz (3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A) inhibitorleri olarak da
adlandirilan statinler i¢inde en iyi bilinenleri atorvastatin, lovastatin, pravastatin ve
simvastatintir. Statinler plazma kolestrol seviyesini diisiirmesi ve kardiovaskiiler hastalik

risklerini azaltmasi nedeni ile diinyada ¢ok yaygin recete edilen bir ilag grubudur (9).

Statinler mevalonat yolaginin ilk basamaginda HMG-CoA reduktaz enzimini inhibe
ederler. Mevalonat yolag: hiicre homeostazinda etkilidir. Bu yolagin son iiriinleri, bir dizi
temel hiicresel fonksiyon i¢in gereklidir. Bunlar arasinda membran biitlinligii ve steroid
tiretiminde rol alan kolesterol, elektron tasinmasi ve hiicre solunumu ile ilgili ubikinon

(koenzim Q) protein prenilasyonu ve hiicre haberlesmesinde gorevli farnesil ve



geranilgeranil izoprenoidler; glikoprotein sentezi i¢in gerekli olan dolikol ve protein sentezi

icin gerekli olan izopenteniladenin bulunmaktadir (10).
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HMG-KoA reduktaz inhibitSrieri
v (Statin)
HMGKoA
w
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Farnesil pirofosfat

ROS s |protein prenilasyonu, / Kolesiferoi R
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sentezi) sentezi)

Sekil 1. Mevalonat yolagi ve son iiriinleri(11)

Statinler, HMG-CoA rediiktaz enzimini inhibe ederek kolesterol disindaki mevalonat
yolaginin {irlinleri olan, farnesil pirofosfat ve geranilgeranil pirofosfat sentezini baskilar.
Statinler, geranilgeranilasyonun inhibisyonu yoluyla myelom hiicrelerinde apoptozu
indiikler ve hiicre proliferasyonunu inhibe eder (12,13). Statinlerin etkileri apoptotik,
immiinosupresif, anti-trombotik, anti-anjiyojenik ve onkoprotektif olarak bilinmektedir

(14).Ytiksek doz statinin tiimdr hiicrelerinin apoptozunu tetikledigi de gosterilmistir (15).

Bir¢ok kanser hiicresinin gelisimi ve hayatta kalimi izoprenoidlerin biyosentezine
baglidir (16). Bu 6zelliklerinden bagka statinler degisik kemoterapdtik ajanlara kargt malign
hiicreleri sensitize edebilir (17). Statin kullanan hastalarda malignite insidansinda azalma
oldugunun gozlenmesi bu ilaglarin antineoplastik 6zelliklerinin olabilecegi fikrini ortaya

cikarmistir (18).

HMG-CoA reduktaz inhibitorii olan lovastatin proliferasyon inhibisyonu ve apoptoz
indiiksiyonu ile hiicre 6liimiine sebep olurken deksametazon ile birlikte kullanildiginda
hiicre 6liimiiniin indiiksiyonunda sinerjik etkiye sahiptir (19). Schmidmaier ve ark (20) 2004
yilinda HMG-Co Arediiktaz inhibitorii simvastatinin MM’de Rhokinaz aktivasyonu ve Rho

protein geranilgeranilasyonu ile hiicre adezyon aracilikli ila¢ direncini (cell adhesion



mediated drug resistance:CAM-DR) engelledigini, daha sonra da simvastatin ve zolendronat
ile mevalonat yolagmin bloke etmesinin sinerjik olarak apoptozu indiikledigini ve CAM-

DR’1 tersine ¢evirdigini gostermistir (21).

Farnesil transferaz inhibitorleri (FTI) ve geranilgeranil transferaz inhibitorlerinin
(GGTI) tek basina ve lovastatin ile birlikte kombinasyonlariyla yapilan ve anti-myelom
etkilerinin arastirildigi c¢alismada FTI-lovastatin ve FTI-GGTI kombine tedavilerinin
myelom hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi saptanmistir (22). RPMI-8226 ve U266 hiicre
dizilerinde lenalidomid ve simvastatin kombinasyonunun RPMI-8226 ve U266 hiicre
dizilerinde sinerjist etkiyle hiicre canlilifinda azalma ve apoptoz indiiksiyonuna yol actig1

gosterilmistir (23).

Li (24) ve Sato (25) fare hiicre serilerinde myelom hiicrelerinin biiylimesi i¢in
kolesterole gereksinim oldugunu ortaya koymustur. Faz 1-2 calismalarda statin kullanan
kisilerde kanser insidansinin daha diisiik oldugu rapor edilmistir (26). insanlarda statinlerin
anti-myelom aktivitesini inceleyen ilk faz II arastirmada, 6 myelom hastasinda 3. ve 4.
Sikliislarda simvastatin kemoterapi ile es zamanli uygulanmis ve HMG-CoA rediiktaz
inhibisyonunun hem ilag¢ direncini azalttig1 hem de relaps refrakter myelom hastalarinda ilag
direncinin yenilebilecegi rapor edilmistir (27). Klinigimizce daha evvel yapilan ¢alismada
myelomda hastalik evresi ile kolesterol diizeyleri arasinda bir iliski oldugu gdsterilmis; bu
duruma kolesteroliin tiimdr hiicreleri tarafindan kullanilmasinin neden olabilecegi ve bu

nedenle de statin tedavisinin myelom tedavisinde yarar saglayabilecegi ifade edilmistir (28).

MM tanis1 almisg 5922 ABD emekli asker hastalarla yapilan statin ile 6liim iligkisinin
arastirildigr ¢alismada, statin kullaniminin 6lim riskinde %21 azalmaya sebep oldugu
gosterilmistir (29). Branvall ve ark.nin (30) Isvec toplumunda 1 Ocak 2007- 31 Aralik 2013
tarihleri arasinda tan1 almis 4315 MM vakasi ile yapmis olduklari, statin kullanim1 ve doz
yogunlugu ile MM sag kalimi arasindaki iliskinin arastirildigi calismalarinda statin
kullannminin MM’ye bagli dliimleri azalttigi gosterilmistir. Bu c¢alismada doz artisinin

Oliimleri azaltmada etkili oldugu vurgulanmistir (30).

Zhang ve Liu (31) yapmis olduklar1 meta-analizde statin kullannminin MM
patogenezi i¢in koruyucu bir faktdr olabilecegini vurgulamaktadir. Bu calismada statin
kullanimin Kafkas irkinda MM riskini azalttig1 ancak Asyalilarda ilacin myelom iizerine bir
etkisinin olmadig1 gosterilmistir. Ancak bu yayin ile ilgili tartisma mevcuttur ve Asyalilar

iizerinde ¢alismalarin yetersizligi oldugu belirtilmektedir (31).



2. AMAC

MM tedavisinde yeni ajanlar tedavi basarisini artirsa da hastaligin inkiirabl olmasi
nedeni ile hala yeni ve farkli yolaklar1 etkileyen ajanlara gereksinim oldugu asikardir. Statin
kullanan hastalarda malign hastaliklarin daha az goriildiigii goz 6niine alinarak bu ¢alismada
kolesterol sentezinden sorumlu ve hiicre proliferasyonunda énemli rol oynayan mevalonat
yolag1 iizerine etki gdsteren statinlerin, bortezomible beraber etkisinin hastaligin tedavisine
katkisinin olup olmayacagi arastirildi. MM hiicre kiiltiiriinde statinlerin bortezomib ile

beraber kullanildiginda plazma hiicreleri lizerine etkisinin incelenmesi amaglandi.



3. MATERYAL METOD

Ilk olarak bortezomib ve atrorvastatinin doz titrasyonu elde edildi. Daha sonra
caligma guruplari olusturularak hiicre kiiltiirlerindeki etkileri incelendi. Elde edilen sonuglar

hiicre canlilig1 ve apoptoz yoniinden degerlendirildi.
3.1. Calisma guruplarinin olusturulmasi

Calisma 4 gurup lizerine kuruldu.

1. Grup: Kontrol gurubu

2. Grup: Saf atorvastatin gurubu
3. Grup: Saf bortezomib gurubu
4

Grup: Bortezomib ve atorvastatin kombinasyonu seklinde idi.

3.2. Hiicre kiiltiirii

Amerikan Tipi Hiicre Koleksiyonu olan (ATCC) Myelom U266 hiicre hatt1 Izmir
Yiiksek Teknoloji Enstitlisiinden temin edildi. Hiicreler RPMI 1640 (Roswell Park
Memorial Institute 1640, Sigma) besi yerinde %10 1s1 ile inaktive edilmis Fetal Sigir
Serumu, 100 U / ml penisilin (Gibco), 100 mg / ml streptomisin (Gibco), 200 mM L-
glutamin ortaminda ve %5 CO,, 37 °C atmosferde ve 75 cm? polistiren flasklarda biiyiitiildii.
Hiicreler %90 konfluente ulastifinda pasajlanarak cogaltildi. Hiicre kiiltlirli malzemeleri

Interlab ve Idea’dan temin edildi.

3.3. MTS/PMS deneyi

Thoma lam1 kullanilarak Tripan mavisi ile hiicre canlilifi dogrulandiktan sonra,
hiicreler 100 pl nihai hacimde yaklasik 1x10* hiicre/kuyucuk sekilde ekildi. Bortezomib
(100, 200, 300, 400, 600, 800 ve 1000 nM) ve atorvastatin (5, 10, 20, 40, 80, 100 ve 200
uM) konsantrasyonlarda isleme alindi. Deney ilaglarinin uygulamasindan sonra, bortezomib
ve atorvastatinin yart maksimum inhibitér konsantrasyona (IC50) sahip degerleri belirlendi.
IC50 degerleri GraphPad Prism programi kullanilarak belirlendi. Plakalar, 24 ve 48 saat
boyunca %5 CO, inkiibatoriinde 37 ° C'de inkiibe edildi. Bu siire zarfinda ortam
yenilenmedi. Inkiibasyonun sonunda, 20 ul MTS/PMS (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-

6



karboksimetoksifenil)-2-(4-siilfofenil)- 2H tetrazolyum/fenazinmetosiilfat (Promega) her
kuyuya eklendi ve plakalar 4 saat daha 37 ° C'de inkiibe edildi. Absorbans, bir mikroplaka
okuyucu (DTX 880 Multimode Reader, Beckman Coulter, ABD) kullanilarak 490 nm'de
Ol¢iildii. Her bir doz icin {iglii deneylerin ortalamasi, IC50 degerlerini hesaplamak icin

kullanildi.

3.4. Akim sitometri

Akim sitometri deneyine hazirlik icin hiicreler 75 cm®lik flasklara ekildi.
Konfluente ulastiginda hiicreler santrifiij edilerek toplandi. Thoma lami kullanilarak 6-
kuyucuklu plakanin her kuyucuguna 50.000 hiicre ekildi. Ardindan hiicreler atorvastatin 100
mM, bortezomib 800 uM ve atorvastatin + bortezomib kombinasyonu ile 48 saat inkiibe
edildi. Orneklendirme kabina 100 pl &rnek ve 2 cc PBS (fosfat buffer salin) koyuldu, 500
RPM de 5 dakika +4 ° C sicaklikta santrifiij edildi, sipernatan atildi. Binding bufferden 100
ul alindi, 1/10 oraninda sulandirildiktan sonra Orneklendirme kabina eklenip karistirildi.
Anneksin 10 pl ilave edildi. Uzerine20 ul 7-AAD (7-amino aktinomisin) eklendi. Karanlik
alanda 15 dakika bekletildi. Sonrasinda drneklendirme kabina 400 pl binding bufferden ilave
edilerek karistirildi. Beckman Coulter Navious 3L10C cihazinda okutuldu. Deneyler kontrol
gruplari i¢in de yapildi.

3.5. istatistik

Veriler SPSS 21 programi kullanilarak analiz edildi. Normallik dagiliminin analizi
icin Kolmogorov-Smirnov testi kullanildi ve dagilim analizine gore sayisal veriler ortalama
+ standart sapma olarak verildi. Iki grup arasindaki istatiksel farki belirlemek igin
Independent Samples-T test; 3 veya daha fazla gruplar arasindaki farki belirlemek i¢in de

One-way ANOVA testi kullanildi. P<0,05 degeri istatiksel anlaml1 kabul edildi.



4. SONUCLAR

Hiicre kiiltiirii teknikleri ile in vitro olarak ¢ogaltilan U266 MM hiicreleri Giemsa
boyama teknigi ile boyandi. Hiicreler 151k mikroskobu altinda incelendi (Resim 1). Ayrica in
vitro olarak ¢ogaltilan U266 hiicre dizisi, deneylerin yapilma siireci igerisinde 151k
mikroskobu altinda morfolojik olarak siirekli incelendi. Bu sayede hiicrelerin canlilik ve
kontaminasyon agisindan degerlendirilmesi sagland1 (Resim 2). Hiicreler deneyler Oncesi

hiicre sayisinin belirlenmesi i¢cin Thoma lamu ile sayildi (Resim 3).

Resim 1.islem &ncesi U266 hiicre hattinda plazma hiicrelerinin May Griinwald-Giemsa boyama ile
151k mikroskoptaki goriintimii (1x100)

Resim 2. Konfluente ulagmis U266 hiicreleri (1x10), B: Bakteriyel kontaminasyona sahip U266
hiicreleri (1x10), C:Fungal kontaminasyona sahip U266 hiicreleri (1x10)



Resim 3. Thoma laminda U266 hiicrelerinin goriiniimii

MTS/PMS deneyinde atorvastatinin U266 hiicrelerinde proliferasyonu engelledigi ve
hiicre canlilifinda azalmay1 indiikledigi gézlendi. Atorvastatinin neden oldugu sitotoksisite
doza (5-200 uM) bagimliydi. Atorvastatin U266 hiicrelerinde 40 uM ve iizerindeki
konsantrasyonlarda sitotoksik etki gdsterdi (Sekil 2A). Diger taraftan bortezomib de U266
hiicrelerinde sitotoksik etki gdsterdi ise de bu etki atorvastatinden farkli olarak doza bagimli
degildi (Sekil 2B). Bortezomib ile yar1 maksimum inhibisyon konsantrasyonu 800 nM
dozunda elde edildi. Atorvastatinin ise yart maksimum inhibitér konsantrasyonu 100 uM
olarak belirlendi. Ayrica U266 hiicrelerinde atorvastatin + bortezomib kombinasyonunun
tek basina bortezomib muamelesine gore onemli sitotoksisite sergiledigi bulundu. Her iki
ilag i¢in yar1 maksimum inhibisyon konsantrasyonunun kombinasyonu tek kullanimlara

kiyasla sitotoksisiteyi arttirdi (Sekil 2C).



Bortezomib

Kont. DMSO 100 200 300 400 600 800 1000 nM

Kont. Met. 5 10 20 40 80 100 200 uM

Atorvastatin

Resim 4. MTS/PMS deneyinde bortezomib ve atorvastatinin artan konsantrasyonlarinda renk
degisiminin gdzlenmesi

Akim sitometri incelemede tek basina atorvastatin, tek basina bortezomib ve
atorvastatin + bortezomib kombine uygulamasinda kontrol grubuna goére belirgin apoptoz
tespit edildi (SekiB). Kontrol gruplarinda (sadece besiyeri ile muamele edilen) hiicrelerin
canliligin1 korudugu saptandi, hiicrelerde canlilik oran1 %96,91 idi. Tek basina bortezomib
uygulanan ve akim sitometri cihazinda sayilan 7792 hiicrenin %93,4’tinde (7470 hiicre)
apoptoz saptand1 (p<0,001). Tek basina atorvastatin uygulanan 7512 hiicrenin %91,31’inde
(6692 hiicre) apoptoz mevcut iken (p<0,001) bortezomib + atorvastatin kombine ilag
uygulanan 8183 hiicrenin %96,06’sinda (7821 hiicre) apoptoz saptandi (p<0,001). Tek
basina bortezomib grubuna gore kombine ila¢ grubunda apoptoz agisindan istatistiksel

anlamli fark saptanmistir (p=0,008).
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Sekil 2. Atorvastatin’in U266 hiicrelerindeki sitotoksik etkisi. B.Bortezomib’in U266 hiicrelerindeki
sitotoksik etkisi. C.U266 hiicrelerinde Atorvastatin ve Bortezomib’in kombinasyonunun sitotoksik
etkisi
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Sekil 3. Akim sitometrisi ile U266 hiicrelerindeki atorvastatin, bortezomib ve kombinasyon
tedavisinin apoptoz iizerindeki etkisi. a) Kontrol grubunda 7830 (%96,91) canli hiicre mevcut; b)
DMSO grubunda 9265 hiicre (%92,65) canli, ¢) methanol grubunda ise 8068 hiicre (%91,46) canli

d) Sadece Bortezomib uygulanan deney grubunda 7792 (%93,49) hiicreerken apoptotik fazda; e)
Sadece atorvastatin uygulanan grupta 7512 (%91,31) hiicrenin erken apoptotik fazda idi; f)
Kombinasyon tedavisinde (Atorvastatin+Bortezomib) 8183 (%96,06) hiicrenin erken apoptotik

fazda oldugu gozlendi.
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5. TARTISMA

MM tedavisinde iyilesme olmasina ragmen hastalik kiirabl degildir. Yeni ilaglarin
kesfi ile tedavi etkinliginde artma saglanabilmisken gelisen yan etkilerin yonetimi de biiytlik
onem tasimaktadir. Daratumumab gibi monoklonal antikorlarin kullanilmasi ile tedavi
basarisinda iyilesme olmasina ragmen ilacin maliyeti, hastanede uygulanma zorunlulugu ve
inflizyon reaksiyonu gibi yan etkiler ilacin kullanimini siirlamaktadir. Glinimiizde MM
tedavisinde pratik, kolay uygulanabilir (tercihen oral), yan etki oran1 diisiik ve maliyet etkin

yeni ilaglara ihtiya¢ oldugu acgiktir.

Statinlerin antineoplastik Ozellikleri farkli malign hastaliklarda arastirilmistir.
Doksanli yillarin bagindan bu yana Statinlerin antikanser oOzelligine de sahip oldugu
bilinmekte ancak kanser tedavisinde statin kullaniminin ne derece yararli oldugu tartigma
konusu olmaya devam etmektedir (32). Statinlerin antineoplastik etkisi, hiicre kiiltiirii ve
hayvan modellerinde kapsamli bir sekilde degerlendirilmistir. Statinlerin kanser
tedavilerinde uygulanmasina iliskin yayinlanmis ¢alismalarin biiylik cogunlugu, retrospektif
kohort calismalar1 veya gozlemsel calismalarda belirli kanser tiirleri i¢in elde edilen
verilerin meta-analizlerinden olusmaktadir. Hastalarin kanser tanisindan Once statin
kullanim durumunu aragtiran ¢aligmalar, teshisten dnce statin kullaniminin pankreas kanseri,
0zofagus adenokarsinomu ve beyin kanseri riskinin daha diisiik olmasiyla iligkili oldugunu
ancak meme kanseri, prostat kanseri veya endometriyal kanser ile iliskili olmadigini
gostermistir (33-38). Tanidan Once diizenli statin kullaniminin, pankreas kanseri, mide
kanseri, bag ve boyun skuamoz hiicreli karsinomu, meme kanseri, akciger kanseri, serviks
kanseri, prostat kanseri, bobrek kanseri ve endometriyal kanser hastalarinda sagkalimi statin
kullanmayan veya diizenli kullanmayanlara kiyasla orta derecede uzattig1 gosterilmistir (39-

46).

Hematolojik malignitelerde de statinlerin anti-neoplastik etkileri arastirilmigtir. Xia
ve ark. (47) akut myeloid 16semi (AML) hiicrelerinde lovastatinin apoptoz mekanizmasinda
kritik bir rol oynadigi sonucuna varmislardir. Yine Weide ve ark. (48) yiiksek doz
simvastatinin yeni tan1 konan veya niikseden AML hasta gruplarinda akut myeloid 16semi
blast hiicreleri {izerindeki etkinligini arastirmis ve simvastatin  tedavisinin
geranilgeranilasyon inhibisyonu ile kemosensitizasyonu arttirdigin1  bildirmislerdir.
Yavasoglu ve ark. ise (49) kronik lenfositik 16semili hastalarda kolesterol yiiksekligi ve

hastalik evresi arasinda iliski oldugunu gostermislerdir.
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Pradelli ve ark. (50) statin kullanim1 ile hematolojik malignite alt gruplar1 arasindaki
riski inceledikleri gozlemsel meta-analizlerinde; 16semi ve lenfoma riskinde anlamli azalma
bulurken, MM riskinde istatistiksel anlamlilik saptamamistir. Epstein ve ark. (51) Kanser
Arastirma Agini1 (Cancer Research Network) kullanarak yaptiklar1 ¢alismalarinda MM
tanisindan 48-72 ay once baslanmis olan statin kullaniminin, kullanmayanlara kiyasla MM
gelisme riskini %20-28 oraninda azalttigini gostermislerdir. Statin kullanimina yakin
zamanda baslanmasi ise MM riski ile iliskili bulunmamistir. Ponvilawan ve ark. (52)
yaptiklar1 statin ve MM arasindaki iligskiyi inceleyen kapsamli meta-analiz ¢alismasinda
statin alan hastalarda MM riskini, statin almayanlara gore anlamli derecede daha diisiik

saptamistir.

Dmoszynska ve ark. (53) hiicre kiiltiir calismalarinda sadece lovastatin veya sadece
talidomid ile indiiklenen apoptoza kiyasla lovastatin + talidomid tarafindan indiiklenen daha
yiiksek apoptoz orami tespit etmislerdir. Janosi ve ark. (54) yaptig1 calismada ise
mevastatinin U266 insan myelom hiicrelerinde hiicre dongiisii duraklamasi ve kaspaz 3
bagimli apoptozu indiikledigi bulunmustur. Terzi ve ark. (55) U266 myelom hiicre hattinda
statinlerin sitotoksik etkilerini karsilastirmis, simvastatin ve atorvastatinin gii¢lii antikanser

aktivite gosterdigine dikkat ¢ekmislerdir.

Literatiir taramasinda statin ve standart kanser terapilerinin beraber yapildigi faz III
caligmalarinda sagkalim ve progresyonsuz sagkalim iizerinde anlamli bir sonug¢ elde
edilmedigi goriildii. Farkli statin ilaglarinin kendi aralarinda ve ekstrahepatik dokularda
birikme 6zellikleri arasinda farkliklar bulunmaktadir (18). Bu ilaglar oldukca genis bir aile
olmasina ragmen, bu ailedeki ajanlarin gosterdigi pleiotropik etkiler birbirinden farkli
olabilir. Bu durum ileride yapilacak olan arastirmalarda statin se¢ciminin ve statinlerin
kemoterapi 1ilaglartyla farkli kombinasyonlarin arastirilmasi gerekliliginin  6nemini

gostermektedir.

Bu uzmanlik tezi MM hastaliginin tedavisinde statin kullanimmin etkinligi/
giivenilirligi ve atorvastatinin mevcut standart tedavi olan bortezomib ile birlikte
etkinliginin aragtirilmasi icin yapildi. Atorvastatinin MM hiicre hattindaki sitotoksik etkisi
ve apoptoz lizerine etkisi incelendi. Sonuclar atorvastatinin giiclii antikanser aktivite
gosterdigini  ortaya ¢ikardi. Calismamizda ‘Kontrol, Bortezomib, Atorvastatin ve
Bortezomib+Atorvastatin’ olmak iizere toplam 4 grup dizayn edildi. Atorvastatin 5 ile 200

uM arasinda doza bagiml bir sekilde etki gosterdi. Diger yandan 100 ile 1000 nM arasinda
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degisen dozlardaki bortozemibte doza bagiml bir etki goriilmedi. Optimum dozlarda hem
bortezomib hem de atorvastatinin birlikte kullanildig1 grupta ise atorvastatinin bortezomibin
etkisini arttirdig1 gézlemlendi. Ayrica ayni deney gruplarinda akim sitometri ile Annexin V
kullanilarak hiicrelerin apoptoz oranlar1 belirlendi. Atorvastatin ve bortezomibin birlikte

muamelesi tek bagina bortezomib kullanimindan daha etkili bir apoptoz saglamistir.

Bizim sonuglarimiz U266 hiicre hattinda atorvastatinin antikanser 6zelligi oldugunu
gosterdi. Elde edilen bulgular, MM tedavisinde bortezomibin statinler ile kullaniminin
Onliniin agilabilecegini gostermektedir. Yaptigimiz ¢alismanin sonuglari ve diger calismalar
da goz oniine alindiginda statinlerin MM tedavisinde kullanilabilmesinin yararli olabilecegi
kanaatindeyiz. Bir ajan olarak statinlerin MM {izerindeki etkileri in-vivo olarak da

kanitlanabilirse daha ileri klinik ¢alismalar i¢in gosterge olabilir.

Sonugta uzmanlik tezi olarak yapilan bu ¢alismada in-vitro olarak atorvastatinin ve
bortezomib ile kombinasyonunun myelom hiicre dizisindeki etkilerini inceledik. Tek basina
atorvastatin myelom hiicre serilerinde hem hiicre proliferasyonunda azalma ve hem de
apoptozda indiikleme olusturdu. Atorvastatinin bortezomib ile beraber kullanilmasi ise tek
basina bortezomib kullanimindan daha ¢ok hiicrenin apoptoz ile indiiklenmesine neden
oldu. Bu sonuglar atorvastatin ile bortezomibin sinerjistik etki gdsterebilecegini
diisiindiirmektedir. Atorvastatinin myelom hiicre serilerindeki bu etkileri ilacin myelom
tedavisinde Ozellikle standart tedavilere yanit vermeyen hastalarda bir umut olabilecegini
destekler niteliktedir. Ilacin tiim diinyada yaygin olarak kullanilmasi, kolay elde edilmesi,
ucuz ve yan etki profili acisindan giivenli sayilmasi heniiz kiirabl olmayan ve tedavi
segenekleri pahali olan MM hastaliginda kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle
kardiyovaskiiler ve dislipidemi komorbiditesi olan refrakter MM tamili hastalarda

atorvastatin tedavide degerlendirilebilir bir ajan olabilir.

In-vitro ¢alismamizin sonuglarma bakildiginda farkli myelom hiicre serileri iizerinde
atorvastatin ve diger statin tiirlerinin arastirilmas: ve kiyaslanmasi ardindan statinlerin
myelomlu hastalarda kullanilabilir diisiincesinin klinik ¢alismalar ile desteklenmesi yararh

olacaktir.
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6. OZET

MYELOM TEDAVISINDE STATINLER BORTEZOMIB’iN ETKISINi
ARTIRIYOR MU?

Amac - hipotez: Multipl myelom tedavisinde kiir saglanamamasi nedeni ile yeni
ve farkli yolaklar etkileyen ajanlara gereksinim duyulmaktadir. Statin kullanan hastalarda
malign hastaliklarin daha az goriilmesi statinlerimantineoplastik etkileri olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu ¢calismada kolesterol sentezinden sorumlu ve hiicre proliferasyonunda
onemli rol oynayan mevalonat yolag {izerine etki gosteren statinlerin, bortezomible beraber
etkisinin hastaligin tedavisine katkisinin olup olmayacagi arastirildi. MM hiicre kiiltiiriinde
statinlerin bortezomib ile beraber kullanildiginda plazma hiicreleri {izerine etkisinin

incelenmesi amaglandi.

Yontem: Calismada U266 myelom hiicre serisi kullanildi. Hiicreler RPMI 1640
besiyerinde %10 1s1 ile inaktive edilmis Fetal Sigir Serumu, 100 U / ml penisilin, 100 mg /
ml streptomisin, 200mM L-glutamin ortamida ve %5 CO,, 37 °C atmosferde ve 75 cm®
polistiren flasklarda biiyiitiildii. Bortezomib ve atorvastatine ait IC50 degerleri belirlendi.
Belirlenen dozlarda bortezomib, atovastatin ve kombine ila¢ uygulanarak MTS/PMS deneyi

ile canlilik ve Annexin V-FITC ile apoptoz degerlendirildi.

Bulgular: MTS/PMS deneyi ile bortezomib, atorvastatin ve kombine ilag
gruplarinda canlihigin azaldig tespit edildi. Akim sitometri deneyinde ise tek basina
bortezomib grubuna gore kombine ilag grubunda apoptoz agisindan istatistiksel anlamli fark

saptandi1 (p=0,008).

Sonu¢: Calismanin sonucunda atorvastatin ile U266 MM hiicre serisinde
canlilikta azalma ve apoptozda indiiklenme izlendi. Bununla birlikte MM tedavisinde
kullanilan bortezomib ile atorvastatin birlikte uygulandiginda, bortezomibin etkinligini
arttirdig1 saptandi. Farkl: statinler ile farklit MM hiicre serilerinde yapilacak daha fazla in vitro

calisma, faz III ¢alismalari i¢in yol gosterici olacaktir.

Anahtar kelimeler: Multipl Myelom, Atorvastatin, Bortezomib
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7. SUMMARY

DO STATINS IMPROVE THE EFFECT OF BORTEZOMIB IN MYELOM
TREATMENT?

Objective - hypothesis: There is still a need for agents that affect new
and different pathways due to the incurability of the disease. Considering that
malignant diseases are less common in patients using statins, in this study, it was
investigated whether the effect of statins, which act on the mevalonate pathway,
which is responsible for cholesterol synthesis and plays an important role in cell
proliferation, together with bortezomib, will contribute to the treatment of the disease.
It was aimed to examine the effects of statins on plasma cells when used together with

bortezomib in MM cell culture.

Method: U266 myeloma cell line was used in the study. Cells were grown in
RPMI 1640 medium in %10 heat-inactivated Fetal Bovine Serum, 100 U/ml penicillin, 100
mg/ml streptomycin, 200 mM L-glutamine and %5 CO,, 37 °C atmosphere and 75 cm’
polystyrene flasks. IC50 values of bortezomib and atorvastatin were determined. Viability
with MTS/PMS assay and apoptosis with Annexin V-FITC were evaluated by administering

the determined doses of bortezomib, atovastatin and combined drug

Results: Viability decreased in bortezomib, atorvastatin and combined drug
groups with MTS/PMS experiment. In the flow cytometry experiment, a statistically
significant difference was found in the combined drug group in terms of apoptosis compared

to the bortezomib group alone (p=0,008).

Conclusion: As a result of the study, a decrease in viability and induction of
apoptosis were observed in the U266 MM cell line with atorvastatin. However, when
bortezomib and atorvastatin used in the treatment of MM were administered together, it was
found that bortezomib increased its effectiveness. Further in vitro studies with different

statins in different MM cell lines will guide phase III studies.

Keywords: Multiple myeloma, Bortezomib, Atorvastatin
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