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OZET

Okgesiz, A., Pitavastatin Sitotoksisitesinin Serviks Kanser Hiicre (HeLa)
Hattinda Degerlendirilmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Farmasotik Toksikoloji Programm Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2018. Diinyada
kadinlarda, en sik goriilen kanser tiirlerinden biri serviks kanseridir. Serviks
kanserinin olas1 tedavi yontemlerinin arastirilmasi, bu hastalik siireci hakkindaki
bilginin arttirilmasin1 saglayarak hastalar i¢cin yeni, etkili tedavi se¢eneklerinin
kesfedilmesine yol acacaktir. Bundan dolayr bu tez calismast kapsaminda
pitavastatinin insan serviks kanser hiicre (HeLa) hattinda antikanser etki
potansiyellerinin arastirilmast amaglanmigtir. Ayrica gliniimiizde serviks kanseri
tedavisinde kullanilan sisplatinle pitavastatin kombinasyonunun olast sitotoksik
etkisi degerlendirilmistir. Pitavastatin ve sisplatinin hiicre canliligina olan etkisi 3-
(4,5-dimetiltiyazol-2-il) 2,5-difenil tetrazolyum bromiir (MTT) ve nétral kirmizi alim
(NKA) yontemleri ile belirlenmis olup, farkli dozlar1 24, 48 ve 72 saatlik maruziyet
stirelerinde temas ettirilmis ve hiicrelerin %350’sinin 6ldiigii inhibitdr konsantrasyon
(ICs0) degerleri hesaplanmustir. Ayrica, HeLa hiicresinde, pitavastatinin tek bagina ve
sisplatinle kombinasyonunun olasi sitotoksik etkisi ilk kez bu tez ¢aligsmasi ile ortaya
konmustur. MTT ve NKA yontemlerinde pitavastatinin 2-200 uM konsantrasyon
araliginda HeLa hiicrelerinde belirgin bir sitotoksik etkisinin oldugu ve sisplatinin ise
artan doza bagli olarak hiicre canliligimi azalttigi goriilmiistiir. Farkli dozlarda
kombine pitavastatin ve sisplatin ile tedavi, tek basmma uygulanmalarina kiyasla,
onemli 6l¢iide proliferasyonun inhibisyonuna neden olmustur. Elde edilen bulgular
1s1ginda,  pitavastatinin - gerek tek basina gerekse sisplatin ile birlikte
kombinasyonunun serviks kanser tedavisinde umut verici bir strateji olabilecegi
diistiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Kombine tedavi, Pitavastatin, Serviks Kanseri, Sisplatin,
Sitotoksisite
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ABSTRACT

6kg:esiz, A., Cytotoxic Evaluation of Pitavastatin in Cervical Cancer Cell
(HeLa) Line, Hacettepe University Health Sciences Institute Master Thesis in
Pharmaceutical Toxicology, Ankara, 2018. Cervical cancer which is one of the
most common cancer types in women throughout the world. Investigation of possible
and alternative treatment methods of cervical cancer will lead to the discovery of
new effective treatment options for patients by increasing knowledge about progress
of this disease. Therefore, the aim of this thesis is to investigate the potential
anticancer effect of pitavastatin in human cervical cancer cell line (HeLa). In
addition, the possible cytotoxic effect of the combination of pitavastatin and
cisplatin, which is conventional cervical cancer treatment drug, was assessed. In this
study the effect of pitavastatin and cisplatin in cell viability were determined via 3-
(4.5-Dimethylthiazol-2-yl)-2.5-Diphenyltetrazolium Bromide (MTT) test and neutral
red uptake (NRU) assays. The action profiles of different concentrations on cell
growth curves have been evaluated and the half maximal inhibitory concentration
(ICso) values have been calculated. The possible cytotoxic effects of pitavastatin
administered separately and in combination with cisplatin in HeLa cell line have
been investigated by this thesis for the first time. It has been shown that pitavastatin
has a marked cytotoxic effect in HeLa cells at a concentration range of 2 uM - 200
uM and cisplatin decreases cell viability due to increased dose by MTT and NRU
assays. Treatment with combined pitavastatin and cisplatin at multiple doses resulted
in significantly greater inhibition of proliferation than any other single dose. The
findings suggest that, pitavastatin alone or in combination with cisplatin may be a

promising strategy for cervical cancer treatment.

Key Words: Cervical Cancer, Cisplatin, Cytotoxicity, Combination therapy,
Pitavastatin
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1. GIRIS

Servikal kanser (rahim agzi kanseri), diinyada kadinlar arasinda goriilen en
yaygin ikinci kanserdir (1). Diinya genelinde yilda yaklasik 500.000 kisi serviks
kanser tanis1 almakta olup 274.000 kisi bu hastalik sebebiyle yasamini yitirmektedir.
Goriilme sikliginda belirgin bir artis kaydedilen serviks kanserinin ortalama goriilme
yast 52°dir. Serviks kanseri goriilme siklig1 agisindan Tiirk popiilasyonunda onuncu
sirada yer almaktadir (2). Servikal kanserin tedavisinde giiniimiizde kullanilan ilaglar
genellikle ¢ok toksiktir ve ciddi yan etkilere neden olmaktadir. Bu durum da kanser
tedavisi sirasinda hastaya zarar vererek hayatta kalma sansini azaltmaktadir. Bu
nedenle giivenli, etkili ve disiik toksisiteye sahip antikanser ilacin belirlenmesi
arastirmacilarin ilgisini gekmektedir (3).

Hidroksimetil glutaril CoA (HMG-CoA) rediiktaz inhibitorlerinin (statinler)
kardiyovaskiiler alandaki yararli etkileri iyi bilinmesine ragmen, olasi antikanser
Ozellikleri son zamanlarda 6nem kazanmistir (4). Statinler, kanser hiicrelerinde yeni
damar olusumunun inhibisyonu, kemoterapétik ajanlara kars1 direncin azaltilmasi ve
apopitozun indiiklenmesi ile birlikte antioksidan ve antienflamatuar o6zellikleri
nedeniyle antitiimor etkilere sahiptir. Mevcut ¢abalar, kanser tedavisinde statinlerden
terapotik faydalar saglamaya yonelik oldugundan, statinlerin farkli kanser tiirlerinde
bir adjuvan ajan olarak kullanilmasi son derece 6nemlidir (5).

Statin ailesinde yer alan pitavastatinin, karaciger, cilt, kolon, pankreas, kolon
ve over kanser hiicrelerinde sitotoksik etkilerinin degerlendirildigi ¢aligmalar
literatiirde yer almaktadir. Ayrica, yapilan bazi ¢alismalarda ¢oklu ilag direncine
sahip timor hiicrelerinde, pitavastatinin kemoterapdtik ilaglarla kombine halde
verilmesinin ila¢ direncini agsmada etkili oldugu tespit edilmistir (6-10). Serviks
kanserinde pitavastatinin etkili olup olmadiginin arastirilmasi tedavide yeni terapdtik
stratejiler belirlenmesine yardimci olacaktir.

Ilerlemis veya tekrarlayan metastatik hastaliklarda, statinlerin sitotoksik veya
yeni molekiiler hedefli ajanlarla birlikte 6zellikle kombinasyon halinde verilmesi
halinde klinik 6ncesi modellerde etkili olma olasilig1 daha yiiksektir (4). Kombine
tedavinin, ila¢ toksisitesi ve ila¢ kaynakli direnci yenmek i¢in kanserde en etkili

tedavi stratejisi oldugu diisiiniilmektedir (11).



Yukarida bahsedilen bilgiler dogrultusunda, bu tez calismasi kapsaminda,
pitavastatinin tek basina ve servikal kanser tedavisinde kullanilan bir antikanser ilag
olan sisplatin ile kombine halde serviks kanser hiicre (HeLa) hattindaki olasi
sitotoksik etkisinin 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT)

ve notral kirmizi alim (NKA) yontemleriyle degerlendirilmesi amaglanmaigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, genetik ve ¢evresel kosullarin etkisi altinda hiicrelerin kontrolsiiz
boliinmesi ve ¢ogalmasi ile ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Bilinen yiizden fazla kanser
tirii vardir (12). Diinyada her yil yaklasik on bir milyon kisi kansere
yakalanmaktadir. Halen 25 milyon kanser hastasinin var oldugu disiiniilmektedir.
Diinya genelinde oOlim nedenlerinin % 12,5’inin kanser kaynakli oldugu
bilinmektedir. Tiirkiye’de tipki diinyada oldugu gibi kanserin kalp hastaliklarindan
sonra ikinci Oliimciil nedeni oldugu bilinmektedir (13). Kanserin belli tiirleri igin
olabildigince standart yaklasimlar gelistirilmesine ragmen; kanser kisisel bir
hastaliktir (12). Ayrica kanser, sik goriilmesi ve baglica 6liim nedenlerinden biri
olmasi sebebiyle beraberinde getirdigi sosyal ve ekonomik yiik ile de toplumun bir
sorunu olarak diistiniilmektedir (14). Kanserin temelini kanser hiicreleri olusturur
(15). Kanser hiicrelerinin olusumu trilyonlarca hiicreden olusan insan viicudunda
herhangi bir bolgeden baglayabilir. Saglikli hiicreler, viicudun ihtiya¢ duydugu gibi
yeni hiicreler olusturmak i¢in biiyiir ve boliiniir. Hiicreler yaslandik¢a veya hasar
gordiiklerinde Oliir ve yerini yeni hiicreler alir. Ancak kanser gelistiginde, diizenli
siire¢ bozulur ve ihtiya¢ duyulmadigi halde yeni hiicreler olusur. Olusan yeni
hiicreler siirekli ve kontrolsiiz boliiniir, timor olusumu baslar ve ilerler (15, 16)
Kanser hiicreleri, saglikli hiicrelerden farkli olarak gerekli biiyiime faktorlerine
gereksinim duymadigindan hiicrenin normal biiylime sinirina uymazlar. Kanser
hiicreleri, normal hiicrelere gore birbirlerine daha az tutunduklari i¢in dokular
arasinda dolasma egilimleri gosterdiklerinden kan dolasimina girerek biitiin viicuda
dagilirlar (17). Bu biiyiime, komsu dokularda degisiklige neden olan ya da komsu
dokular1 yok eden c¢esitli enzim ve sitokinler tarafindan kolaylastirilir. Hiicre
biliylimesi arttig1 igin yiizey alaninin yetersizliginden dolayi, hiicrenin daha fazla
bliylimesini saglayan bagimsiz bir vaskiiler destek olusumu olan tiimor anjiyogenez
faktorleri iiretilir (18). Uretilen bu anjiyogenik faktérlerle siirsiz ve yiiksek oranda
cogalmay1 siirdiirmek isteyen kanser hiicresinin yeterli besin ve oksijen ihtiyaci

karsilanmis olur (19). Boylece, kanser hiicreleri diger hiicrelerden histopatolojik



anlamda farklilasma, proliferasyon, vaskiilarite, enflamasyon ve/veya invazivlik gibi
cesitli farkliliklar igerir (15).

Kanser gelisimine c¢ok c¢esitli kaynaklar sebep olmaktadir.  Bakteriler,
virlisler, kimyasallara maruziyet, iyonize radyasyon, asir1 reaktif oksijen
bilesiklerinin (ROB) iiretimi ve kalitim gibi bir¢ok faktorler kanser gelisimine neden
olmaktadir. Kanser gelisimine neden olan bakteri ve viriisler arasinda genellikle
midede bulunan bir bakteri olan Helicobacter pylori, T hiicreli 16semi viriisi,
servikal kanserin baglica etiyolojik faktorii olan human papilloma viriisii (HPV)
sayilabilir. Cevremizde maruz kaldigimiz bir¢ok kimyasal kansere sebep olmaktadir
(20-22).

Kanser olusumuna sebep olan kaynaklardan biri oldugu diisiiniilen ROB’un
asirt liretiminin, epidemiyolojik ve deneysel c¢aligmalarda hiicre i¢i homeostazda
degisikliklere yol acabilecegi bildirilmistir. Hiicre i¢indeki oksidanlarin fazlaliginin,
antioksidan savunma ve/veya DNA onarimi mekanizmalari ile dengelenmediginde
hiicrelerin 6nemli bilesenlerine zarar verebilecegi gosterilmistir (23). ROB’un kanser
olusumuna yol agtigina dair ciddi bulgular bulunmaktadir (22). Cevresel, hormonal
ve viral iligkili kansere sebep olan faktdrler, ROB iiretilmesi yoluyla oksidatif stresle
kuvvetle iligkilidir. ROB’lar, viicutta serbest radikalleri artiran ve ¢evresel uyaricilar
gibi doku hasarina yol acan dogal siirecler sonucu olusmaktadirlar. Iyonize
radyasyon, hipoksi, sigara igimi, alkol tiiketimi gibi ROB iiretimini artiran gevresel
faktorlere Ornek verilebilir. ROB, karsinojen aktivasyonuna aracilik eden, DNA
hasarina neden olan ve DNA hasarina miidahale eden karsinogenezin baslangic
asamasinda bir¢ok etkiye sahiptir. Kanser hiicreleri normal hiicrelere kiyasla daha
yiiksek ROB seviyeleri sergilerler. Artan antioksidan savunma ile, kanser hiicreleri
icindeki oksidatif durum dengelendiginden, yiikksek ROB diizeylerinin g¢esitli
mekanizmalar yoluyla karsinojenezi dnleyebilecegi one siiriilmektedir (23).

Bununla birlikte, DNA dizisinde kiigiik bir degisiklikle olusabilecek bir
mutasyon sonucunda kanser gelisimi de baslayabilir. Mutasyonun hiicrenin biiytimesi
ve ¢ogalmasini kontrol eden genlerin hasarlanmasi ya da anormal bir sekilde aktive
olmasi sonucunda ortaya ¢iktig1 belirtilmistir (24, 25). Saglikli hiicreler, bu tiir hasari
onaracak sekilde evrimlesmis olsa da, ¢esitli nedenlerden 6tiirii hatalar meydana gelir

ve genomdaki siirekli degisiklikler sonucu mutasyonlar ortaya g¢ikar (19). Yasami



boyunca mutajenlere maruz kalmakta olan insanin DNA’sinda meydana gelen bu
hafif degisiklikler replikasyon hatalarina neden olur. Bazen, bu somatik
mutasyonlardan biri, meydana geldigi hiicrede biliylimeyi saglayan kritik bir genin
islevini degistirir. lgili hedef genlerdeki ek mutasyonlar, ¢evre dokular1 istila eden
ve metastaz yapan hiicreler iiretir (26). Kansere neden olan bu mutasyonlarin biiyiik
cogunlugu kalitsal degildir, ancak DNA'ya kimyasal zarar verir ve bunun bir sonucu
olarak ortaya ¢ikar. Bu mutasyonlar hayati anlamda ©nemli olan genlerin

fonksiyonlariin degistirilmesine yol agmaktadir (19).

2.2. Kanserin Tanimlayic1 Ozellikleri
Hanahan ve Weinberg (27) kanserin tanimlayici 6zellikleri arasinda;
o Proliferatif sinyallerin siirdiiriilmesi,
¢ Biiyiime baskilayici sinyallere duyarsiz olma,
e Hiicre dliimiine kars1 direng,
e Sinirsiz boliinme yeteneginin etkinlestirilmest,
¢ Anjiyogenezin indiiklenmesi,

e Invazyon ve metastaza yer vermistir.

Bu tanimlayic1 6zelliklerin sematize sekli asagida verilmistir (Sekil 2.1.).



Proliferatif Sinyallerin
Surdiralmesi

Hiicre Oliimiine Bilyiime Baskilayici
Karsi Direnc Sinyallere Duyarsiz Olma

Anjiogenezin invazyon ve metastazin
indiiklenmesi aktivasyonu

Sinirsiz boliinme yeteneginin
etkinlegtirilmesi

Sekil 2.1. Kanser hiicrelerinin 6zellikleri (27).

Colotta ve ark. (28) 2009 yilinda enflamasyonun kanser riskini artirdigini
belirtmislerdir. Buna gére enflamasyonun, epidemiyolojik olarak enflamasyon ile
ilgili olmayan tiimorlerin mikroortaminda da mevcut olacagi belirtilmis olup son
caligmalarda, enflamasyonu ve kanseri birbirine baglayan molekiiler yolaklarin
varoldugu gosterilmistir. Timor mikrogevresinde, enflamasyon malign hiicrelerin
proliferasyonuna ve hayatta kalmasina, anjiyogenez ve metastaza, adaptif
immiinitenin yikilmasina, hormonlara ve kemoterapotik ajanlara verilen yanitin
azalmasina neden olmaktadir. Son veriler, kanserle iliskili enflamasyonda yer alan ek
bir mekanizmanin, kanser hiicrelerinde rastgele genetik degisikliklere neden olarak
inflamatuar mediyatorlerin genetik degisikligi indiikledigini diistindiirmektedir.
Kanserin tanimlayici alti 6zelligini belirleyen Hanahan ve Weinberg’e katki olarak
enflamasyonun kanserle iliskili yedinci 6zelligi temsil ettigi gosterilmistir.

2011 yilinda ise Hanahan ve Weinberg tarafindan belirlenen kanserin bu alt1
ozelligi revize edilerek enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasi ve
bagisiklik sistemine diren¢ olmak tizere iki yeni ayirt edici gosterge eklenmistir:
Kanser hiicrelerinde enerji metabolizmasmin yeniden programlanmasi ilk olarak
Nobel Odiilii'nii kazanan Otto Warburg tarafindan 1920'lerde tanimlanmistir. Bu

olay, normal aerobik kosullar altinda bile tiimor hiicrelerinde gelismis glikoliz



anlamina gelir. Bu bulgunun yayginligi, Warburg'un hipotezinin formiilasyonundan
hemen hemen bir asir sonra, klinik onkologlarin, metastazlart saptamak igin kanser
hiicrelerinin artan glikoz alimindan faydalanmalariyla kanitlanmistir. Yeniden
programlanmis kanser hiicresi metabolizmasinin 6zellikleri arasinda enerji
gereksinimlerini aerobik glikoliz ile tedarik etmek i¢in, tiimor hiicrelerinde glikozun
hizli bir sekilde mitokondriye girdigi ve Krebs dongiisiine dahil oldugu ve asetil-
Koenzim A (asetil-CoA)'ya okside edilen piruvat igine doniistiirtildiigiine yer
verilmistir. Ayrica, kanser hiicrelerinde hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasi i¢in bir yap1
tag1 olarak islev goren asetil-CoA'nin sitoplazmaya salimi artmistir. Bu sekilde,
asetil-CoA mevalonat metabolizmasi i¢in giderek daha fazla kullanilabilir hale

gelmektedir (29).

2.3. Hiicre Dongiisii ve Karsinogenez

Hiicre homeostazi hiicre ¢ogalmasi, biiyiimenin sona erdirilmesi ve apoptoz
ile saglanir. Hiicrenin ¢ogalmasi ve hiicre siklusunun ilerlemesi biiylime ile yakindan
iligkilidir (30). Bir hiicrenin béliinmeye baslamasiyla, takip eden diger hiicre
boliinmesine dek gecen siirede, hiicrede meydana gelen gecici morfolojik
degisikliklerin ve biyokimyasal aktivitelerin goriildiigii siirece hiicre dongiisii denir
(31). Hiicre dongiisiiniin oldukga kisa bir evresinde boliinme gergeklesir. Dongiiniin
geri kalan kismi yani iki boliinme arasinda kalan aralik interfaz olarak adlandirilir.
Hiicrenin aktif oldugu bu evre DNA’nin replike edildigi (S), sentez fazindan dnceki
(G1) ve sonrasindaki faz (G2) olmak iizere 3 fazi1 meydana getirir. Gy fazinda aktif
olarak biiyiime gergeklestikten sonra S evresinde gerekli enzimler sentezlenir ve
DNA replikasyonundan sonra G, fazinda boliinme igin gerekli hazirliklar yapilarak
boliinme evresinin sonunda (M) hiicre siklusu tamamlanmis olur (32). Bu siklusta
hiicrenin uyarilmas1 ve biiylime gerceklesir ve mitozdan sonra hiicre dongiiden
cikarak dinlenme faz1 olan G fazinda bekler. Hiicre dongiisiinde cesitli kontrol
noktalarinda siklusun devam edip etmeyecegine karar verilir. Bu kontrol gecisleri
G1-S gegisinde, G2-M gecisinde ve metafaz-anafaz gecgisinde bulunur. Dongii
icindeki olaylar1 kontrol altinda tutan ¢ok sayida ve kompleks etkilesimler mevcuttur.

Hiicre boliinmesinin kontroliiniin  bozulmasini, bu siklusun diizenlenmesindeki



hatalar olusturur. Belirtilen kontrol noktalarinda meydana gelen degisimler kanserin
olusumu ile sonuglanabilir (30).

Bir viicut hiicresinin genetik ve epigenetik degisimler sonrast kanser
hiicresine doniisiim asamalarinin biitiinli ise karsinOjenez olarak tanimlanmaktadir.
Etiyopatojenezinde birgok faktoriin oldugu genetik hasarin bir sekilde baslamasi,
timor baskilayic1 genler ve protoonkogenlerin rol oynayarak, bir dizi genetik ve
molekiiler degisiklik sonrasi, geri doniissiiz asamaya gecis ve sonunda organizmanin
kanser hiicreleri ile karsi karsiya gelisi halen tam olarak aydinlatilamamis aktif bir
stiregtir. Karsinogenezi c¢evresel toksik maddeler, beslenme bozukluklari, iyonize
radyasyon, immiin sistem anomalileri gibi faktorler baslatabilmektedir. Son yillarda
mikrobiyotanin da multifaktoriyel karsinogenez asamalarinda aktif bir sekilde rol

aldig1 gosterilmistir (33).

2.4. Kanser Teshisi

Kanser teshisinin daha erken asamada ortaya konmasi ile hayatta kalma ve
hasta memnuniyeti olumlu yonde sonuclanir. Kanser tanilarinin c¢ogu detayh
anamnez ve fizik muayenenin ardindan yapilir. Kanserin erken teshisini
saglayabilmek i¢in muhtemel kanser belirtilerini gdsteren semptomlar1 takip ve

hastalarin tibbi yardim almasi halk sagligi agisindan oldukg¢a 6nemlidir (34).

2.5. Kanser Tedavisi

Gilinlimiizde, kanser diinya ¢apinda onemli bir saglik sorunu olup sistemik
tedavi, kanserin ortadan kaldirilmasi i¢in en 6nemli faktorlerdendir (35). Kanser
olusumunda ¢oklu mekanizmalar etkili oldugundan kanserin tedavisinde, kanserin
cinsi, tiimdriin bulundugu yer ve gelisimi, tedavinin seyri gibi faktorlere gore tedavi
yontemleri uygulanmaktadir (36). Uygulanan bu tedavi yontemleri arasinda bulunan
cerrahi, kemoterapi ve radyoterapi tek baslarina ya da kombinasyonlar1 seklinde
uygulanmaktadir. Cerrahide amac tiimorlii doku veya organin uzaklastirilmasi iken
kemoterapi ve radyoterapide ise amag¢ kanser hiicrelerinin oldiirtilmesidir (37).
Genellikle tiimorii tamamen yok etmeyi amaglayan cerrahi yontemler, 6zellikle erken
evrede olan iyi huylu tiimoérlerde ilk segenektir (36).

Kanser tedavisinde kullanilan antikanser ilaglarin ¢ogu sitotoksik etkileri

sonucunda malign hiicrelerin biiylime ve ¢ogalmalarin1 6nleyerek onlarin 6liimiine



yol agarlar (37). Hiicre 6limiiniin meydana gelebilecegi farkli yollarin tanimlanmast,
kanser hiicrelerinin 6liimiine ve tedavi i¢in hedeflerin tespit edildigi mekanizmalara
1s1k tutmaktadir (38). Hiicre 6liimiine yol agan temelde apoptoz, otofaji, nekroz ve
mitotik katastrof olmak tizere dort ¢esit dinamik hiicresel aktivite tanimlanmustir.
Yaglanma bir tiir fizyolojik hiicre 6liimii olarak kabul edilir. Bu siireglerden apoptoz
ve otofajinin, “programlanmis” oldugu diisiniilmektedir. Nekroz ve mitotik katastrof
genellikle biiylik hiicresel olaylara pasif yanit olarak kabul edilir. Ancak, yeni
bulgular bu 6liim tiirlerinin de genetik olarak kontrol edilebilecegini gostermektedir
(39).

Hiicre 6limiine yol acan dinamiklerden ilki olan apoptoz, plazma membrani
vezikiilasyonu, niikleer kondansasyon ve DNA fragmantasyonu ile programlanmis
veya kontrollii hiicre oOliimii ile karakterizedir. Bu morfolojik degisiklikler,
fosfatidilserin ve kalretikulin gibi molekiillerin, 6lmekte olan hiicrelerin yiizeyine
temas etmesi ile iliskilidir ve ¢ogu zaman hiicrenin bir enflamatuar yanit ortaya
cikarmadan komsu fagositik hiicreler tarafindan tanimmasma ve yutulmasina izin
vermektedir. Apoptotik oliim, aktif sisteinil aspartil-yonlendirici proteazlar veya
kaspazlar olarak bilinen yapisal olarak iliskili hiicre igi proteazlarin bir ailesi
tarafindan gerceklestirilmektedir (38). Apoptoz molekiiler diizeyde giderek daha iyi
tanimlanmasimin ragmen, nekroz kontrol edilemeyen ve patolojik olan bir hiicre
Olimii olarak gosterilmektedir. Bununla birlikte, son c¢alismalar nekrozun coklu
gelisimsel, fizyolojik ve patolojik durumlarda yer alabilecek diizenlenmis bir olay
oldugunu da gostermektedir (39). Bu nedenle, apoptoza benzer sekilde nekrozun,
programlanmis hiicre 6limi oldugu ileri siiriilmektedir. Ancak, tim viicut ig¢in
apoptoz ve nekrozun fizyolojik sonuglart oldukg¢a farklidir. Apoptozu gergeklestiren
hiicrenin ortadan kaldirilmasi, viicut tarafindan neredeyse hi¢ fark edilmeden
gerceklesir. Nekrozda ise hiicre ici bosluga salinan sitoplazmik igerik, inflamatuar bir
yanita, yani yerlesik fagositlerin aktivasyonuna ve nekroz bolgesine l6kositlerin
cekilmesine neden olur. Nekrotik hiicre yikimi patofizyolojik kosullar altinda
gerceklesir (40). Otofaji hiicrelerin sitoplazmayi geri doniistirme ve fazla veya
kusurlu organelleri yok etme siireci olarak tanimlanabilir. Otofaji, cogu dokuda bazal
seviyelerde goriliir ve sitoplazmik bilesenlerin rutin dongiisiine katkida bulunur.

Ancak, otofaji besin tilkenmesi gibi ¢evresel kosullarin degismesiyle tetiklenebilir.
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Kanser gibi bazi hastaliklarda rol oynayan otofaji; paradoksal olarak, hiicrelerin
korunmasia hizmet edebilirken ayni zamanda hiicre hasarima da neden olabilir.
Otofaji kanseri baskilayabilirken; daha sonra tiimor biiyiidiikge, kanser hiicrelerinin
besin simirlayici ve diisiik oksijen kosullarinda hayatta kalmasi i¢in destek de olabilir
(41). Mitotik katastrof ise kardes kromatit ayrilmasi sirasinda uygunsuz kromozom
ayrilmasindan kaynaklanan anormal mitozu igeren bir siirectir. Genel olarak, bir
Olim sekli degil, 6liim i¢in geri dondiiriilemez bir tetikleyici olarak kabul edilir.
Mitotik katastrof bazen 6liimiin dogrudan mitoz yoluyla gergeklestigini ifade etmek
icin kullanilir (39). Mitoz ile kesintili gegis genellikle kromozomlarin yanlis
kiimelenmesine ve andploidi olusumuna yol acar. Andploidi uzun yillardir kanser
hiicrelerinin sik goriilen bir 6zelligi ve tiimor olusumunun olast bir nedenini
olusturmustur (42).

Son yirmi yildir kanser konusunda molekiiler boyuttaki bilgi diizeyi
inanilmaz bir sekilde gelismistir. Bu durum, bir kismi klinik uygulamaya girmis olan
etkili tedavilerin gelistirilmesi i¢in ¢ok sayida heyecan verici yeni hedefi beraberinde
getirmistir. Bu yeni hedefler, kanserin olusum siirecinde hem erken hem de ge¢
donemi tanimlayarak; hastalifin tedavisindeki en 6nemli hedefi ortaya koymus ve
hastaligin 6niine gecilmesinde adim atilmasina neden olmustur. Mevcut tedavilere ek
olarak teknolojinin ilerlemesiyle, gelistirilmeye devam eden yeni tedavi yontemleri,

hekimin hastaya zarar vermeden kanseri tedavi etmesine izin vermelidir (12, 19).

2.6. Serviks Kanseri

Serviks, uterusun alt dar ucuna verilen addir. Serviks kanseri, serviks
dokularinda malign hiicrelerin olusturdugu bir hastaliktir (43). Kadin tireme sistem

Sekil 2.2.’de gosterilmistir.
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Over \ > ~—OQOver
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Sekil 2.2. Kadin tireme sistem (44).
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Serviks kanseri, onlenebilir olsa da, diinya ¢apinda kadinlar arasinda en
yaygin ikinci kanserdir (45). Diinyada yilda 493.000 kisi serviks kanser tanisi
almakta olup ve 274.000 kisi yasamimi yitirmektedir. Ortalama goriilme yas1 52
olmasina karsin 35-39 ve 60-64 yas araliginda goriilme sikliginda belirgin bir artis,
kaydedilmistir. Serviks kanseri Tiirk populasyonunda goriilme sikligr (%5,31)
bakimindan onuncu sirada bulunmaktadir (2). Serviks kanseri, 6liimciil jinekolojik
neoplazi olup kadinlar1 iireme ¢aginda etkilemektedir (21, 46). En Onemli risk
faktorleri human papillomavirus (HPV), insan immun yetmezlik virisi (HIV) ve
klamidya enfeksiyonlari, uzun siireli oral kontraseptif kullanimi, kotli beslenme, ¢cok
sayida gebelik, diisiik sosyoekonomik durum, sigara ve ailesel dykiidiir (47). Serviks
kanserinin basglica etiyolojik faktorii HPV olup bu viriisiin 200'den fazla taninmis
serotipi arasinda en yaygin olanlari, vakalarin yaklasik % 70'inden sorumlu olan
HPV 16 ve HPV 18'dir. Kadinlarin biiyiik kisminin cinsel yolla bulasan bu
enfeksiyona hayatlarinin bir noktasinda sahip olacagi tahmin edilmektedir, ancak
bunlarin sadece % 3-4'tinde serviks kanseri gelisir (21). HPV ile iligkili maligniteler
olan servikal kanserler, diinya genelinde kanserle iliskili 6liimlerin en sik ikinci
nedenidir (48). HPV, diinya genelinde en yaygin cinsel yolla bulagan enfeksiyondur
ve neredeyse tiim servikal kanser vakalarmin sebebidir (49). HPV onproprotein EG,
fonksiyonel olarak bir ubikitin ligaz olan ve bu tiimor baskilayic1 proteinin
degradasyonuna yol acan p53'lin poli-ubikitlemesini katalize eden E6 baglantili
protein olarak adlandirilan bir hiicresel protein ile etkilesir. Benzer sekilde HPV E7,
transkripsiyon faktorlerinin aktivitesini bloke ederek hiicre boliinmesini 6nleyebilen
bir protein olan retinoblastom proteini inhibe eder. E6 ve E7'nin kombine etkileri,
hiicrelerin kansere yol acgabilecek kontrolsiiz boliinme gegirme riski tasir. HPV
enfeksiyonlar1 ayrica vulvar, vajinal, anal, penil ve baz1 kafa ve boyun kanserleri gibi
diger baz1 genital kanserlere de neden olur. Erken teshis edilirse servikal karsinoma
tedavi edilebilir ancak metastatik ve tekrarlayan kanserin kotii prognozu vardir (50).
Amerika Birlesik Devletleri’nde 15-24 yas arasinda olan her 4 erkek veya kadindan
biri HPV ile enfekte oldugu kaydedilmistir. Ulkemizde ise, 15 yas ve iizerinde HPV
enfeksiyonu riski altinda olan 25.830.000 kadin oldugu diisiiniilmektedir. En 6nemli
risk faktoriiniin HPV enfeksiyonlar1 olmast ve HPV DNA sekanslarinin, servikal

timorlerin % 99'undan fazlasinda tespit edilebiliyor olmast HPV enfeksiyonunun
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servikal kanserin olusmasinda gerekli bir unsur oldugunu diisiindiirmektedir (47, 51).
Bu nedenle, HPV enfeksiyonlarindan ve serviks kanserinden korunma amaciyla HPV
asis1 iiretilmis olup, tiim diinyada uygulanmaya baslanmistir. ilag Tiirkiye’ de Nisan
2007 tarihinden itibaren kullanilmaktadir (47). HPV asilarinin uygulanmasi biiyiik
bir ilerlemedir, ancak mevcut asilar vakalarin sadece % 70'ini 6nleyebilmektedir.
Bunun nedeni, HPV enfeksiyonlarimin genellikle asemptomatik ve gecici olmasi,
HPV’nin kendi basina servikal kansere neden olmak ic¢in yeterli olmamasidir.
Serviks kanseri olan kadinlarin hayatta kalmasini iyilestirmek igin bir baska 6nemli

engel, mevcut tedavilere karsi direncin gelismesidir (51).

2.6.1. Servik Kanseri Tanisi

Erken tan1 ve teshis olduk¢a onemlidir. Servikal kanseri erken donemde
teshis etmek ve etkin tedaviye erisimini saglamak ozellikle tarama programlarinin
bulunmadig1 {lkelerde sag kalim olasiligint 6nemli diizeyde artirmaktadir.
Giliniimiizde, hastaligin ilerlemesiyle birlikte tedaviye erisinceye dek serviks kanseri
genellikle tespit edilememektedir, bu durum da 6lim oraninin artmasina yol
acmaktadir. Bu yiizden, serviks kanseri semptomlarin1 anlamak ve saptamak erken
tantya yardimci olmaktadir. Tarama, kanser oOncesi degisiklikleri saptamayi
amaclamakta olup tedavi edilmedigi takdirde kansere yol agmaktadir. Taramada
anormallikler oldugu saptanan kadinlarin, kanserin gelismesini Onlemek ya da
kanseri erken donemde tedavi etmek ig¢in takip, tan1 ve tedaviye ihtiyaglar
bulunmaktadir. Diinya Saglhk Orgiitii (DSO), serviks kanseri taramast ile ilgili olast
yontemler hakkinda su sonuca varmaistir:

e Tarama 30-49 yas araliginda bulunan her kadm i¢in en az bir kez
yapilmalidir;

e HPV testi, sitoloji ve asetik asitle yapilan gorsel muayenelerin hepsi
Onerilen tarama testleridir;

o Kiriyoterapi veya Loop elektro-eksizyonu, kanser oncesi pozitif tan1 alan
kadinlarin ¢cogunlugu i¢in etkili ve uygun tedavi saglayabilmektedir;

e “Tarama ve tedavi” ve “tarama, teshis ve tedavi” her ikisi de degerli

yaklasimlardir.
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Kullanilan yaklasima bakilmaksizin, etkili bir yontemin anahtari, kaliteli
tarama ve tedavi ile risk altindaki kadinlarin biiyiik bir ¢gogunluguna ulagmaktir. Risk
altindaki c¢ogu kadmna wulagsmak i¢in tasarlanmig tarama programlar1 tercih
edilmektedir (52). Serviks kanserinden korunma, genital kanserlerden korunmaya en
iyi ornektir ve neredeyse %100’e yakin korunma saglanabilmektedir. Bu nedenle,
alinacak oOnlemler agisindan kansere neden oldugu diisliniilen faktorleri iyi
bilinmelidir. Serviks kanseri riskini, kadinlarin yasam tarzinda korunma ilkelerine
uyarak azaltmasi miimkiindiir (53).

Son yillarda geng bireylerin serviks kanseri insidansi artmaktadir. Serviks
kanseri i¢in mevcut tedaviler (cerrahi, kemoterapi veya bunlarin kombinasyonu)
sagkalim siiresini uzatir (54). Kemoterapi, kesin lokal tedavilere ek olarak baslica
sistemik tedavi olmaya devam etmekte ve palyasyon i¢in kullanilmaktadir. Hem
kesin hem de postoperatif radyoterapi ile eszamanli olarak uygulanan platin bazli
rejimlerin, ileri evre hastalikta eszamanli kemoradyoterapinin yararl etkisi daha
kiiciik iken, belirgin sagkalim yararlar1 sagladiklart gosterilmistir (55). Bugiine
kadar, servikal malignitelerde tedavi protokolleri, tek basina sisplatin uygulamasina
veya bagka bir sitostatik ilag, 5- florourasil ile kombine tedaviye dayanmaktadir.
Bununla birlikte, konvansiyonel tedavilerin uygulanmasi, tiim organizma igin dnemli
toksisite ile iliskilidir ve ilaglara karsi direncin gelismesine neden olmaktadir (56).
Bu nedenle, serviks kanseri icin yeni tedavilerin gelistirilmesine acil bir ihtiyag

vardir (54).

2.6.2. Kemoterapi ve Sisplatin

Kanser ve tedavisine iligkin Misir’da bulunan ve tahminen milattan 6nce
(M.0.) 1600 yillarinda yazilmis olan Edwin Smith papiriisii bilinen en eski
kaynaklardan biridir. Papiriiste kanser sozciigii kullanilmamistir, bir hastalik ismi
olan Latince kokenli “kanser” kavrami ylizyillar sonra kullanima girmistir. Bu
kullanim1 Hipokrat hayata gecirmis goriinmektedir. Hipokrat’tan giliniimiize kadar
kanser ve olusum mekanizmalar ile ilgili ¢esitli varsayimlar ortaya atilmus,
tedavisinde ilerleme kaydedilmistir. Bunlarin iginde yirminci yiizyill baslarinda
kimyasal ajanlarin farmakoterapotik kullanimi ile ilgili sistemli c¢alismalarin

baslangict ve “kemoterapi” kavraminin tanimlanmasi bulunmaktadir (57).
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Kemoterapi, kanser hiicrelerini 6ldiirerek ya da bu hiicrelerin biiyiimesini kontrol
etmek icin antikanser ilaglar kullanilarak yapilan tedaviye verilen addir (36).
Antikanser kemoterapinin gelismesi ve destek tedavisi, kanser hastalarinin mortalite
ve morbidite oranlarim1 énemli Ol¢lide azaltmistir (58). Bazi kemoterapdtikler ve

onay yillar1 Tablo 2.1.’de verilmistir.

Tablo 2.1. Baz1 kemoterapdtikler ve onay yillar (57).

Onay yili Etkin madde

1957 Klorambusil

1959 Siklofosfamid, tiotepa
1961 Vinblastin

1962 Fluorourasil

1963 Vinkristin

1964 Melfalan, daktinomisin
1966 Tioguanin

1969 Sitarabin, prokarbazin
1970 Floksuridin, mitramisin, mitotan
1973 Bleomisin

1974 Doksorubisin, mitomisin C
1975 Dakarbazin

1976 Lomustin

1977 Karmustin

1978 Sisplatin

1979 Daunorubisin

1982 Streptozotosin

1983 Etoposid

1987 Mitoksantron

1988 [fosfamid

1989 Karboplatin

1990 Altretamin

1991 Fludarabin, pentostatin
1992 Kladribin, paklitaksel, teniposid
1996 Topotekan
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Antikanser kemoterapi asagidaki durumlarda uygulanmaktadir:

1. Lokal veya sistemik kemosensitif timorlerin primer tedavisi

2. Primer timorin ¢ikarilmasindan sonra metastaza yonelik genellikle

palyatif amagla adjuvan tedavi

3. Cerrahi gibi bagka yollarla eradikasyon olasiligini arttirmak i¢in primer

tliimoriin boyutunu azaltmak amaciyla neo-adjuvan tedavi (59).

Kanser i¢in ilag tedavisinin evrimi, alkilleyici ajanlardan ve
antimetabolitlerden dogal iirlinlere ve son zamanlarda molekiiler hedefli ilaglara hizla
ilerlemistir. Buna yonelik sitotoksik ilaglar asagidaki gibi siniflandirilabilir:

1. Alkilleyici ajanlar - mekloretamin, klorambusil, melfalan, siklofosfamid

busulfan, prokarbazin

2. Tubulin baglayict maddeler - vinkristin, vinblastin, etoposide, paklitaksel

.

Antrasiklin antibiyotikler - doksorubisin, mitoksantron, idarubisin,
epirubisin

4. Diger antitimor antibiyotikler - plikamisin, aktinomisin D, bleomisin

5. Platin analoglar1 - sisplatin, karboplatin

6. Antimetabolitler - metotreksat, sitozin, arabinosid, 5-fluorourasil

7. L-asparaginaz, hidroksiiire

Kemoterapi ilaglarinin ¢ogu, hiicre dongiisiine bagimlidir ve yiiksek bir
biiylime fraksiyonu olan tiimorlere karsi daha etkili olmaktadir. Bazi ilaglar, tek bir
ilag maruziyetiyle sinirli sayida hiicre oldiirerek faza 6zgiidiir, bazilar1 ise hiicre
dongiisiinden bagimsizdir (59).

Kanser tedavisi goren hastalarin yaklasik yarisi bir platin analogu ile tedavi
edilmektedir. Bu ila¢g grubunun yaygin kullanimi 1960'larda Barnett Rosenberg
tarafindan sisplatinin antikanser aktivitesinin kesfiyle baslamigtir. Kanser tedavi
rejimlerinde yaygimligina ragmen bu grubun bir takim dezavantajlar vardir. Ornegin,
tek bir ajan tiim kanser tiirlerine karsi esit derecede etkili degildir ve baz1 kanser
tiirleri icin mevcut onaylanmig platin ajanlarin herhangi biriyle tedaviye dogal olarak
direncli oldugu goriilmektedir. Bu direnise ek olarak, kanser hiicreleri, somatik evrim
siireciyle zaman icginde diren¢ kazanabilir. Ayrica, toksisitede minorden doz
sinirlandirmasina kadar degisen bir takim yan etkiler platin ajanlarla tedaviye eslik

etmektedir. Bu problemleri yenmek i¢in ¢ok sayida platin kompleksi hazirlanmis ve
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antikanser aktivitesi i¢in test edilmistir (60). Platin analoglar1 arasinda sisplatin,
karboplatin ve oksaliplatin, kanser kemoterapisinde yaygin olarak kullanilan
ilaglardir (61).

Sisplatin, birgok kanser tiiriinlin tedavisinde kullanilan bir ilag olup serviks
kanser tedavisinde kullanilan standart bir kemoterapétik ilagtir (62). Sisplatinin

kimyasal yapis1 sekil 2.3.’te gosterilmistir.

Cl
H SN.,WP#“

HEN/ e

Sekil 2.3. Sisplatin kimyasal yapisi1 (60).

Etkili bir platin tiirevi olan bu ilacin kesfi kirk yili asmistir ve hiicre siklusuna
0zgii olmay1p etkisini DNA hasar1 olusturarak gostermektedir (59, 63).

Sisplatinin neden oldugu toksik etkilerin altinda yatan mekanizmalar tam
olarak aydinlatilamamis olsa da devam eden deneysel calismalardan elde edilen
sonuglara gore; sisplatinin etki mekanizmasi dort ana adimda incelenebilir:

I. Hiicreye giris,

ii. Sisplatinin aktivasyonu ile toksik metabolitlerine dontistimii
iii. DNA hasari
iv. Apoptoz indiiksiyonu (60).

[lacin hiicre g¢ekirdegine almmasim takiben olusan platin-DNA katimi, bu
ilaglarin sitotoksisitesine aracilik eden ¢esitli hiicresel siiregleri aktive etmektedir
(61).

Sisplatinin atilim1 baslica bdbrekler tarafindan gergeklestirilir. Ik 24 saat
icinde viicuda verilen sisplatinin yaris1 idrardan serbest sekilde elimine edilir.
Sonrasinda sisplatin plazma proteinlerine baglanarak hizli bir sekilde dokularda
birikir. Diger organlarla kiyasladigimizda bobrek daha biiyiik oranda sisplatini tutar
(64). Bu nedenle, bu grup ilaglari incelerken 6nemli durumlardan biri de ilag
toksisitesidir.  Antikanserlerin  optimal  kullanominda etki mekanizmalari,
farmakokinetigi ve ilag etkilesiminin bilinmesiyle birlikte toksisiteleri dikkatli bir

sekilde takip edilmelidir. Sisplatinin renal toksisiteye yol actigi ve eritropoetini
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azaltarak anemiye neden oldugu bilinmektedir. Sisplatin alan hastalar sik olmayarak
miyokard iskemisi gecirdigi ve dncesinde kalp rahatsizligi olanlarda akut miyokard
infarktiisiiniin sik¢a gelistigi kaydedilmistir. Ayrica, sisplatinin doza bagimli dorsal
gangliyon koklerinde birikimi sonucunda sekonder 6zel bir tip norotoksisite geligir
ve hastalarin biiylik bir kisminda sisplatinin indiikledigi noropati yavas bir sekilde
diizelir. Cocuk hastalarda sisplatin kullaniminda siddetli bir sekilde ototoksisite
olustugu goriiliir (65). Yukarida anlatilan sitotoksik kemoterapi ilaglar1 esas olarak
mitoza miidahale ederek c¢ogalan hiicreleri tahrip eder ve klinik kullanimdaki
ilaclarin ¢cogunun molekiiler mekanizmasi aydinlatilmig olsa da sitotoksik ajanlarin
Ozgilliigiiniin olmamasi1 normal ve malignan hiicrelere zarar verme yetenekleri,
bliylkk bir dezavantajdir. Antitiimor etkisini arttirmak i¢in c¢esitli stratejiler
benimsenmektedir. Bunlar, ilaglar1 farkli etki mekanizmalar ile birlestirmeyi, ilaci
dogrudan tiimore iletmeyi ve hiicresel direng mekanizmalarint agmayi igerir. Kanser
tedavisi bu nedenle karmasik bir sekilde gelismektedir. Yapilacak olan ¢aligmalarla
rasyonel ila¢ tasariminda geleneksel sitotoksik kemoterapinin yaninda mekanizma
giidiimlii, hedeflenmis antikanser ajanlar1 kullanilmalidir. Bu nedenle klinisyenler ve
bilim adamlar1 tedaviden en iyi sekilde yarar saglamak ve hastalara verilen bireysel
zarar1 en aza indirmek igin ¢esitli tedavi segeneklerini ¢esitli sekillerde denemektedir
(66).

2.7. Kanser Hiicre Hatlar1 ve HeLa Hiicre Hatt1

Bilimsel caligmalarda canlilarin  kullanilmasinin - miimkiin  oldugunca
kisitlanmas1 gerekliligi, farklt pek cok alanda hiicre kiiltiirlerinin gelistirilmesi ve
kullanilmasma neden olmustur. Hiicre kiiltlirleri mikrobiyoloji alaninda 6zellikle
virilislerin tiretilmesi, tanimlanmas1 ve viriis asilarinin iretimi i¢in kullanilmaktadir.
Kanser aragtirmalarinin  hizlanmas1 6zellikle 21. yiizyillda kanser ilaglarinin
gelistirilmesinde, hiicre kiiltiirleri biiylik Oonem arz etmektedir. Ayrica, kanser
hiicrelerinin 6liimsiiz olusu ve kolayca iiretilebilmeleri hiicre kiiltiirii gerektiren
aragtirmalart hizlandirmistir (67).

HeLa hiicre hatt1 ise ilk olarak 1951 yilinda geng bir Afro-Amerikan olan
Henrietta Lacks’ten alinan servikal kanser hiicrelerinden hiicre kiiltiirii ortaminda

cogaltilmistir (68). Hastaya ait olan bu hiicrelerin 6liimsiiz oldugu hasta oldiikten
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sonra anlasilmistir. 1966 yilinda Stanley Gartler Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu
(American Type Culture Collection=ATCC) kurumunda bulunan 20 insan hiicresinin
18 tanesinin kromozomal ve biyokimyasal anlamda HeLa hiicreleri ile birebir ayni
oldugunu belirtmistir. Bu hiicreler beyaz 1rktaki bireylerden saglanmis
goziikmelerine ragmen, ATCC kayitlarinca siklikla Afro-Amerikalilarda bulunan A
tipi glikoz 6 fosfat dehidrogenaz enzimi aktivitesi gostermeleri, saklama islemleri
esnasinda bu hiicrelerin HeLa hiicreleri ile kontaminasyona ugradigini gostermistir.
Bu durumu Gartler, Nature dergisinde 1968 yilinda yayinlamistir (67).

Bu hiicre hatlari, hiicreleri alinan Henrietta Lacks unutulmayarak HeLa hiicre
serisi olarak atfedilmistir. HeLa hiicre hatti, bu 6zelliginin kesfinden sonra standart
hiicre soyu olarak kullanilmistir. 2013 yilinda ise aile ile National Institutes of Health
(NIH) arasinda bir anlagsma saglanarak HeLa hiicrelerinin kullanimina devam
edilmistir (68). Aileyle saglanan anlasmadan sonra Rebecca Skloot “The Immortal
Life of Henrietta Lacks” adli kitabinda 1951 yilindaki 6liimiinden sonra siyahi bir
kadin hastaya ait kanser hiicrelerini izinsiz bir sekilde alan arastirmacilarin bu
hiicreleri bilimsel ve ticari anlamda HelLa hiicre hattina nasil doniistiirdiigiinii
anlatmistir (69). Bu hiicre modeli ile birgok dnemli bilimsel gelismeler kaydedilmis
olup kanser arastirmalarinda sikca tercih edilmektedir (68). Adheran 6zellige sahip
HeLa hiicreleri epitel karakterli morfoloji gosterirler (Sekil 2.4.). Stv1 nitrojen iginde
saklanmalidirlar. (70).

Sekil 2.4. HeLa hiicrelerinin mikroskobik goriiniimii.


https://www.nih.gov/
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2.8. Statinler

Statinler, kolesterol sentezinde hiz kisitlayici basamak olan hidroksimetil
glutaril CoA rediiktaz (HMG CoA R) enziminin inhibisyonu ile hipolipidemik etki
gosteren ilaglardir (71). Statinlerin mevalonat sentez basamagini inhibe etmesi Sekil

2.5.’te gosterilmistir.

2ZNADPH + H* 2NADP* + KoA-SH

HO
HO
HoC COOH \‘/ e COOH
- P 3
S-KoA OH
HMG-KoA Rediiktaz
o o
T
HMG-KoA Mewvalonat
Statinler

Sekil 2.5. Statinlerin mevalonat sentez basamagini inhibe etmesi (71).

Bu ilaglar hidrofilik ve lipofilik olmak {izere iki sinifa ayrilirlar. Statinlerin
lipofilik olmasi, farkli dokulara ilag erisimini kolaylastirir. Daha lipofilik statinler,
hepatik olmayan dokularda daha yliksek maruz kalma seviyelerine ulasirken, hidrofil
statinler daha hepatoselektiftir. Boylece hepatik ve nonhepatik dokularda statinlerin
farkli bir etkisi Ongoriilebilir (72). Statinlerin farmakokinetigi, hidrofilik veya
hidrofobik 6zelliklerine ve uygun membran tasiyicilarinin varligina veya yokluguna
bagli olarak degisir. Pravastatin ve rosuvastatin gibi hidrofilik statinlerin, baslangicta
karacigerde Ozellikle membran tasiyicilardan olan organik anyon tasiyan polipeptit
OATPIBI tarafindan alindiklar bir yerde biriktikleri gosterilmistir. OATP1B1, ayn1
zamanda, lipofilik karakterdeki pitavastatin aliminda en 6dnemli tasiyicidir. Hidrofilik
pravastatin ve rosuvastatin yani sira pitavastatin, sitokromlar yoluyla c¢ok az
metabolizmaya ugrar ve biiyiik 6l¢iide degismeden atilir (73). Bu ilaglar birkag yan
etki gostermis omlariyla birlikte iyi tolere edilirler. Son 20 yilda artan klinik veriler
ve epidemiyolojik ¢aligmalar statinlerin kanserin dnlenmesinde rol oynayabilecegini
desteklemektedir. Bu antikanser etkisi, statinlerin lipit diisiirme isleviyle iliskili
olmayabilir, ancak detaylar hala bilinmemektedir. Genel olarak, epidemiyolojik
veriler statinlerin antikanser aktivitesini desteklemektedir, ancak olasi yararlar
biiyiik 6l¢ilide tiimdriin tiirline, kullanilan statine ve ¢alisma kosullarina baglidir (74).

Statinlerin 6zellikleri asagida gosterilmistir (Tablo 2.2.).
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Tablo 2.2. Statinlerin 6zellikleri (75).

Karakteri
Statin Lipofilik Yap1 Kaynak Sitokrom Kolesterol
sisteminden Tedavisi igin
metabolizasyon Giinliik Dozu
(mg/giin)
Lovastatin + Lakton Mantar CYP3A4 20-80
Simvastatin + Lakton Mantar CYP3A4 10-80
Pravastatin - Asit Mantar Minimal 10-40
Fluvastatin + Asit Sentetik | CYP2C9, CYP2D6 20-80
Atorvastatin + Asit Sentetik CYP3A4 10-80
Rosuvastatin - Asit Sentetik | CYP2C9, CYP2C19 5-80
Pitavastatin + Asit Sentetik | CYP2C9, CYP2C18 4

Mantar kokenli ve sentetik statinlerin aktiviteleri arasinda anlamli fark
yoktur. Bununla birlikte, hidrofilik statinlerin lipofilik statinlerden anlamli derecede
daha az etkili olduklar1 belirtilmelidir (73).

Statinler antilipidemik etkilerinden bagimsiz olarak aterom plagi
stabilizasyonu, endotel disfonksiyonunda diizelme, trombosit agregasyonunda
azalma ve antienflamatuvar etkiler gibi etkilere sahip olup buna bagli olarak
kardiyovaskiiler  hastaliklarda  primer ve sekonder korunma amaciyla

kullanilmaktadirlar (76).

2.8.1. Kanser Tedavisinde Statinlerin Yeri

Statinlerin son 15 yilda kullanimindaki artisla uzun vadeli kullanimindaki
giivenligi daha onemli hale gelmistir (4). Statinlerin son yillarda lipit disiiriicii
etkileri disindaki etkinliklerine vurgu yapilmakta olup bu etkilere pleotropik etkiler
adr verilmektedir. Bu etkiler arasinda aterosklerotik plaklarin stabilizasyonu,
antienflamatuvar 6zellikleri, insan serum paraoksonaz-1 geninin transkripsiyonunun
aktivasyonu ve reaktif oksijen bilesiklerinin {iretimini inhibe etmelerine bagh

antioksidan aktiviteleri gosterilmektedir (77, 78). Ayrica, statinlerin pleotropik
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etkileri arasinda in vitro ve in vivo farkli timor modellerine karsi potansiyel
antikanser etkinliklerine dikkat ¢ekilmistir (79). Lipit diistiriicii tedavi ile kanser riski
arasindaki baglanti ilk olarak 1990'larin baslarinda hayvan c¢alismalar1 ile
gozlenmistir (80). Statinler, hem kolesterol hem de izoprenoid diizeylerini azaltma
yetenekleri nedeniyle kanser tedavisinde umut vadeden bir ilag grubudur.
Gergeklestirilen arastirmalarla statinlerin antikanser aktivitesini agiklayan birden
fazla mekanizma bulundugu gosterilmistir. Hiicre dongiisiiniin durdurulmasina,
apoptozun indiiklenmesine veya molekiiler yollardaki degisikliklere yol acan
mekanizmalar, kullanilan statin tipine, kanser hiicrelerinin tipine, kullanilan statin
dozuna ve hiicrelerin statinlere maruz kalma siiresine baghdir (73). HMG-CoA
rediiktaz inhibitorlerinin, antiproliferatif etkisini hiicre dongiisiinde G1-S'nin gegisini
bloke ederek tiimor hiicrelerini Oldiirerek gosterdigi bildirilmistir. Bu etkinin iki
siklin bagimli kinaz inhibitorlerindeki artisa bagli olabilecegi diigiiniilmektedir (4).
Ayrica, statinlerin antikanser ilaclar olarak veya klasik kemoterapdtik ilaglarla
kombine adjuvan olarak kullanilmasinin gerekgesi iki sekilde kanitlanmustir.
Bunlardan ilki, bu hipolipidemik ila¢larin, membran biitiinliigii i¢in gerekli kolesterol
olan sterollerin iiretimini inhibe etmesi digeri ise proliferasyon, migrasyon, invazyon,
hiicre dongiisii, hiicre ¢ogalmast ve hiicre kaderini diizenleyen temel
onkoproteinlerin izoprenilasyonunun blokajini1 gerceklestirmesidir. Statinlerin HMG-
CoA rediiktaz1 inhibe etme kabiliyeti, antikanser etkilerinde en sik c¢aligilan
mekanizma olmakla birlikte, mevalonat yolunun inhibisyonu, statinlerin uyguladig:
antitimor etkilerinin ¢ogunun altinda yatan temel molekiiler mekanizmadir (79).
Mevalonat yolaginin ilk asamasinda, statinler, HMG-CoA'y1 mevalonata doniistiiriir.
Mevalonat izopentenil difosfat ve izopenteniladenin’e metabolize edilir. Farnesil
difosfat, geranilgeranil difosfat sentaz ile geranilgeranil difosfat olusturur. Farnesil
difosfat, N-bagli oligosakkaritlerin olusumu sirasinda membran ankrajlari olan
kolikol ve steroid biyosentezinde Onciidiir. Hem farnesil difosfat hem de
geranilgeranil difosfat, protein prenilasyonu olarak adlandirilan cesitli Onemli
hiicresel proteinlerin C terminalinde bir translasyon sonrast modifikasyonunda rol
oynar (Sekil 2.6.) (81). izoprenoidler olarak bilinen bu yapilar Ras ve Rho proteinleri
dahil olmak tizere birgok 6nemli proteine baglanir. Protein prenilasyonu ile protein-

protein ve protein-membran etkilesimlerini ve protein fonksiyonunu diizenleyen,
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sitozolden membrana protein translokasyonunu kzolaylasir. Aktive olmus Ras ve
Rho guanozin trifosfatazlari (GTPaz), hiicre biitiinliigii, hiicre yapismasi, hiicre
hareketliligi, hiicre iskeletinin yeniden bi¢cimlenmesi, hiicre sinyali, hiicre donglisi
ilerlemesi gibi kanser olusumu ve ilerlemesi i¢in kritik olan hiicresel yollarda 6nemli
rol oynayan anjiyogenez, fagositoz, endositoz, oksidatif stres ve genotoksik strese
hiicresel yanit gibi ¢ok sayida efektor molekiilii ile etkilesim halindedir. Statinler,
izopren Onciilerinin hiicresel havuzlarimi tiiketir ve Ras ve Rho proteinlerinin
izoprenillesmesini azaltarak islevlerini bozarlar. Statinlerin antitiimor etkileri
arasinda biliylime inhibisyonu ve apopitozun indiiksiyonu, metastatik potansiyelin

azalmasi, anjiyogenezin inhibisyonu ve tiimorlerin farklilasmasi yer alir (80).

HMG-KoA
| —— HMG-KoA Rediiktaz
inhibitérleri
Mevalonat

|

izopentenil Difosfat — izopenteniladenin — Protein Sentezi

|

Geranil Difosfat

!

Farnesil Difosfat — Squalen — Kolesterol — Zar butu“lugu

|

Geranilgeranil Difosfat -
? — ——— Ubiquinon — Hicresel

l \ Solunum

Dolikol
Farnesillenmis Geranilgeranilmig
Proteinler Proteinler 1
\ / Glikoprotein
Sinyal iletimi Sentezi

Sekil 2.6. Mevalonat yolagi (4).

Tim statinlerde belirgin antikanser etkileri gdzlenmesine ragmen mevcut
veriler, her bir statin tiirevinin antitimor etkilerinde bazi farkliliklar oldugunu ileri
stirmektedir. Ayrica statinler, farmakokinetik, potens ve terapotik etkinlikte belirgin
farkliliklara sahiptir. Otofaji veya apopitoz seklinde statin ve hiicre 6liimii arasindaki
baglantiyr anlamak, kanser tedavisine yeni yaklagimlar gelistirmeye yardimci
olabilir. Bu veriler, tiimoérde statinlerin birikiminin, plazmada ve tiimorde yiiksek
statin konsantrasyonlarinin daha uzun siire muhafaza edilmesinin, statinlerin

antikanser etkisine onemli derecede katkida bulunabilecegini gostermektedir (74).
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Bunun disinda, statinlerin antitimor etkisi, antioksidan, antienflamatuar ve kolesterol
diistiriicii 6zelliklerine baglanmistir. Statinlerin antioksidan durumunu iyilestirdigi ve
antitimor  etkisine katkida bulunabilecek antienflamatuar etkileri oldugu
belirtilmistir. Statinlerin, katalaz ve glutatyon rediiktaz gibi antioksidan enzimlerin
aktivitesini arttirdig1 ve timor hiicrelerinde tlimor nekroz faktorii alfa ekspresyonunu
azalttigr kanitlanmistir. Inflamasyon ve oksidatif stresin azalmasimin statinlerin lipit
disiiriici etkisine baglanmadigi, statinlerin lipid profili iizerindeki etkilerinden

bagimsiz olarak pleiotropik etkilere sahip oldugu bildirilmistir (5).

2.8.2. Pitavastatin

Pitavastatin, statin ailesinin en yeni iyesidir. Ilk olarak 2003 yilinda
Japonya'da primer hiperlipidemi veya karisik tip dislipideminin tedavisi i¢in
tamitilmis olup, 2009 yilinda Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (US Food and Drug
Administration) tarafindan onaylanmistir (82, 83). Pitavastatin kalsiyum, sentetik bir
siklopropil yan grubu ile yeni bir statin olarak tasarlanmistir. Bu yapinin, diger
statinlere kiyasla farmakolojik anlamda bir¢ok yarar sagladigi diisiiniilmektedir.

Pitavastatin kalsiyum yapis1 Sekil 2.7.’de gosterilmistir.

Ca2+

Sekil 2.7. Pitavastatin kalsiyum yapisi (82).

Ginde 1-4 mg dozunda pitavastatin, spesifik dozlarda atorvastatin,
simvastatin ve pravastatin gibi diger statinlere kiyasla, baz1 ¢alismalara gore lipit
parametrelerini degistirmede benzer etkinlik gostermistir (84). Pitavastatinin serum

diisiik yogunluklu protein (low density protein, LDL) seviyeleri tizerindeki diistiriicti
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etkisinin pravastatin, simvastatin ve atorvastatininkinden daha etkili oldugu
kaydedilmistir (8). Pitavastatin, farmakokinetik 6zellikleri yoniinden istenilen bir
profile sahiptir (85). Cok az metabolize oldugu igin yiiksek bir oral biyoyararlanima
sahiptir bu da uzun bir etki siiresi saglamaktadir ve bdylece ilag etkilesimlerini
minimuma indirmektedir (8). Cogu statin CYP3A4 ile metabolize olmasina ragmen,
pitavastatin bir CYP3A4 substrati degildir ve esas olarak CYP2C9 ile ve az miktarda
CYP2C8 ile metabolize edilirr Ana metaboliti, tUridin 5>  difosfat
glukuroniltransferazlar  (UGT1A3 ve UGT2B7) ile genis glukuronid
konjugasyonunun bir sonucu olarak inaktif laktondur (84). Ayrica, oral uygulama
sonrasi enterohepatik siklusa ugramasi ile pitavastatinin eliminasyon yart dmri (t ¥2);
11-12 saate kadar uzamaktadir (85, 86). Diger taraftan, oral tek doz pitavastatinin
atilim idrar ve feces yoluyla olmaktadir. Yapisinda bulunan sentetik bir siklopropil
yan grubu nedeni ile pitavastatinin diger ilaclarla etkilesiminin en az diizeyde oldugu
distintilmektedir. Bununla birlikte, pitavastatinin eritromisin, lopinavir/ritonavir,
rifampisin (rifampin), fibrik asit tiirevleri, niasin ve varfarin ile birlikte dikkatli
kulanimi1 ve/veya doz azaltilmasi onerilmektedir (85). Siklosporin ile birlikte
pitavastatin kullanilmamas1 6nerilmektedir. Makrolid antibiyotiklerle pitavastatinin
birlikte kullaniminda kan diizeylerini arttig1 bildirilmekte ve bu kullanim siirecinde
pitavastatin kullaniminin birakilmasi uygun goriilmektedir (87). Pitavastatini yan etki
profili yoniiyle inceledigimizde ise; yapilan bir meta analizde yan etkileri nedeniyle
tedavisi en az sonlandirilan statin olmasindan dolay1 pitavastatine dikkat cekildigi
goriilmektedir (88). Ayrica, farmakokinetik profili iizerinde gida ile ilgili klinik
olarak etkilesimi yoktur. insanlarda, pitavastatin, oral uygulamadan yaklasik 1 saat

sonra maksimum plazma konsantrasyonuna (Cmax) ulagsmaktadir (85).

2.9. Sitotoksisite ve Sitotoksisite Belirleme Yontemleri

Toksisiteyi belirlerken, ilk asama sitotoksisite tayinidir. Bu nedenle
kullandigimiz sitotoksisite testleri sayesinde bir ksenobiyotigin olasi toksisitesi
hakkinda bilgi edinilir ve elde edilen verilerle sonrasinda yapilmak istenen hayvan
deneyleri ve klinik aragtirmalar planlanir. Sitotoksisite testlerinden elde edilecek

verilerin giivenilirligi biiyiik 6nem tasimaktadir (89).
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2.9.1. Sitotoksisite Yontemleri

a) Metabolik Aktivitenin Olgiilmesine Dayal: Yéntemler
b) Membran Gegirgenlik Testleri
e Tripan Mavisi Yontemi
e Notral Kirmizi Alim Yontemi
€) Alamar Mavisi YOntemi
d) Siilforodamin B (SRB) Yontemi
e) Laktat Dehidrojenaz (LDH) Y 6ntemi
f) Kristal Viyole Yontemi seklinde siniflandirilabilir.

a) Metabolik Aktivitenin Olciilmesine Dayah Yéntemler

Metabolik aktivitenin dl¢iilmesine dayali yontemlerden MTT testi, genellikle
hiicre canliigimi  6lgmek igin kullamlan bir yontemdir. Oncelikli olarak
mitokondrilerde bulunan dehidrogenazlarin aktivitesini hizli bir sekilde Oolger.
Prolifere olan hiicrelerin tetrazolyum ile formazan iiriinleri olusturmasi esasina
dayanir ve meydana gelen renk degisimi absorbans dl¢iimil ile degerlendirilir. Hiicre
canlilif1 kayboldugunda mitokondriyal fonksiyon azalir ve sonug olarak tetrazolyum
tuzunu formazana cevirebilme yetene§i azalir. Bir¢ok hiicrede hiicre sayisi ile
orantil1 bir sekilde formazan miktar1 degisir ve bu miktar degisimiyle hiicre canlilig
tespit edilir (90, 91). Tetrazolyum tiirlerini karsilastirmak istersek en iyi alternatif 2-
(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disiilfofenil )-2H-tetrazolyum, monosodyum
tuzu (WST-1) gibi goriinmektedir, diger tuzlara gore daha verimli tiiketilmekte ve
daha hizli renk degisimi gostermektedir. 2,3-bis [2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil ]-2H-
tetrazolyum-5-karboksanilid (XTT) kullaniminda ise XTT’nin hiicreler tarafindan
yavas indirgendigi ve ekstra faktorlerin ilave edilmesi gerekebilecegi g6z ardi
edilmemelidir. MTT Kkiiltiir ortaminda ¢6ziinemediginden ek olarak indirgenme
triinlerini ¢6zmek icin dimetil siilfoksit (DMSO) gibi ¢oziiciilerin kullanilmasi

gereklidir (91).
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b) Membran Gegirgenlik Testleri

Zar asabilen bir boya sayesinde hiicre zar1 gecirgenligi, kolay bir sekilde
belirlenebilmektedir. Bu yontemin dayandigi temellerden biri canliligi sonlanmaya
yakin olan hiicrenin, hiicre zar1 gegirgenliginin artmis olmasidir. Canli ve Oli
hiicreler boyanin hiicre zarin1 gecip gecememesine gore belirlenmektedir. Bu
yontemde kullanilan iki tip boyadan biri olan vital boyalar, canli hiicreye aktif
transportla taginirlar. En sik kullanilan vital boyaya nétral kirmizis1 6rnek verilebilir.
Non-vital boyalardan olan tripan mavisi ise hiicre canliligi sona erdiginde hiicrenin
icine girmektedir (92). Tripan mavisi negatif yiikliidir. Eger hiicre membrani zarar
gormemis ve canli bir hiicre ise, boya hiicre i¢ine girmez. Ancak canli olmayan
hiicreler boyay1 absorbe eder ve mikroskop altinda mavi goriiniirler. Tripan mavisi
ile calisirken dikkat edilmesi gereken nokta, hiicreler tripan mavisi boyasinda

belirtilen siireden daha uzun kalirsa canli hiicrelerin de maviye boyandigidir (93).

C) Alamar Mavisi Yontemi

Alamar mavisi yonteminin aktif bileseni olan resazurin, hiicre zarimndan
gecebilen, toksik olmayan, mavi renkli olan floresan o6zelligi bulunmayan bir
bilesiktir. Hiicre i¢ine girdikten sonra, kuvvetli kirmiz1 floresan veren resofurine
indirgenir. Floresan 6zelligi nedeni ile 6nemli bir duyarliliga sahiptir. Alamar mavisi
yonteminin, MTT testine gore daha hassas ve performansimnin yiiksek oldugu

bildirilmistir (94-96).

d) Siilforodamin B (SRB) Yontemi

Siilforodamin B (SRB), hiicre cogalmasinin degerlendirilmesi amaciyla
kullanilan bir sitotoksisite yontemidir. SRB, renkli bir boya olup aminoksanten
yapisindadir. Yontemin esasi, SRB’nin sitokiyometrik olarak temel aminoasitlere
baglanmasina dayanir. Boylece boyanmis hiicrelerden elde edilen boya miktar ile
dogrudan total protein miktar1 ve bu sekilde hiicre sayis1 hakkinda bilgi veren

kolorimetrik bir yontemdir (97).
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e) Laktat Dehidrojenaz Yontemi

Hiicre oliimiiyle ilgili diger bir parametre ise, hiicre zar1 biitliinliigliniin, 6li
veya hasar gérmiis hiicrelerden salinan sitoplazmik enzim aktivitesinin dlgiilmesiyle
degerlendirilmesidir. Tiim hiicrelerde bulunan sabit sitoplazmik bir enzim olan laktat
dehidrogenaz (LDH), hiicre plazma membrani hasar gordiiglinde hiicre kiiltiirii
siipernatantina  kolaylikla  salinabilmektedir.  Sonug, kolorimetrik  dl¢iim

yontemleriyle degerlendirilmektedir (92).

f) Kristal Viyole Yontemi

Kristal viyole deneyi ¢oklu kiime plakalarina yapisan hiicrelerin relatif
yogunlugu hakkinda kantitatif bilgi edinmek i¢in yararlidir. Kristal viyole soliisyonu,
canli hiicrelerin DNA’sin1 lekelediginden hiicrenin canliligi hakkinda degerlendirme
yapmamizi saglar (98). Bu yontemler arasindan uygun sitotoksisite yontemini
belirlemek igin testin dayandigr ve hiicre Oliimiine neden olan mekanizmalarin
bilinmesi olduk¢a onemlidir.

Bu tezde, pitavastatin’in etki mekanizmasini inceleyerek mitokondriyal
aktivite ya da membran gecirgenligi iizerinden antikanser aktivite gosterebilecegi
diisiiniilerek MTT ve NKA yontemleri tercih edilmistir. MTT yontemi mitokondride
enzimatik reaksiyona dayanirken NKA yontemi ise boyanin lizozomlara alinma
derecesinin ol¢iilmesine dayanmaktadir. Ayrica, NKA yonteminin pahali olmamasi
diger yontemlere gore iistlinligiidiir. Erken donemde sitotoksik etkiyi belirlemede
kullanilan NKA ve MTT ydntemleri, canli hiicre sayisin1 belirlemek, mitokondriyal

ve lizozomal aktivitenin degerlendirilmesi i¢in uygun ve hassas yontemlerdir (99).

2.10. NKA Yontemi

Notral kirmizi alim yontemi, biyomedikal ve ¢evresel arastirmalarda en ¢ok
kullanilan sitotoksisite testlerinden biridir (100). Hiicre canliligi ve hasarini
degerlendiren bir sitotoksisite testi olan ve Borenfreund ve Puerner (101)’in
gelistirdigi notral kirmizi alim yonteminin prensibi, notral kirmizisi boyasimin canli
ve saglikli hiicrelerin lizozomlarinda birikmesine dayanir. Bu ydntem hizli ve
kolorimetriktir. Hiicrenin biitiinliigiiniin bozuldugu durumlarda, hiicre zar1 veya daha

hassas olan lizozom zarinin hasar gérmesi durumunda, nétral kirmizi boyasi hiicreye
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girip baglanamaz ve bdylece kolorometrik bir azalma yasanir. Bu sekilde, canli
saglam hiicreler ile hasarli 6lii hiicreleri ayirt edebilmek miimkiin olmaktadir (92,

100).

2.11. 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT)

Yontemi

Metabolik aktivitenin Olgiilmesi esasina dayanan bir sitotoksisite yOntemi
olan MTT yontemi hiicre canliliginin, canli hiicrelerin ¢ogalmasimin ve kimyasal
maddelerin sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesinde siklikla kullanilan bir
yontemdir. Oncelikli olarak mitokondrilerde bulunan dehidrogenazlarin aktivitesini
hizli bir sekilde olger. MTT yontemi canli/¢ogalan hiicre oranini degerlendirerek
makrofaj aracili sitotoksisiteyi belirler. MTT ve diger tetrazolyum tuzlari canh
hiicrelerin solunum ve elektron transport sistemleri tarafindan indirgenerek suda
¢Oziinmeyen mavi formazan kristalleri olustururlar. Olusan kristallerin miktar
kolorimetrik olarak tayin edilerek mitokondri canlilig1 ve buna bagl hiicre canlilig

degerlendirilir (102, 103).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromiir (MTT)

Dimetil Siilfoksit (DMSO)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
Etil Alkol

Fetal Sigir Serumu (FBS)

Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik (PBS) tablet
Glasiyel asetik asit

Hela Hiicre Hatt1

Hidroklorik Asit (%37)
Notral Kirmizi
Penisilin-Streptomisin
Pitavastatin Kalsiyum
Sisplatin

Tripan Mavisi
Tripsin-EDTA

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
BIOWEST
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck
Americal Type Culture
Collection (ATCC® CCL-2™)

Sigma
Sigma
Biological Industries
Santa Cruz Biotechnology
Kogak Farma®
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich



3.2. Kullanilan Arag ve Geregler

Buzdolab1

Cam pastOr pipeti

Deiyonize Su Cihaz1

Derin Dondurucu (-20°C)

Derin Dondurucu (-80°C)

Distile Su Cihazi

Floresan Mikroskop

Hiicre kiiltiirii uyumlu flask (25 cm?/75 cm?), pipet
(1- 25 ml), santrifijj tipii (15, 50 ml)
Hiicre Kiiltiir Plagi (96 kuyucuklu)
Inverted Mikroskop

Inkiibator (CO2’1i)

Krio tiip

Lam (26x76mm)

Lamel (24x60mm)

Laminar Akimli Kabin

Manyetik Karistirict

Membran Filtre (0,2 um por ¢apli)
Mikrofiltre

Mikropipet (8 kanalli)
Mikropipetler (0.5-1 pl, 1-5 pl, 5-10 pl, 10-200 pl,
200-1000 ul, 1-5ml)

Neubauer Camu (Hiicre sayim cami)
Otoklav

Pipet ucu, (0.5-10, 10-200, 100-1000 pl’1ik)
Santrifiij

Spektrofotometre

Steril enjektor (2 ml)

Su Banyosu

Terazi

Ultrasonik Banyo

Vorteks

Yatay c¢alkalayict

Hotpoint
Interlab
Barnstead
Ariston
Revco
MES ultrapure
Leica

Corning

Corning
Leica
Heraeus Instruments
Corning
Marienfeld
Marienfeld
Heraeus
Stuart Scientific
Brand
Millipore® Merck
Eppendorf, Capp

Finnpipette, Gilson, Discovery

Confort
Marienfeld
Rodwell Monarch MP 24
Eppendorf
Heraeus, Hettich
SpektraMax M2
Beybi
Termal® Laboratory Tools
Schimadzu Libror
Transsonic 460/H
Heidolph Reax 2000
Edmund Biihler

30
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3.3. Hazirlanan Cozeltiler

3.3.1. Yapilan Analizlerde Kullanilan Pitavastatin Kalsiyum Cozeltileri

1,1 mg pitavastatin kalsiyum (Ma: 880,98 g/mol) tartildi, 25 pL etanol’de
(son etanol konsantrasyonu %1 olacak sekilde) ¢oziildiikten sonra ¢ozelti hacmi
besiyeri ile 250 pl’ ye tamamlandi. Deney giinii taze hazirlandi. Elde edilen ana stok
¢ozeltisinden (5 mM) MTT ve NKA yontemlerinde kullanilmak tizere besiyeri ile
100 uM ara stok cozeltisi ile 2, 5, 10, 20, 50, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarinda

¢Ozeltiler hazirlandi.
3.3.2. Sitotoksisite Calismalarinda Kullanilan Cozeltiler
NKA Yonteminde Kullanilan Cozeltiler

Besi Ortam

HeLa hiicrelerinin ¢ogalmasinda kullanilacak besi ortami i¢in; 500 ml MEM
tizerine 50 ml (%10) FBS ve 5 ml (%1) penisilin/streptomisin eklendi. +4°C’de

saklandi.

Fiksasyon (Sabitleme) Cozeltisi

25 mL absolii etanol tizerine 0,5 mL glasiyel asetik asit eklendi. Distile su ile
50 mL’ye tamamlandi.
Notral Kirmuz1 (NK) Stok Cozeltisi

20 mg NK boyas1 5 mL PBS igerisinde ¢oziildii. Su banyosunda ¢alkalanarak
¢ozlinmesi saglandi. Hazirlanan ¢ozelti alliminyum folyoya sarilarak +4°C’de

saklandi.

NK Standart Cozeltisi

Deney giinlinden bir giin 6nce 625 pL NK stok c¢ozeltisi 50 ml FBS
icermeyen besi yeri ile karigtirilarak hazirlandi. Membran filtreden siiziildi. 37°C’de

18 saat siireyle inkiibe edildi.
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MTT Yonteminde Kullanilan Cozeltiler

Besi Ortam

HeLa hiicrelerinin ¢ogalmasinda kullanilacak besi ortami igin; 500 ml MEM
tizerine 50 mL (%10) FBS ve 5 mL (%]!) penisilin/streptomisin eklendi. +4°C’de

saklandi.

Cozme Cozeltisi

Dimetil Sulfoksit

MTT Cozeltisi

50 mg MTT 10 mL Dulbecco’s Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik icerisinde
¢oziildii. Hazirlanan ¢ozelti membran filtreden steril, 151k gecirmeyen bir tiipe

stizildii. Hazirlanan MTT c¢ozeltisi 1siktan korunarak, +4°C’de saklandi.

Sisplatin Cozeltisi

10 mg / 20 mL konsantrasyonundaki enjeksiyonluk sisplatin preparatindan
600.6 pL alindi, son hacim kiiltiir vasati ile 1 mL’ye tamamlandi. Elde edilen 1

mM’lik ¢6zeltiden 10 uM ve 20 puM sisplatin ¢ozeltileri hazirlandi.
3.4. Yontemler

3.4.1. HeLa Hiicrelerinde NKA Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi

o Steril caligma kabini altinda HeLa hiicreleri, besi ortami iceren yatay hiicre
kiltiiri sisesine alindi.

e Hiicreler, % 5 CO2 ve % 95 nem iceren CO; inkiibatoriinde 37°C’de 1 giin
stire ile inkiibe edildi.

e Inkiibatdrden alman flask mikroskop altinda incelenerek hiicrelerin
canlilig, kiiltiir ortaminin kontaminasyon durumu ve doygunlugu kontrol edildi.

e Steril calisma kabininde hiicre kiiltlir siispansiyonu yatay hiicre kiiltiirii
sisesinden cam pipet ve vakum yardimiyla sise tabanina degmeden dikkatlice

uzaklagtirildu.
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e Hiicreler 2 kez 10 mL PBS ile yikandi ve ardindan flaska 5 ml tripsin-
EDTA ¢ozeltisi ilave edildi.

e Inkiibatorde 3-5 dakika siireyle bekletilerek hiicrelerin flask tabanindan
ayrilmasi saglandi. 10 mL besi yeri siseye ilave edildi.

e Yatay hiicre kiiltiirii sisesindeki hiicre siispansiyonu bir santrifiij tiipiine
aktarilarak hiicre siispansiyonu 25°C’de 1200 devir/dakika hizda, bes dakika stireyle
santrifiij edilerek hiicrelerin ¢okmesi saglandi.

o Ustte toplanan sivi, steril calisma kabini altinda cam pipet ve vakum
yardimiyla uzaklastirildi ve dipte toplanan hiicre pelleti 5 mL besi yeri ile dikkatlice
karistirildi.

e Elde edilen hiicre siispansyonundan 10 pL bir ependorf tiipe aktarilarak
tizerine 90 pL tripan mavisi ¢ozeltisi (% 0,4 a/h) eklenerek iyice karistirildi
(Diliisyon faktorii: 10).

e Yaklasik 10 pL hiicre silispansiyonu-tripan mavisi karistmi bekleme
yapilmadan Neubauer sayim lamina uygulandi.

e [sik mikroskobu altinda, Neubauer sayim lamini olusturan dort karenin
kenar ¢izgileri hari¢ tizerlerindeki parlak ve renksiz olan yasayan hiicreler soldan
saga ve yukaridan asagiya gidilerek sayildi. Hiicre sayiminin dogru ve kesin bir
sekilde yapilabilmesi i¢in ideal olarak her islemde 200 ve iizeri hiicre sayildi. Canlt

hiicrelerin konsantrasyonunu hesaplamak i¢in asagidaki Formiil 3.1. kullanildi:

Toplam hiicre sayisi
4

ml'deki canli hiicre sayist = x 10,000 x 10 (3.1.)

e Yasayan hiicre konsantrasyonu hesaplandiktan sonra hiicre siispansiyonu,
besi yeri ile seyreltildi.

e Her bir kuyucuga 200 pL (10000 hiicre/kuyucuk) olacak sekilde 96
kuyucuklu steril plaga ekim yapildi.

e Hiicreler, % 5 CO2 ve % 95 nem iceren CO; inkiibatoriinde 37°C’de 1 giin
stire ile inkiibe edildi.

e 24 saatlik inkiibasyon sonunda kuyucuklardaki besi yeri atildu.



34

e Steril sartlarda besiyeri uzaklastirildiktan sonra, hiicreler 2-200 uM
konsantrasyon araliginda pitavastatin, sisplatin ve ikisini birarada igeren son hacim
200 puL olacak sekilde besiyeri icerisinde 24 saat inkiibe edildi.

e Negatif kontrol olarak, hiicreler %1 etanol igeren besiyeri ve pozitif
kontrol olarak 10 uM ve 20 uM sisplatin igeren besiyeri inkiibe edildi.

e Hiicreler 37°C’de, % 5 CO2 ve % 95 nem igeren inkiibatorde 24, 48 ve 72
saat siirelerinde inkiibasyona birakildi.

¢ 96 kuyucuklu plagin kuyucuklari igerisindeki besi yeri atildi. NK standart
¢ozeltisinden her bir kuyucuga 200 pL eklenerek hiicreler 37°C, %5 CO2 ve %95
nem igeren inkiibatorde 3 saat daha inkiibasyona birakildi.

e 3 saat sonunda kuyucuklardaki NK c¢ozeltileri atildi, kuyucuklar ii¢ kez
200 pL PBS ile yikandi. Her bir yikamadan sonra kuyucuklardaki PBS atildi ve plak
kurutuldu.

e Fiksasyon ¢ozeltisinden plaktaki her bir kuyucuga 200 pL eklendi, plaklar
20 dakika siire ile yatay ¢alkalayici lizerinde ¢alkalandi.

e (alkalama islemi sonrasinda kuyucuklarda olusan renk siddeti
spektrofotometre cihazinda 540 nm’de 6l¢iildii.

e Her bir maddenin konsantrasyonu icin elde edilen absorbans degerinin
kontrol absorbans degerine oram1 100 ile carpilarak % hiicre canliligit ve %50
inhibitor konsantrasyonlar1 (ICso) hesaplandi.

e (Calismalar tiger kez tekrarlandi.

3.4.2. HeLa Hiicrelerinde MTT Yontemi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi

e NKA yontemi bashig: altinda anlatildig1 sekilde HelLa hiicrelerinin kiiltiiri
yapildi, madde ¢ozeltileri kuyucuklara eklendi.

e Hiicreler 37°C’de, 24 saat siireyle % 5 CO2 ve % 95 nem igeren inkiibatdrde
inkiibasyona birakild1.

e Inkiibasyon sonunda madde ¢dzeltileri atildi. Her bir kuyucuga 90 uL besi
ortam1 ve hazirlanan 5 mg/ml MTT ¢ozeltisinden 10 pL eklendi 37°C, % 5

CO2 ve % 95 nem igeren etiivde 3 saat daha inkiibasyona birakildi.
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3 saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda MTT c¢ozeltisi atildi. Kuyucuklarda

olusan formazan kristallerini ¢6zmek amaciyla her kuyucuga 100 pL. ¢6zme

¢oOzeltisi eklendi.

e (oziinmeyi sonlandirmak i¢in plak yatay calkalayicida 15 dakika siireyle
calkalandi.

e C(Calkalama islemi sonrasinda kuyucuklarda olusan renk siddeti
spektroflorometre cihazinda 570 nm’de 6l¢iildii.

e Boya isikta bozuldugu igin, deneyin her asamasi miimkiin oldugunca
karanlikta yapildi.

e Her bir maddenin konsantrasyonu icin elde edilen absorbans degerinin

kontrol absorbans degerine orani 100 ile ¢arpilarak % hiicre canliligi ve ICso

degerleri hesaplandi.

e (Calismalar tiger kez tekrarlandi.

3.5. istatistiksel Yontemler

Istatistikler analizler, ortalama =+ standart sapma kullanilarak yapildi. SPSS
10.5 for Windows programi kullanildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu
Kolmorog-Smirnov testiyle degerlendirildi. Grup farkliliklar1 tek yonli varyans
analizi (ANOVA), Least Significant Differences (LSD) test ile belirlendi. p<0,05,
p<0,01 ve p<0,001 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Pitavastatinin HeLa Hiicrelerinde 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) Yontemi ile Sitotoksisitesinin

Degerlendirilmesine Iliskin Bulgular

0,125-500 uM konsantrasyon araliginda pitavastatinin HeLa hiicrelerinde
MTT yontemine gore yapilan genis doz taramasi sonucunda negatif kontrol (%0,5
EtOH iceren besiyeri) ile kiyaslandiginda 0,125-2 uM konsantrasyon araliginda
HeLa hiicrelerinde onemli bir sitotoksik etki olusturmadigi gozlenmistir. Ancak 2-
200 uM konsantrasyon araliginda daha fazla sitotoksik etki olusturdugu goézlenmistir
ve tekrarli ¢aligmalara 24, 48 ve 72 saat maruziyet siirelerinde bu doz araliginda
devam edilmistir. Calisilan doz araliginda 24 ve 48 saat maruziyet siiresinde 1Cso
degeri hesaplanamamistir. Pitavastatinin 72 saat maruziyet siliresinde HeLa hiicreleri

icin ICso degeri 115,65 uM olarak belirlenmistir.
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4.1.1. Pitavastatin ve Pitavastatin ile Sisplatinin Kombine Etkisinin 24
Saat Maruziyet Siiresinde HeLa Hiicrelerinde MTT Yontemi ile

Sitotoksisitesinin Degerlendirilmesine iliskin Bulgular

Tablo 4.1. MTT yontemine gore pitavastatinin ve pitavastatin + sisplatinin 24 saat
maruziyet siiresinde HeLa hiicrelerinde sitotoksik etkisi. *

Gruplar Ortalama Canh Hiicre
Yiizdeleri
(% + standart sapma)
1 (-) Kontrol (% 0,5 EtOH igeren besiyeri) 100,00 + 0,00
2 (+) Kontrol (10 uM Sisplatin) 91,13 +5,42 P
3 (+) Kontrol (20 uM Sisplatin) 81,25+ 6,09 *+a
4 2 uM Pitavastatin 94,76+ 3,17
5 5 uM Pitavastatin 93,68+ 3,96
6 10 uM Pitavastatin 91,69+ 4,53 b
7 20 uM Pitavastatin 89,57 +5,76 *
8 50 uM Pitavastatin 85,61 +5,85 *
9 100 uM Pitavastatin 80,79 + 3,74 2
10 200 puM Pitavastatin 65,25+ 8,16 *Hab

Kombine gruplar

11 5 uM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 88,93 +433 *

12 5 uM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin 8521+ 6,98 *

13 10 uM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 91,85+ 6,85 P

14 10 uM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin 83334549 *

15 20 uM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 87,71 +536 *

16 20 uM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin 74,95 +725 *a
17 50 uM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 88,54 + 7,06 **

18 50 uM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin 74,32+ 920 *H2
19 100 uM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 80,33+ 1,98 *

20 100 uM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin 71,30+ 5,12 *+Hab
21 200 uM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 66,22 + 5,76 *+ab
22 200 uM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin 55,51 +5,03 ¢

(*Sonuglar {i¢ ¢aligmanin ortalama =+ standart sapmasi olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif
kontrole gore degerlendirilmistir (Pitavastatin ve sisplatin uygulanmayan grup i¢in hiicre canlilig1
%100 almmustir). Negatif kontrol olarak % 0,5 EtOH igeren besiyeri ve pozitif kontrol olarak 10 uM
ve 20 uM sisplatin uygulanmistir. (*p<0,05, **p<0,001, negatif kontrol [EtOH igeren besiyeri (% 0,5)]
ile kiyaslanmustir.

3 p<0,05 pozitif kontrol (10 pM Sisplatin) ile kiyaslanmistir. ® p<0,05, ¢ p<0,001, pozitif kontrol (20
uM Sisplatin) ile kiyaslanmistir).
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*Sonuglar ii¢ galismanin ortalama degeri olarak verilmistir.

Sekil 4.1. MTT yontemine gore farkli konsantrasyonlarda pitavastatin ile 24 saat
inkiibe edilen HeLa hiicrelerinin canlilik yiizdeleri* (Pit: Pitavastatin).
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Pitavastatin, 2, 5, 10, 20, 50, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarda 24 saat siire

ile uygulanmistir. HeLa hiicrelerinde pitavastatinin canliliga olan etkisine sekle

bakildig1 zaman, (Sekil 4.1.) 2 uM konsantrasyonunda kontrole gore anlamli bir

azalma goriilmedi. Pitavastatinin 10 uM (p<0,05) artan konsantrasyonlarda

olusturdugu sitotoksisitenin doza bagl olarak arttig1 tespit edildi. Pitavastatinin 200

uM (p<0,001) konsantrasyonda kontrole gore canliligt %70’in altina disiirdiigi

gorildii.



39

» ISI)2 Y[ISY0J0IIS SPULID[AIONY BTIH JPUISAINS JAIZNIeW Jees ¢ utune[dsis + unejseaeiid oA unejseae)id 2103 sutwuok 1IN 21 IPIRS

(rmStwue(seAny 11 [(§°0 %) 140£189q U213t HOYT] [0:3U0Y J13e33U “100°0>Dsss 10°0>Giex “S0°0>dy) (UNRIDSIS :SIS 9A UNEISEAR d)

~mStuuen3An LIRAISaq ud1dd1 HOMH S0 % ele[o [01U0Y JieSoN

‘(msrwurre (019, 1811ued a1ony urdr dnid uedlewuen34An

unje[dsis oA uneiseae)ld) INSIWLIPUI[IZOP 2108 donuoy juedou 1Jiued o1nNH -INSIULIOA Melejo Isewdes jIepue)s F ewe[elo UluewSIed dn JILONUOS,

> > > >
RO RO _708 &&c ROFSOFROIAS)
F@F@g@E@EodgEes s s

N NN

> > N S SN

AT A XD DN NIRRT NTIJTIIT LTI N

W T W O O SO @
F @F@@d@g@gg@@dgd@dgg@gdadga ugadaedgdssaesges

o
=]
HIue ) %

00T
0CI




40
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*Sonuglar li¢ ¢aligmanin ortalama + standart sapmasi olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif
kontrole gore degerlendirilmistir (Pitavastatin ve sisplatin uygulanmayan grup icin hiicre canliligt
%100 alinmigtir). Negatif kontrol olarak % 0,5 EtOH igeren besiyeri uygulanmustir.

3 p<0,05 Negatif kontrol (% 0,5 EtOH igeren besiyeri); ® p<0,05 Pozitif kontrol (20 uM Sisplatin) ile
kiyaslanmustir.

(Grafik iizerinde gosterilen konsantrasyon pitavastatine ait olup kombine dozlarda da belirtilen
konsantrasyonlarda ¢alisiimistir.)

Sekil 4.3. Pitavastatin ve sisplatinin MTT yontemine gore 24 saat maruziyet
stiresinde HeLa hiicrelerinde sinerjistik sitotoksik etkisi. *

Pitavastatin, 5, 10, 20, 50, 100 ve 200 uM konsantrasyonlar1 tek bagina ve 10
ve 20 puM sisplatinle kombine edilerek 24 saat siire ile uygulanmistir. Hela
hiicrelerinde pitavastatin ve sisplatinin canliliga olan etkisine bakildig1 zaman (Sekil
4.3), 20 uM konsantrasyonundan itibaren kontrole gore anlamli bir sinerjistik
sitotoksisite goriildii. Kombine etkinin artan konsantrasyonlarda olusturdugu
sitotoksisitenin doza bagli olarak arttig1 tespit edildi. Pitavastatinin 200 pM ve
sisplatinin10 uM dozunda (p<0,001) kontrole gore canlilig1 %70’in altina diistirdiigi

goriildil.
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4.1.2. Pitavastatin ve Pitavastatin ile Sisplatinin Kombine Etkisinin 48
Saat Maruziyet Siiresinde HeLa Hiicrelerinde MTT Yontemi ile

Sitotoksisitesinin Degerlendirilmesine iliskin Bulgular

Tablo 4.2. MTT yontemine gore pitavastatinin ve pitavastatin + sisplatinin 48 saat
maruziyet siiresinde HeLa hiicrelerinde sitotoksik etkisi. *

Gruplar Ortalama Canl Hiicre
Yiizdeleri
(% + standart sapma)
1 (-) Kontrol (% 0,5 EtOH igeren besiyeri) 100,00 + 0,00
2 (+) Kontrol (10 uM Sisplatin) 87,77 + 10,94 °
3 (+) Kontrol (20 uM Sisplatin) 63,47 £ 17,652
4 2 uM Pitavastatin 87,28 +£5,93°
5 5 uM Pitavastatin 87,61 £420°
6 10 uM Pitavastatin 84,08 + 8,77 °
7 20 puM Pitavastatin 82,68 + 5,24 *P
8 50 uM Pitavastatin 80,70 £ 8,95 *P
9 100 uM Pitavastatin 75,99 £9.12 *
10 200 uM Pitavastatin 52,90+ 7,77 *ha
Kombine gruplar
11 5 uM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 72,51 49,83 *
12 5 uM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin 59,48 + 12,32 ++2
13 10 uM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 72,01+ 13,86
14 10 uM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin 54,60+ 9,54 *2
15 20 uM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 68,75 + 12,40 *2
16 20 uM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin 48,51 +£9,15 *Hab
17 50 uM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 66,29 + 13,75 *2
18 50 uM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin 59,07 + 20,66 **2
19 100 uM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 71,44 + 0,69 *
20 100 uM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin 56,66 + 6,56 **2
21 200 uM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 52,36+ 4,262
22 200 uM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin 33,47 + 4,05 *hac

*Sonuglar ii¢ ¢aligmanin ortalama + standart sapmasi olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif
kontrole gore degerlendirilmistir (Pitavastatin ve sisplatin uygulanmayan grup icin hiicre canliligl
%100 almmustir). Negatif kontrol olarak % 0,5 EtOH igeren besiyeri ve pozitif kontrol olarak 10 uM
ve 20 uM sisplatin uygulanmstir. (*p<0,05, **p<0,001, negatif kontrol [EtOH igeren besiyeri (% 0,5)]
ile kiyaslanmustir.

2p<0,05 pozitif kontrol (10 pM Sisplatin) ile kiyaslanmustir. ® p<0.05, ¢ p<0.001, pozitif kontrol (20
uM Sisplatin) ile kiyaslanmugtir).
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*Sonuglar ii¢ ¢aligmanin ortalama degeri olarak verilmistir.

Sekil 4.4. MTT yontemine gore farkli konsantrasyonlarda pitavastatin ile 48 saat
inkiibe edilen HeLa hiicrelerinin canlilik yiizdeleri. * (Pit: Pitavastatin)

42

Daha dar bir konsantrasyon araliginda etkisi degerlendirildiginde (Sekil 4.4.);

2, 5 ve 10 pM konsantrasyonlarda kontrole gore anlamli bir azalma goriilmedi.

(p>0,05). Canliligin 20, 50, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarda azaldigi, 200 uM

konsantrasyonda %70’in altina diistiigli goriildii. Konsantrasyon artisina bagl olarak

canlilik 20, 50, 100 ve 200 uM kontrole gore anlamli bulundu.
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*Sonuglar ii¢ ¢aligmanin ortalama + standart sapmasi olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif
kontrole gore degerlendirilmistir (Pitavastatin ve sisplatin uygulanmayan grup icin hiicre canlilifi
%100 alinmustir). Negatif kontrol olarak % 0,5 EtOH igeren besiyeri uygulanmistir.

3 p<0,05 Negatif kontrol (% 0,5 EtOH igeren besiyeri); ® p<0,05 Pozitif kontrol (20 uM Sisplatin) ile
kiyaslanmigtir.

(Grafik iizerinde gosterilen konsantrasyon pitavastatine ait olup kombine dozlarda da belirtilen
konsantrasyonlarda ¢aligilmistir.)

Sekil 4.6. Pitavastatin ve sisplatinin MTT yontemine gore 48 saat maruziyet
stiresinde HeLa hiicrelerinde sinerjistik sitotoksik etkisi. *

Pitavastatin, 5; 10; 20; 50; 100 ve 200 uM konsantrasyonlar1 tek bagina ve 10
ve 20 uM sisplatinle kombine edilerek 48 saat siire ile uygulandi. HeLa hiicrelerinde
pitavastatin ve sisplatinin canliliga olan etkisine Sekil 4.6.’ya bakildigi zaman, 5 uM
konsantrasyonundan itibaren kontrole gore anlamli bir sinerjistik sitotoksisite
goriildii. Kombine etkinin artan konsantrasyonlarda olusturdugu sitotoksisitenin doza
bagl olarak arttig1 tespit edildi. Pitavastatinin 5 uM ve sisplatinin 20 uM dozunda
(p<0,001) kontrole gore canliligt %70’in altina dislirdigii gorildi. Aym etki
sisplatinin 10 pM dozunda 20 puM pitavastatinle yaptig1 kombinasyonda goriildii.
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4.1.3. Pitavastatin ve Pitavastatin ile Sisplatinin Kombine Etkisinin 72

Tablo 4.3.

Saat Maruziyet Siiresinde HeLa Hiicrelerinde MTT Yontemi ile

Sitotoksisitesinin Degerlendirilmesine Iliskin Bulgular

MTT yontemine gore pitavastatinin ve pitavastatin + sisplatinin 72 saat
maruziyet siiresinde HeLa hiicrelerinde sitotoksik etkisi.*

Gruplar

Ortalama Canh
Yiizdeleri

Hiicre

(% =+ standart sapma)

1 (-) Kontrol (% 0,5 EtOH igeren besiyeri) 100,00 + 0,00
2 (+) Kontrol (10 uM Sisplatin) 73.56 + 16.25 P
3 (+) Kontrol (20 uM Sisplatin) 412622131 2
4 2 uM Pitavastatin 80.01 £4.20 ¢
5 5 uM Pitavastatin 73:43 i 4207 +b
6 10 uM Pitavastatin 67,22 +7.45*"b
7 20 puM Pitavastatin 64.09 + 7.54 *+b
8 50 uM Pitavastatin 64:67 + 1’1,83 +b
9 100 uM Pitavastatin 57,42+ 10,67 **
10 200 uM Pitavastatin 353445712
Kombine gruplar
11 5 uM Pitavastatin + 10 pM Sisplatin 52,31+ 12,70 2
12 5 uM Pitavastatin + 20 pM Sisplatin 31,34+ 14,92 2
13 10 uM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 46,80 + 16,16 **2
14 10 uM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin 29,08 + 14,51 *+2
15 20 uM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 46,48 + 14,94 ++2
16 20 pM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin 25,82 + 9,45 *+2
17 50 uM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 45,03 + 10,87 *+2
18 50 uM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin 25,95+ 9,32 ++2
19 100 uM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 42,87 + 12,67 *+2
20 100 uM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin 26,81 +7,13 *2
21 200 puM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 24,94 + 12,89 *+2
22 200 uM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin

14,92 + 7,08 *ab

*Sonuclar ii¢ caligmanin ortalama + standart sapmasi olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif
kontrole gore degerlendirilmistir (Pitavastatin ve sisplatin uygulanmayan grup i¢in hiicre canlilif1
%100 alinmistir). Negatif kontrol olarak % 0.5 EtOH igeren besiyeri ve pozitif kontrol olarak 10 uM
ve 20 puM sisplatin uygulanmustir. (*p<0,05, **p<0,001, negatif kontrol [EtOH igeren besiyeri (% 0,5)]
ile kiyaslanmustir. 2 p<0,05 pozitif kontrol (10 uM Sisplatin) ile kiyaslanmstir. ® p<0,05, ¢ p<0,001,
pozitif kontrol (20 uM Sisplatin) ile kiyaslanmustir).
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*Sonuglar ii¢ ¢aligmanin ortalama degeri olarak verilmistir.

Sekil 4.7. MTT yontemine gore farkli konsantrasyonlarda pitavastatin ile 72 saat
inkiibe edilen HeLa hiicrelerinin canlilik yiizdeleri.* (Pit: Pitavastatin)
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Pitavastatin, 2; 5; 10; 20; 50; 100 ve 200 uM konsantrasyonlarda 72 saat siire

ile uygulandi. HeLa hiicrelerinde pitavastatinin canlilifa olan etkisine Sekil 4.7.’ye

bakildig1 zaman, 2 uM konsantrasyonunda kontrole gore anlamli bir azalma gorildii.

(p<0,05) Pitavastatinin yliksek konsantrasyonlarda olusturdugu sitotoksisitenin doza

bagl olarak arttig1 tespit edildi. Konsantrasyon artisina bagl olarak canlilik 20 ve

200 puM konsantrasyonlar1 i¢in kontrole gore anlamli

(p<0,001) bulundu.

Pitavastatinin 10 pM konsantrasyonda kontrole gore canliligt %70’in altina

diistirdiigti gorildii.
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*Sonuglar ii¢ ¢aligmanin ortalama + standart sapmasi olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif
kontrole gore degerlendirilmistir (Pitavastatin ve sisplatin uygulanmayan grup icin hiicre canlilifi
%100 alimmustir). Negatif kontrol olarak % 0,5 EtOH igeren besiyeri uygulanmustir.

3 p<0,05 Negatif kontrol (% 0,5 EtOH igeren besiyeri); ® p<0,05 Pozitif kontrol (20 uM Sisplatin) ile
kiyaslanmigtir.

(Grafik iizerinde gosterilen konsantrasyon pitavastatine ait olup kombine dozlarda da belirtilen
konsantrasyonlarda galigiimistir.)

Sekil 4.9. Pitavastatin ve sisplatinin MTT yontemine gore 72 saat maruziyet
stiresinde HeLa hiicrelerinde sinerjistik sitotoksik etkisi. *

Pitavastatin, 5; 10; 20; 50; 100 ve 200 uM konsantrasyonlar1 tek basina ve 10
ve 20 uM sisplatinle kombine edilerek 72 saat siire ile uygulanmistir. Hela
hiicrelerinde pitavastatin ve sisplatinin canliliga olan etkisine Sekil 4.9.’a bakildigi
zaman, 5 uM konsantrasyonundan itibaren kontrole gdre anlamli bir sinerjistik
sitotoksisite goriildii. Kombine etkinin artan konsantrasyonlarda olusturdugu
sitotoksisitenin doza bagli olarak arttig1 tespit edildi. Pitavastatinin 5 uM ve
sisplatinin 10 uM ve 20 uM dozunda (p<0,001) kontrole gére canlilig1r %70’in altina
diisiirdiigii goriildi.

4.2, Pitavastatinin HeLa Hiicrelerinde NKA Yontemi ile

Sitotoksisitesinin Degerlendirilmesine iliskin Bulgular

0,125-500 uM konsantrasyon araliginda pitavastatinin HeLa hiicrelerinde
yapilan MTT genis doz taramasi sonucunda kontrol grubu ile kiyaslandiginda 0,125
uM -2 uM konsantrasyon araliginda HeLa hiicrelerinde onemli bir sitotoksik etki
olusturmadig1 goézlenmistir. Ancak 2 puM-200 uM konsantrasyon araliginda daha
fazla sitotoksik etki olusturdugu gozlenmistir ve tekrarli ¢aligmalara ve NKA ile

sitotoksisitenin belirlenmesinde bu doz araliginda devam edilmistir. Pitavastatinin
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HeLa hiicreleri i¢cin 72 saat maruziyet siiresinde ICsp degeri 11,20 uM olarak

belirlenmistir.

4.2.1. Pitavastatin ve Pitavastatin ile Sisplatinin Kombine Etkisinin 24

Saat Maruziyet Siiresinde HeLa Hiicrelerinde NKA Yontemi ile

Sitotoksisitesinin Degerlendirilmesine Iliskin Bulgular

Tablo 4.4. NKA yontemine gore pitavastatinin ve pitavastatin + sisplatinin 24 saat
maruziyet siiresinde HeLa hiicrelerinde sitotoksik etkisi. *

Gruplar Ortalama Canlh Hiicre
Yiizdeleri
(% + standart sapma)
1 Kontrol 100,00 £+ 0,00
2 (+) Kontrol (10 uM Sisplatin) 90,64 + 4,13 *
3 (+) Kontrol (20 uM Sisplatin) 85,63 £ 3,98 **
4 2 uM Pitavastatin 88,62 £ 0,43 *
5 5 uM Pitavastatin 83,66 + 0,95 **
6 10 uM Pitavastatin 80,70 + 2,14 2
7 20 uM Pitavastatin 78,40 + 2,63 *H2
8 50 uM Pitavastatin 76,77 + 3,68 *+ &b
9 100 uM Pitavastatin 77,37 + 4,34 b
10 200 pM Pitavastatin 65,65+ 3,11 ¢

Kombine gruplar

11 5 uM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 82,22 +2,67 @

12 5 uM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin 78,79 + 3,70 *+2

13 10 uM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 79,65 + 2,65 *H @

14 10 uM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin 78,37 + 3,20 *H2

15 20 uM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 75,39 + 3,29 +hab

16 20 uM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin 73,28 + 4,35 +Hab

17 50 uM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 77,05 + 3,48 +Hab

18 50 uM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin 76,16+ 1,76 *H 2P

19 100 uM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 80,40 = 10,58 *+2

20 100 uM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin 76,80 + 8,51 +HaP

21 200 uM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 60,56 + 6,41+ 2¢

22 200 uM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin 58,81 + 6,75 *Ha¢

*Sonuglar ii¢ ¢aligmanin ortalama + standart sapmasi olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif
kontrole gore degerlendirilmistir (Pitavastatin ve sisplatin uygulanmayan grup igin hiicre canlilig1
%100 alinmigtir). Pozitif kontrol olarak 10 pM ve 20 puM sisplatin uygulanmstir. (*p<0.05, *p<0.001,
kontrol grubu ile kiyaslanmustir.
3p<0,05 pozitif kontrol (10 pM Sisplatin) ile kiyaslanmistir. ® p<0,05, ¢ p<0,001, pozitif kontrol (20
uM Sisplatin) ile kiyaslanmistir).
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*Sonuglar ii¢ calismanin ortalama degeri olarak verilmistir.

Sekil 4.10. NKA yontemine gore farkli konsantrasyonlarda pitavastatin ile 24 saat
inkiibe edilen HeLa hiicrelerinin canlilik yiizdeleri. * (Pit: Pitavastatin)

Pitavastatin, 2, 5, 10, 20, 50, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarda 24 saat siire
ile uygulanmis olup HeLa hiicrelerinde pitavastatinin canliliga olan etkisine bakildigi
zaman, (Sekil 4.10.) 2 uM konsantrasyonunda kontrole gore anlamli bir azalma
goriildiic  (p<0,05). Pitavastatinin 5 puM (p<0,001) artan konsantrasyonlarda
olusturdugu sitotoksisitenin doza bagli olarak arttigi tespit edildi. Konsantrasyon
artisina bagl olarak canlilik 2,5, 10 20 ve 50 uM konsantrasyonlari i¢in kontrole
gore anlamli (p<<0,001) bulundu. Ancak 100 pM konsantrasyonda sitotoksisitenin
doza bagli olarak artmadigi tespit edildi. Pitavastatinin 200 pM (p<0,001)

konsantrasyonda kontrole gore canliligi %70’in altina diisiirdiigi goriildii.
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*Sonuglar ii¢ ¢aligmanin ortalama =+ standart sapmasi olarak verilmistir. Hiicre canlilig1 kontrole goére
degerlendirilmistir (Pitavastatin ve sisplatin uygulanmayan grup i¢in hiicre canliligi %100 alinmistir).

3 p<0,05 Negatif kontrol (% 0,5 EtOH igeren besiyeri); ® p<0,05 Pozitif kontrol (20 uM Sisplatin) ile
kiyaslanmustir.

(Grafik iizerinde gosterilen konsantrasyon pitavastatine ait olup kombine dozlarda da belirtilen
konsantrasyonlarda ¢aligilmistir.)

Sekil 4.12. Pitavastatin ve sisplatinin NKA yontemine gore 24 saat maruziyet
stiresinde HeLa hiicrelerinde sinerjistik sitotoksik etkisi. *

Pitavastatin, 5; 10; 20; 50; 100 ve 200 uM konsantrasyonlari tek basina ve 10
ve 20 uM sisplatinle kombine edilerek 24 saat siire ile uygulandi. HeLa hiicrelerinde
pitavastatin ve sisplatinin hiicre canliliga olan etkisine bakildigi zaman, (Sekil 4.12.)
5 uM konsantrasyonundan itibaren kontrole gére anlamli bir sinerjistik sitotoksisite
goriildii. Kombine etkinin artan konsantrasyonlarda olusturdugu sitotoksisitenin doza
bagli olarak arttig1 tespit edildi. Pitavastatinin 200 uM ve sisplatinin 10 uM dozunda
(p<0,001) kontrole gore canlilig1 %70’in altina diistirdiigii goriildii.
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4.2.2. Pitavastatin ve Pitavastatin ile Sisplatinin Kombine Etkisinin 48

Saat Maruziyet Siiresinde HeLa Hiicrelerinde NKA Yontemi ile

Sitotoksisitesinin Degerlendirilmesine iliskin Bulgular

Tablo 4.5. NKA yontemine gore pitavastatinin ve pitavastatin + sisplatinin 48 saat

maruziyet siiresinde HeLa hiicrelerinde sitotoksik etkisi. *

Gruplar Ortalama Canl Hiicre
Yiizdeleri
(% + standart sapma)
1 Kontrol 100,00 + 0,00
2 (+) Kontrol (10 uM Sisplatin) 90,28 + 5,96 *
3 (+) Kontrol (20 uM Sisplatin) 83,00 £ 5,00 *
4 2 uM Pitavastatin 82,37+4,90"
5 5 uM Pitavastatin 71,83 + 6,62 *Hab
6 10 uM Pitavastatin 66,15+ 7,32 *Hab
7 20 uM Pitavastatin 63,58 £ 6,28 *Hac
8 50 uM Pitavastatin 62,24+ 5,70 *H&°¢
9 100 uM Pitavastatin 61,17 + 5,24 *Hac
10 200 puM Pitavastatin 60,00 &+ 4,72 *+ac
Kombine gruplar
11 5 uM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 62,46+ 9,25 *Hac
12 5 uM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin 61,19+ 8,74 +Hac
13 10 uM Pitavastatin + 10 pM Sisplatin 54,50 + 7,61 *+2°
14 10 uM Pitavastatin + 20 pM Sisplatin 49,17 + 5,26 *2¢
15 20 uM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 50,77 + 8,52 +Hac
16 20 uM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin 44,99 + 4,12 *hac
17 50 uM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 49,93 + 7,40 *hac
18 50 uM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin 46,28 4,70 *Hac
19 100 uM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 53,30 +£4,94 *ac
20 100 uM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin 50,37 + 2,14 *Hac
21 200 uM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 49,57 + 3,40 *hac
22 200 uM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin 38,46+ 0,17 *Ha°

*Sonuclar ii¢ calismanin ortalama + standart sapmasi olarak verilmistir. Hiicre canlilign kontrol
grubuna gore degerlendirilmistir (Pitavastatin ve sisplatin uygulanmayan grup igin hiicre canlilig
%100 alinmigtir). Pozitif kontrol olarak 10 pM ve 20 pM sisplatin uygulanmstir. (*p<0,05, **p<0,001,
kontrol grubu ile kiyaslanmustir.
3 p<0,05 pozitif kontrol (10 puM Sisplatin) ile kiyaslanmgtir. ® p<0,05, ¢ p<0,001, pozitif kontrol (20
puM Sisplatin) ile kiyaslanmistir).
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*Sonuglar ii¢ ¢aligmanin ortalama degeri olarak verilmistir.

Sekil 4.13. NKA yontemine gore farkli konsantrasyonlarda pitavastatin ile 48 saat
inkiibe edilen HeLa hiicrelerinin canlilik yiizdeleri. * (Pit: Pitavastatin)

Pitavastatin, 2, 5, 10, 20, 50, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarda 48 saat siire
ile uygulandi. HeLa hiicrelerinde pitavastatinin hiicre canliligmma olan etkisine
bakildig1 zaman, (Sekil 4.13.) 2 uM konsantrasyonunda kontrole gore anlamli bir
azalma goriildii (p<0,05). Pitavastatinin 5 pM (p<0,001) artan konsantrasyonlarda
olusturdugu sitotoksisitenin doza bagli olarak arttig1 tespit edildi. Pitavastatinin 10
uM (p<0,001) konsantrasyonda kontrole goére canliligt %70’in altina diisiirdigii

goriildii.
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*Sonuglar ii¢ ¢aligmanin ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilig1 kontrole gére
degerlendirilmistir (Pitavastatin ve sisplatin uygulanmayan grup i¢in hiicre canliligi %100 alinmustir).

3 p<0,05 Negatif kontrol (% 0,5 EtOH igeren besiyeri); ® p<0,05 Pozitif kontrol (20 uM Sisplatin) ile
kiyaslanmigtir.

(Grafik tizerinde gosterilen konsantrasyon pitavastatine ait olup kombine dozlarda da belirtilen
konsantrasyonlarda ¢aligilmistir.)

Sekil 4.15. Pitavastatin ve sisplatinin NKA yontemine gore 48 saat maruziyet
stiresinde HeLa hiicrelerinde sinerjistik sitotoksik etkisi. *

Pitavastatin, 5, 10, 20, 50, 100 ve 200 uM konsantrasyonlari tek basina ve 10
ve 20 uM sisplatinle kombine edilerek 48 saat siire ile uygulandi. HeLa hiicrelerinde
pitavastatin ve sisplatinin hiicre canliliga olan etkisi (Sekil 4.15) 5 uM
konsantrasyonundan itibaren kontrole gore anlamli bir sinerjistik sitotoksisite
goriildii. Kombine etkinin artan konsantrasyonlarda olusturdugu sitotoksisitenin doza
bagli olarak arttig1 tespit edildi. Pitavastatinin 5 uM ve sisplatinin 10 ve 20 uM
dozlarinda (p<0,001) kontrole gore canlilig1 %70’in altina diisiirdiigii goriildii.
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4.2.3. Pitavastatin ve Pitavastatin ile Sisplatinin Kombine Etkisinin 72
Saat Maruziyet Siiresinde HeLa Hiicrelerinde NKA Yontemi ile

Sitotoksisitesinin Degerlendirilmesine iliskin Bulgular

Tablo 4.6. NKA yontemine gore pitavastatinin ve pitavastatin + sisplatinin 72 saat
maruziyet siiresinde HeLa hiicrelerinde sitotoksik etkisi. *

Gruplar Ortalama Canlh Hiicre
Yiizdeleri
(% + standart sapma)
1 (-) Kontrol 100,00 = 0,00
2 (+)Kontrol (10 uM Sisplatin) 73.12 £ 1.4] *+ab
3 (+)Kontrol (20 uM Sisplatin) 65’20 + 4’39 ++ 2
4 2 uM Pitavastatin 72 ’74 +5 ;)8 ++,b
5 5 uM Pitavastatin 62:65 + 6:11 ++,a
6 10 uM Pitavastatin 52.00+ 11.69 *+ac
7 20 uM Pitavastatin 36 ’04 +9 530 ++,2,¢
8 50 uM Pitavastatin 23’64 + 1’65 hac
9 100 uM Pitavastatin 23’03 + 0’59 ++,2,¢
10 200 uM Pitavastatin 30:06 + 0:90 ++,8,C
Kombine gruplar

11 5 uM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 52,48+ 0,18 *hac
12 5 uM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin 42,00 + 2,55 *Hac
13 10 uM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 35,80 + 3,64 *hac
14 10 uM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin 28,35+ 2,44 *hac
15 20 uM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 24,02+ 1,76 *Hac
16 20 uM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin 21,05+ 1,60 *Ha¢
17 50 uM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 20,62 £ 0,36 *Hac
18 50 uM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin 19,71 + 0,35 *Hac
19 100 uM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 21,91+ 1,01 *Hac
20 100 uM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin 20,47 +0,10 *Hac
21 200 uM Pitavastatin + 10 uM Sisplatin 29,78 £ 0,70 *+ac
22 200 uM Pitavastatin + 20 uM Sisplatin 23,45+0,66 ¢

*Sonuglar ii¢ ¢alismanin ortalama + standart sapmasi olarak verilmigtir. Hiicre canliligi kontrol
grubuna gore degerlendirilmistir (Pitavastatin ve sisplatin uygulanmayan grup i¢in hiicre canlilig1
%100 alinmigtir). Pozitif kontrol olarak 10 pM ve 20 pM sisplatin uygulanmstir. (*p<0,05, **p<0,001,
kontrol grubu ile kiyaslanmustr.
2p<0,05 pozitif kontrol (10 pM Sisplatin) ile kiyaslanmustir. ® p<0,05, ¢ p<0,001, pozitif kontrol (20
UM Sisplatin) ile kiyaslanmugtir).
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*Sonuglar ii¢ ¢alismanin ortalama degeri olarak verilmistir.

Sekil 4.16. NKA yontemine gore farkli konsantrasyonlarda pitavastatin ile 72 saat
inkiibe edilen HeLa hiicrelerinin canlilik yiizdeleri. * (Pit: Pitavastatin)

Pitavastatin, 2, 5, 10, 20, 50, 100 ve 200 uM konsantrasyonlarda 72 saat siire
ile uygulandi. HeLa hiicrelerinde pitavastatinin hiicre canliligina olan etkisine Sekil
4.16.’ya bakildig1 zaman, 2 uM konsantrasyonunda kontrole goére anlamli bir azalma
gorildii (p<0,001) ve artan konsantrasyonlarda olusturdugu sitotoksisitenin doza
bagl olarak arttig1 tespit edildi. Ancak 200 uM konsantrasyonda sitotoksisitenin
doza bagli olarak artmadigr tespit edildi. Pitavastatinin 5 pM (p<0,001)

konsantrasyonda kontrole gore canlilig1 %70’in altina diistirdiigli goriildii.
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H Sisg (20 pM)
Pitavastatin+ Sis (20 pM)

% Canlilik

Konsantrasyon

*Sonuglar ii¢ ¢aligmanin ortalama =+ standart sapmast olarak verilmistir. Hiicre canlilig1 kontrole gore
degerlendirilmistir (Pitavastatin ve sisplatin uygulanmayan grup i¢in hiicre canliligi %100 alinmistir).
3 p<0,05 Negatif kontrol (% 0,5 EtOH igeren besiyeri); ® p<0,05 Pozitif kontrol (20 uM Sisplatin) ile
kiyaslanmigtir.

(Grafik iizerinde gosterilen konsantrasyon pitavastatine ait olup kombine dozlarda da belirtilen
konsantrasyonlarda ¢aligilmistir.)

Sekil 4.18. Pitavastatin ve sisplatinin NKA yontemine gore 72 saat maruziyet
stiresinde HeLa hiicrelerinde sinerjistik sitotoksik etkisi. *

Pitavastatin, 5, 10, 20, 50, 100 ve 200 uM konsantrasyonlari tek basina ve 10
ve 20 uM sisplatinle kombine edilerek 72 saat siire ile uygulandi. HeLa hiicrelerinde
pitavastatin ve sisplatinin hiicre canliliga olan etkisine bakildig1 zaman, (Sekil 4.18.)
5 uM konsantrasyonundan itibaren kontrole goére anlamli bir sinerjistik sitotoksisite
goriildii. Kombine etkinin artan konsantrasyonlarda olusturdugu sitotoksisitenin doza
bagli olarak arttig1 tespit edildi. Pitavastatinin 5 uM ve sisplatinin 10 ve 20 uM
dozlarinda (p<0,001) kontrole gore canlilig1 %70’in altina diisiirdiigii goriildii.

4.3. MTT ve NKA Analiz Sonug¢larimin Karsilastirnlmasi

Bu tez ¢alismasi kapsaminda pitavastatin, sisplatin ve pitavastatin+sisplatinin
HeLa hiicreleri tizerindeki in vitro sitotoksik etkisi MTT ve NKA canlilik testleri ile
belirlenmis olup, iki farklt canlilik testinden elde edilen sitotoksisite verileri
karsilastirilmistir. Pitavastatinin gerek tek basina ve gerekse sisplatin ile birlikte
uygulanmas1 sonucunda HelLa hiicreleri {izerinde meydana gelen sitotoksik etkisiye
dair elde edilen veriler incelendiginde, NKA ile gozlenen sitotoksik etkinin MTT

yontemi ile gozlenen sitotoksik etkiden daha belirgin oldugu goriilmiistiir.
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Her iki yonteme gore de benzer sekilde 72 saat maruziyet siiresinde goriilen

sitotoksik etki 24 ve 48 saat maruziyet siirelerine gore daha yiiksektir.
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5. TARTISMA

Servikal kanser, diinyadaki en yaygin kanserlerden biridir ve yilda yaklasik
550.000 yeni vaka ve 280.000 olim gorilmektedir. Bir¢ok gelismis {ilkede,
morbidite ve mortaliteyi azaltmak amaciyla servikal kanser tedavisi i¢in bazi yararh
tarama, etkin tan1 ve tedavi stratejileri arastirilmaktadir. Bununla birlikte, serviks
kanserinde etkili tedavi yolu gelistirilmesi hala ¢alismalar arasinda Gnemli yer
tutmaktadir (104). Son zamanlarda, statinlerin lipit diisiiriicii etkilerinin yani sira,
birgok kati tiimor hiicrede apoptozu in vitro indiikkleyebilmelerine, metastazi in vivo
inhibe edebilmelerine ve bdylece antikanser ajan olarak kullanilabilme olasiliklarina
ilgi giderek artmaktadir (105).

Bu tez ¢alismasi kapsaminda, son yillarda statinlerin hipolipidemik etkilerinin
yanisira antikanser etkinliklerini yansitan ¢aligmalar 1s18inda, pitavastatinin HelLa
hiicrelerinde olas1 sitotoksik etkilerinin degerlendirilmesi ve mevcut tedavide
kullanilan sisplatin ile kombine etkileri ortaya konmustur. Bu ¢alismada, MTT ve
NKA yontemlerinde pitavastatinin  HeLa hiicrelerinde sitotoksik etkisinin
konsantrasyon artigtyla birlikte artis gosterdigi saptanmistir. Maddenin ICso degerleri
NKA ve MTT yontemleri i¢in 72 saat maruziyet siiresinde sirastyla 11,20 pM ve
115,65 uM olarak bulunmustur.

Calismamizda uyguladigimiz sitotoksisite yontemlerinden olan MTT ile
hiicre canliligi degerlendirilen bir ¢alismada, lipofilik bir statin olan pitavastatinin,
hiicre canliligt ve koloni olusum testleri kullanilarak olas1 antikanser etkileri
incelenmistir. Karaciger kanseri hiicrelerinin biiyiimesini doza bagimli ve zamana
bagli bir sekilde inhibe ettigi kaydedilmistir. Koloni olusumu ise kristal viyole
yontemiyle degerlendirilmistir (9). Standart melanoma tedavisinde kullanilan
dakarbazinin, pitavastatin ile kombine halde insan melanom hiicrelerinde antikanser
aktivitesini aragtiran bir baska c¢alismada ise, aymi sekilde hiicre canliligt MTT
yontemiyle degerlendirilmis ve bizim verilerimizle paralel sekilde kombine tedavinin
sinerjistik etkiyle hiicre 6liimiinii artirdig1 gosterilmis olup bu sonucun elde ettigimiz
sonuglar ile benzer oldugu goriilmiistiir (106).

Over kanserinde statinlerin tek basina etkisi daha Onceki calismalarda
bildirilmis olmakla birlikte, hiicre oOliimiine neden olan ila¢ konsantrasyonu,

hiperkolesterolemi igin statin tedavisi goren hastalarin kullandigi ila¢ dozundan
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oldukca yiiksektir. Bilindigi iizere statinler miyopati olusturma riskine sahiptir.
Bunun bir ¢ozlimii, gerekli dozu ve olasi advers etkileri azaltmak i¢in statinlerle
kombinasyon halinde kullanilabilen ilaglar1 belirlemektir. Bir ¢alismada, BH3
mimetik 4-{4-[(4’-kloro-2-bifenil)metil]-1-piperazinil}-N-[(4-{[(2R)-4-
(dimetilamino)-1 (fenilsiilfanil)-2-biitanil]amino } -3-nitrofenil )siilfonil [benzamit
(ABT-737) veya fosfatidilinositol 3-kinaz inhibitorii piktilisib pitavastatin ile
kombine edildiginde, ila¢ kombinasyonlarinin over kanser hiicre hatlarinda, hiicre
Olimiinde tek basina pitavastatinden daha etkili oldugu ayrica ABT-737 veya
piktilisib kombinasyonunun, birka¢ over kanseri hiicre dizisinde pitavastatin
tarafindan indiiklenen hiicre 6liimiinii belirgin sekilde artirdigi kaydedilmistir (6).

Villarino ve ark. (7) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, pankreas duktal
adenokarsinoma hastalarindan elde edilen timor hiicrelerinde ve pankreas kanser
hiicre hatlarinda pitavastatinin  hiicre canliligini doz bagimli inhibe ettigi
bildirilmistir. Ayrica, molekiiler seviyede, pitavastatinin, siklin bagimli kinaz
inhibitérii  p21'in  kolestrol bagimsiz bir sekilde sentezlenmesini ve hedef
bolgelerinde  retinoblastoma  tlimor  baskilayict  proteininin  baskilayici
fosforilasyonunu bloke ettigi ve Gi/S simir1 boyunca ilerleme i¢in gereken
transkripsiyon faktorii olan transkripsiyon uzama faktorii-2 (E2F) hedef genlerin
ekspresyonunu azalttig bildirilmistir.

In vitro kolon kanser kok hiicreleri ve in vivo fare tiimorii ksenograftlarinda
pitavastatinin etkilerini inceleyen arastirmacilar bu kok hiicrelerin pitavastatin
tedavisi ile inhibe edildigi, kok hiicre belirteglerinin ekspresyonunun azaldigi ve
hiicre apoptozunun indiiklendigi sonucunu elde etmislerdir. Calismada, pitavastatinin
fare tiimorii ksenograftlarinin biiyiimesini inhibe ettigi ve pitavastatinin kolon
karsinomasinda kok hiicrelerin ¢ogalmasinin inhibisyonunda potansiyel bir rolil
oldugu belirlenmistir (10).

Yasui ve ark. (8) antienflamatuar etkiler de dahil olmak {izere pleiotropik
biyolojik etkilere sahip olan pitavastatinin fare modeli kullanarak kolit baglantili
kolon kanseri gelisimine karst potansiyel koruyucu oOzelligini arastirmiglardir.
Pitavastatinin mukozal enflamasyon, oksidatif stres ve hiicre proliferasyonunun
modiilasyonu yoluyla kolit baglantili kolon karsinogenezisini inhibe etmede etkili

oldugu gozlenmistir.
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Statinlerin antikanser etkileri {lizerine dikkat ¢eken c¢alismalar arasinda in
vitro, in vivo veya epidemiyolojik calismalarda pankreas, karaciger, over, dil
karsinomasi, prostat, meme gibi bir¢ok kanser tiirleri yer almakta olup statinlerin
pankreas kanserine olan etkisinin arastirildigi bir ¢alismada, iki farkli pankreatik
kanser hiicre hattinda hiicre canliligina olan etkisini tripan mavisi ve MTT testleriyle
degerlendirmislerdir. Bu ¢alismada, Akt / protein kinaz B sinyalizasyonu tizerindeki
etkisi incelenmistir. Western blotting yonteminin sonuglarina gore; atorvastatinin
pAkt'yi azalttig1 belirlenmistir. Gemsitabin pankreas kanserinin tedavisinde standart
kemoterapotik ilagtir ve kombinasyon tedavisinde atorvastatinin gemsitabin etkisini
artirdigr gézlenmistir. Benzer sonuglar atorvastatin ve 5-fluorourasil kombine
edilerek de elde edilmistir. Bu etkinin azalmis Akt fosforilasyonu ile iliskili oldugu
ve statinlerin Oncelikle pankreatik kanser hiicrelerinde P2X7-Akt sinyalizasyonunu
hedefleyerek, bu hiicreleri kemoterapotik ilaglara duyarli hale getirdigi
vurgulanmistir (107).

Zhang ve ark. (105) pitavastatin gibi lipofilik bir statin olan fluvastatinin {i¢
hepatoseliller ~ kanser  hiicre  dizisinde  potansiyel antikanser  etkisini
degerlendirmislerdir. Fluvastatinin, doza bagimli bir sekilde apopitoz indiiksiyonu
yaptig1 ve hiicre siklusunu G2/M fazinda durdurarak hiicrelerin ¢ogalmasini inhibe
ettigi gozlemlenmistir. Calismanin sonunda, fluvastatinin bu hiicrelerin invazyon
potensini énemli dl¢iide diisiirdiigii ortaya konmustur.

Fluvastatinin bu kez insan dili karsinoma hiicre dizisi human oral squamous
cell carcinoma (HSC-3) hiicreleri tizerindeki etkisinin incelendigi bir baska
caligmada, apopitozu baglattigit ve kaspaz-3 aktivitesinde bir artis oldugu
gbzlenmistir. Bu ¢alismanin sonucunda, fluvastatinin dil karsinomasi i¢in bir
antikanser ajan olarak kullanilabilecegi gosterilmistir (108).

Fluvastatin ile sisplatin  kombinasyonunun epitelyal over kanser
hiicrelerindeki etkilerinin incelendigi bir calismada, over kanser hiicrelerinden olan
SKOV3 hiicreleri sisplatine karst direngli kabul edilirken; CAOV3 hiicreleri
sisplatine duyarli olarak kabul edilmektedir. CAOV3 hiicrelerinde, tek basina
fluvastatin ya da sisplatinin hiicresel proliferasyonu doza bagli bir sekilde inhibe
ettigi MTT testi ile degerlendirilmistir. Ayrica, fluvastatin ve sisplatin birlikte

uygulandiginda sinerjik sitotoksisite gosterdigi, SKOV3 hiicrelerinde akis sitometri
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analiziyle apopitoza neden oldugu belirtilmistir. Gozlenen Onleyici etkiler, tiim
konsantrasyonlarda istatistiksel olarak anlamli olarak bulunmustur. Calismanin
sonunda, statinlerin over kanserinin adjuvan tedavisinde kullanilabilecek bir
terapOtik ajan olabilecegi sonucuna varilmistir (109). Ayrica, jinekolojik
malignansilerde, eszamanli statin terapisinde over kanseri olan kadinlarda sagkalim
arasinda daha iyi bir korelasyon tespit edildigi belirtilmistir (110).

Huang ve ark. (111) hepatoseliiler hiicrelerde hiicre canliligi, hiicre ¢ogalmasi
ve apopitoz diizenlenmesinde simvastatinin roliinii arastirmak ve simvastatinin yer
aldig1 spesifik diizenleyici mekanizmalar1 aydinlatmak amaciyla yaptiklari ¢calismada
MTT, tripan mavisi ve akig sitometrik analizleri gerceklestirmislerdir. Calismanin
sonunda, simvastatinin, tedavi edilmemis hiicrelere kiyasla karaciger kanser hiicreleri
olan HepG2 ve Huh7 hiicrelerinde hiicre canliligini ve proliferasyonu 6nemli 6l¢iide
azalttig gosterilmistir.

Insan prostat kanseri hiicrelerinde tek basna veya kombine halde atorvastatin
ve aspirinin etkilerini ve mekanizmalarim1 degerlendiren bir caligmada, prostat
kanseri hiicrelerindeki biiyiime ve apopitoz, tripan mavisi ve propidyum iyodiir
boyama deneyleriyle belirlenmistir. Bu ¢aligmada, atorvastatin ve aspirinin kombine
uygulandiklarinda prostat kanseri hiicrelerinin biliylimesini in vitro ve in vivo
ortamlarda inhibe ettikleri belirlenmistir (112).

Park ve ark. (113) statinlerin meme kanseri hiicrelerinde hiicre canliligin1 doz
bagiml olarak azalttigini kaydetmislerdir. Bu ¢aligmada, statinin {iglii negatif meme
kanseri hiicresi olan triple negative breast cancer (TNBC) hiicreleri iizerindeki
etkilerine, fosfoinozitid 3-kinaz (PI3K) yolaginin aracilik ettigi ek olarak
fosfoinozitid 3-kinaz inhibitoriiniin  (LY294002) simvastatinin etkisini artirdigi
belirtilmistir. Simvastatin ile tedavi sonucunda, cesitli {iclii negatif meme kanser
hiicrelerinin canliliginin azaldig: belirlenmistir.

Biitiin bunlara ek olarak, statinler esas olarak kanser tedavisi ig¢in
tasarlanmamuistir, bu nedenle antikanser ajanlar olarak statinlerin etkinligini optimize
etmeden Once antikanser etkileri dikkatlice degerlendirilmeli ve karsilastirilmalidir.
Jiang ve ark. (74) in vitro ortamda insan kanser hiicrelerinin biiylimesine karsi en iyi
lic statinin, test edilen tiim hiicrelerde serivastatin, pitavastatin ve fluvastatin

oldugunu gostermektedir. Ayrica, pitavastatinin in vitro ve in vivo olarak
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fluvastatinden daha etkili oldugu belirtilmistir. Otofaji veya apoptoz mekanizmalari
tizerinden statin ve hiicre oliimii arasindaki baglantinin anlagilmasimin kanser
tedavisine yeni yaklasimlar gelistirmeye yardimci olabilecegi vurgulanmistir.
Literatiir bilgisi dogrultusunda statinlerin ¢esitli kanser tiirlerinde antitiimoral
etkilere sahip olduguna dair ¢alismalar mevcut iken, pitavastatinin serviks kanseri
tizerindeki etkisi hakkinda yeterli diizeyde veri olmadig1 goriilmektedir (114). Bunun
disinda statinler tek basina etkili olmazsa, bu ila¢ grubunun kombine tedavilerde
etkin bir sekilde kullanilabilecegini gosteren yeterli kanit vardir. Bunlar arasinda,
kombinasyon tedavilerinde statinlerin, yaygin olarak regete edilen sisplatin,
metotreksat, 5-florourasil ve doksorubisin gibi antikanser ilaglarla kombinasyon
halinde kullanildig1 ve kanser hiicrelerinin antikanser ilaglarin etkilerine duyarl hale
getirildigi lizerine bir¢cok calisma bulunmaktadir. Kolon kanserinde statinler ile 6n
tedavinin sisplatin kaynakli apopitozu onemli Olglide arttirdigi ve kemoterapdtik
ajanlara direngten sorumlu P-glikoprotein ekspresyonunu azalttigi kaydedilmistir.
Ayrica, statinlerin melanom, kolon ve akciger karsinomunda doksorubisinin
antitimor aktivitesini arttirdigr  gosterilmistir (5). Orneklerin tiimii, statinlerin
adjuvan tedavide kombine halinde timit verici antikanser ilaglar olarak kabul

edilmesi gerektigini diisindiirmektedir (73).
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6. SONUC ve ONERILER

Sonu¢ olarak, pitavastatinin HelLa hiicre proliferasyonunu azalttigi,
sitotoksisite yOntemlerinden MTT ve NKA ile belirlenmis, servikal kanser
tedavisinde kullanilan sisplatinle birlikte sitotoksik giicliniin arttigni ilk kez
tarafimizdan gosterilmistir. Pitavastatinin HelLa hiicrelerinde sitotoksik etkisi
oldugununun gosterilmesi ve sisplatinle kombinasyonu ile artan sitotoksik etkisinin
her iki sitotoksisite yontemi ile ortaya konmasi tez ¢aligmasinin basaris1 adina bir
Olcii olabilir. Ancak, altinda yatan olas1 molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasiyla
calismanin ileri bir noktaya getirilecegi kabul edilmeli ve ileri arastirmalar i¢in bir
baslangi¢ ¢alismasi rolii istlenebilecegi belirtilmelidir. Pitavastatinin  HelLa
hiicrelerindeki sitotoksik etkilerinin altinda yatan mekanizmalarin tam olarak
aydinlatilabilmesi i¢in ileri bilimsel ¢alismalara gereksinim oldugu agiktir. Ayrica,
bu konudaki aragtirmalarin kapsami genisletilerek in vivo, in vitro ve Klinik
calismalarla desteklenmelidir. Elde ettigimiz sonuclarin literatiirle uyumlu olmasi ve
pitavastatinin sisplatin kombinasyonuyla sitotoksik etkisinin artig gostermesi,
pitavastatinin servikal kanser tedavisi arastirmalarinda kullanilabilecek potansiyel

adaylardan olabilecegini diisiindiirmektedir.
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