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OZET

Amac: Azol tiirevi bilesikler son zamanlarda antikanser etkileriyle 6n plana
¢ikmaktadir. Bizim de amacimiz bir azol tiirevi olan flukonazoliin antikanser
etkisini SH-SYS5Y noroblastom ve MCF-7 Meme adenokarsinom hiicreleri
tizerinde arastirmaktir.

Yontem: SH-SY5Y ve MCF-7 hiicre kiiltiiriinde kontrol grubu ve ilag grubu
olmak iizere 2 grup planlanmistir. Kontrol grubuna herhangi bir uygulama
yapilmazken ilag grubuna gesitli konsantrasyonlarda (1.56; 3.125; 6.25; 12.5 ve
25 uM) flukonazol 24 saat boyunca uygulanmistir. XTT hiicre canliligi testi ile
flukonazoliin hiicre proliferasyonu iizerine etkisi belirlenmistir.

Bulgular: Elde edilen veriler, ¢alistigimiz dozlardaki flukonazoliin, SH-SY5Y
ndroblastom ve MCF-7 meme adenokarsinom hiicreleri {izerine hiicre canliligt
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir etkisi bulunmamustir (p>0.05).
Sonuclar: XTT hiicre canlilif1 sonuglart degerlendirildiginde, flukonazoliin SH-
SYSY noéroblastom ve MCF-7 meme adenokarsinom hiicrelerinin hiicre canliligi
tizerine etkisi gézlenmemistir. Bu etkisizlik durumu uygulanan flukonazol dozu
ile iligkilendirilebilir.

Anahtar kelimeler: Flukonazol, hiicre canliligi, kanser, MCF-7 meme
adenokarsinom, SH-SY5Y néroblastom.

ABSTRACT

Objective: Azole derivatives have recently come to the fore with their anticancer
effects. Our aim is to investigate the anticancer effect of fluconazole, an azole
derivative, on SH-SY5Y neuroblastoma and MCF-7 breast adenocarcinoma
cells.

Method: In SH-SY5Y and MCF-7 cell culture, 2 groups were planned as the
control group and the drug group. While no application was made to the control
group, various concentrations of fluconazole (1.56; 3.125; 6.25; 12.5 and 25 uM)
were administered to the drug group for 24 hours. The effect of fluconazole on
cell proliferation was determined by the XTT cell viability test.

Results: The obtained data showed that no statistically significant difference was
found in terms of cell viability of fluconazole at the doses we studied on SH-
SY5Y neuroblastoma and MCF-7 breast adenocarcinoma cells (p>0.05).
Conclusions: When the XTT cell viability results were evaluated, no effect of
fluconazole on the cell viability of SH-SY5Y neuroblastoma and MCF-7 breast
adenocarcinoma cells was observed. This ineffectiveness may be related to the
dose of fluconazole administered.

Keywords: Cancer, cell viability, fluconazole, MCF-7 breast adenocarcinoma,
SH-SY5Y neuroblastom.
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GIRIS

Kanser, genetik ve ¢evresel kosullarin etkisi
altinda hiicrelerin hizli ve kontrolsiiz
boliinmesi ve ¢ogalmasi sonucu meydana
gelen kompleks bir hastaliktir. Insan
viicudundaki saglikli hiicreler, viicudun
ihtiyacina gore yeni hiicreler olusturmak
amaciyla siirekli olarak boliinmekte ve
bliytimektedirler. Hiicreler yaslanmaya
basladikga, ¢esitli sinyaller ve yolaklar ile
programli bir sekilde 6lmekte ve yerini yeni
hiicrelere birakmaktadirlar. Ancak kanser
hiicrelerinin kromozomal anormallikler ve
genomik (instabilite)
gostermelerinden dolay1, hiicre ¢cogalmasi,
programli hiicre 6liimii (apoptoz) ve hiicre-
hiicre baglantilarim1  kontrol eden 06zel

kararsizlik

genlerde mutasyonlar meydana
gelmektedir. Bunun sonucunda hiicrenin
anormal bir sekilde cogalmasi
gerceklesmektedir!. Bu anormal olusumlar
sonucunda hiicrede, translokasyon,
andploidi, = kromozom kaybi, = DNA

(Deoksiribo  niikleik  asit) g¢ogalmasi
(amplifikasyonu) ve delesyonlar gibi
oldukc¢a 6nemli ve biiylik genetik kusurlarin
olusumu gozlemlenir. Olusan bu yeni
hiicreler kontrolsiiz bdliinme gostererek
timor olusumunu baslatmaktadirlar?,

Beyin dokularinda meydana gelen anormal
ve kontrolsliz biiyiime sonucunda beyin
timoérii  olusumu  gergeklesmektedir*.
Beyin tlimorlerinin goriilme sikligi diger
kanser tiirlerine nazaran daha az olmakla
birlikte ozellikle c¢ocuklar basta olmak
iizere Oliim orani oldukga yiiksek olan bir
kanser tiiriidiir’. Néroblastom, embriyonik
gelisimin dordiincii haftasinda goriilmeye
baslayan, normalde adrenal medulla veya
sempatik  gangliyonlarda bulunan ve
primordial noral krest hiicrelerinden koken
alan bir kanser tiiriidiir®. Cocukluk ¢aginda

en sik karsilasilan ekstrakranial solid timor
cesitlerinden biridir ve goriilme siklig1 tim
cocukluk c¢ag1 tiimorlerinin  %8-10"unu
olusturmaktadir.

Meme kanseri, diinya ¢apinda en yaygin
ikinci  kanserdir. ~ Kadinlarda  tiim
kanserlerin% 25'ini olusturur ve kadinlar
arasinda  kanser Oliimlerinin  birincil
nedenidir’. Gogiis kanseri hiicrelerinin
temel Ozelliklerinden biri, yakin dokulari
istila etme yetenekleridir. Bu mobil kanser
hiicreleri lenf diigiimlerine ulasabilmekte ve
buradan kemikler, karaciger veya akcigerler
gibi diger organlara yapisarak meme
kanserine bagli 6liimiin birincil nedeni olan
metastazlara yol acabilmektedir®. Bu
nedenle, meme  Kanserini  metastaz
gelismeden erken teshis etmek ve tedavi
etmek ¢ok onemlidir.

Flukonazol, Ozellikle kandida
enfeksiyonlarinin tedavisinde yaygin olarak
kullanilan triazol tiirevi bir antifungaldir.
Suda iyi ¢6ziinen bir bilesiktir. Hem oral
hem de intravendz formunun olmasi,
hepatik, gastrik ve endokrinolojik yan
etkilere diisiik oranda yol agmas1 ve BOS’a
iyt gecmesi  baslica  avantajlaridir.
Flukonazol tedavisine bagl yan etkiler
nadirdir ~ ve  allerjik  reaksiyonlar,
anjiyoddem, trombositopeni ve alopesi
seklinde olabilmektedir®*°.

Azol tiirevi ilaglar oncelikle antifungal
ajanlar olarak kullanilsa da, son zamanlarda
bazi1 azol grubu ilaglarin antitimor
etkinlikleri gosterilmistir'. Bir baska
caliygmada da klotrimazol (CTZ) ve
ketokonazol (KCZ)’in p53 ve p27
proteinlerinin ekspresyonunun ve PARP
proteininin boliinmesinin arttigini
gostermistir'?, Bir diger ¢alisma da, DNA
hasariin neden oldugu PARP
boliinmesinin, apoptoza neden olan p53
aktivitesini artirdigin bildirmistir’3, Ayrica,
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bir hiicre dongiisii mitojeni olan CDK4'iin
ekspresyonu, CTZ veya KCZ ile
uygulamadan sonra azalmistir’*, Yapilan
caligmalar azol tiirevi bilesiklerin kanser
hiicrelerinde ¢oklu sinyal yollarinda rol
oynadigin1  gdstermektedir. Calismamizda
flukonazoliin insan néroblastom hiicre hatti
(SH-SY5Y) ve insan meme adenokarsinom
hiicre hatti (MCF-7) {izerine antikanser
etkisininin aragtirilmasi amaglanmistir.

YONTEM ve BULGULAR

In vitro Calismalar

Hiicre kiiltiirii

SH-SY5Y (CRL-2266) noroblastom ve
MCF-7 (HTB-22) meme adenokarsinom
hiicre hatti  Amerikan Tipi  Kiiltir
Koleksiyonundan (ATCC, Manassas, VA,
USA) temin edildi ve % 10’luk Fetal Sigir
Serumu (FBS) (Sigma-Aldrich Co., St
Louis, MO, USA), %1°lik
penisilin/streptomisin (Sigma Aldrich Co.,
St Louis, MO, USA) ve %1’lik L-glutamin
iceren DMEM'de  (Thermo  Fisher
Scientific, Altrincham, UK) kiiltiire edildi.
Uygun kosullar saglanarak inkiibatorde
(37°C ve %5 CO: ile nemlendirilmis
atmosfer ortami) bekletildi. Hiicreler %80-
90 yogunluga ulasinca pasajlandi. Ugiincii
pasajin ardindan hiicreler 96’l1 plate her
kuyucukta 1x10* yogunlukta hiicre olacak
sekilde ekim yapildi.

Hiicre canlilik degerlendirmesi

Hiicre canliigi, XTT testi (Roche
Diagnostic, MA, USA) kullanilarak
degerlendirildi. Basglangigta SH-SY5Y
noroblastom ve MCF-7 meme adeno-
karsinomu hiicreleri oyuk bagina 100 pL
DMEM iginde 1 x 10* hiicre yogunlugunda
96 oyuklu plaklara ekildi ve 24 saat inkiibe
edildi. Hiicreler kontrol grubun ve ilag
grubu olarak smiflandirildi.  Kontrol
grubuna herhangi bir uygulama yapilmadi.

flag grubundaki hiicreler, 24 saat boyunca
cesitli konsantrasyonlarda (1.56; 3.125;
6.25; 125 ve 25 upM) flukonazol
uygulanarak inkiibatorde bekletildi.
Inkiibasyondan sonra 96’l1 plaka cikarilip
oyuklar fosfat tamponlu salin (PBS) ile
yikandi. Daha sonra tiim kuyucuklara fenol
kirmizis1 igermeyen 100 uL DMEM ve 50
uL XTT soliisyonu ilave edildi ve ardindan
plakalar 4 saat 37 ©°C'de tutuldu.
Numunelerin absorbansi, 450 nm'de bir
ELISA mikro plaka okuyucu (Thermo
Fisher  Scientific, Altrincham, UK)
kullanilarak tespit edildi. Tiim deneyler {i¢
kez gerceklestirildi ve hiicre canliligi,
kontrol grubuna (tedavi uygulanmamis
hiicreler) kiyasla canli hiicre yiizdeleri
olarak olctldii.

Istatistiksel analiz

Sonuglar, ortalamanin (SEM) ortalama =+
standart hatasi olarak ifade edildi. Veri
analizleri Windows i¢in SPSS Siirtim 23.0
ile yapilmistir. Veriler, tek yonli bir
varyans analizi (ANOVA) kullanilarak
degerlendirildi. Deney gruplar1 arasindaki
farkliliklar1 belirlemek igin post hoc Tukey
testi kullanildi, p<0.05 degeri istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi.

SONUCLAR

Flukonazoliin SH-SYSY noroblastom ve
MCF-7 meme adenokarsinom hiicreleri
lizerine sitotoksik etkisinin degerlendiril-
mesi amaciyla XTT hiicre canlili1 testi
yapildi.  Caligmamizda  kullandigimiz
konsantrasyon onceki c¢alismalarda fluko-
nazoliin in vitro ortamda kullanilan
konsantrasyonlar1 aragtirilarak 25 pM
olarak belirlenmistir’2. Sekil 1°de goste-
rildigi  gibi  flukonazolin  SH-SY5Y
noroblastom ve MCF-7 meme adeno-
karsinom hiicreleri {izerine anlamli bir
sitotoksik etki saptanmamistir (p>0.05)
(Sekil 1-2).
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Sekil 1. Flukonazoliin SH-SY5Y néroblastom hiicre
canliligy iizerine etkileri. Degerler ortalama + SEM
olarak sunulmugtur (p>0.05).
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Sekil 2. Flukonazoliin MCF-7 meme adenokarsinom
hiicre canliligy iizerine etkileri. Degerler ortalama +
SEM olarak sunulmustur (p>0.05).

TARTISMA

Yeni ilaglarin  gelistirilmesine  yonelik
geleneksel yaklasim hem zaman alicidir
hem de pahalidir ve basar1 orani ¢ok
diigiiktiir. Bu nedenle, antitiimor etkinligine
sahip olup olmadiklarini belirlemek igin
antifungal ajanlar ~ olarak  bilinen
flukonazolii inceledik. Bu stratejiye,
mevcut ilaglar i¢in yeni endikasyonlarin
bulundugu ilacin  yeniden  konum-
landirilmasi ad1 verilir®®. Yerlesik ilaglarin
kullanilmasi,  gelistirme calismalarinin

zamanini ve maliyetini azaltabilir ve basari
oranini artirabilirt®2°,

Azol bilesikleri tipik olarak antifungal
ilaglar olarak kullanilir. Bir sitokrom P450
(CYP) enzimi olan lanosterol 14-o-
demetilaz enziminin baskilanmasi yoluyla
ergosterol  biyosentez  yolunu inhibe
ederler; bunun  sonucunda  ergosterol
eksikligi membran anormalliklerine neden
olur Y. Yapisal olarak, azol antifungal
ilaglar bir imidazol [klotrimazol (CTZ) ve
ketokonazol (KCZ)] veya bir triazol
[flukonazol (FCZ) ve itrakonazol (ICZ)]
halkasindan olusur. Triazol bilesikleri daha
az toksiktir ve imidazol bilesiklerinden
daha az yan etki iretir, ¢iinkii triazol
bilesikleri CYP i¢in daha diisiikk bir
afiniteye ve sterol sentezi lizerinde daha
diisiik 6nleyici etkilere sahiptir'®!’,

Azol ilaglar1 oOncelikle antifungal ajanlar
olarak kullanilsa da, son zamanlarda bazi
azol ilaglar antitimor aktivite
gdstermistir. Ornegin, CTZ'nin  akciger
karsinomunda ve kolon adenokarsinom
hiicrelerinde tiimor biiyiimesini inhibe ettigi
ve metabolik  enzimleri  baskiladig1
bildirilmistir'®. Benzer sekilde, KCZ'in
benign prostat hiperplazisi i¢in dutasterid
ile tedavi edilen kastrasyona direngli prostat
kanseri hastalarinda CYP17Al'in
inhibisyonu yoluyla androjen sentezindeki
¢oklu adimlar1 bloke ettigi bildirilmistir!®%,
ICZ, kiicik hiicreli olmayan akciger
kanserinde?! ve prostat kanseri hastalarinda
antitiimor etkinlik gdstermistir??.

Calismamizin ~ sonuglar1  azol  tiirevi
bilesiklerin antikanser etkilerinin birgcok
kanser hattinda sitotoksik etki géstermesine
ragmen bir triazol olan flukonazoliin SH-
SYS5Y noéroblastom ve MCF-7 meme
adenokarsinom hiicrelerinde hiicre canlilig1
tizerine herhangi bir farklilik olmadigini

© Telif haklar1 Saglik Bilimleri Ogrenci Dergisine aittir.

38



HSSJ 2021; 1(2), 35-39

Ozsari et al.

gosterdi.

Antikanser  aktivite  deger-

lendirmesi i¢in kullanilan diger metotlar
elimizde olmadigi i¢in degerlendirilememis
olup sadece hiicre canliligi metodu ile bu
etki bakilabilmistir. Bu sonug¢ flukonazol

icin kullanilan dozun yetersizligi ile
iliskilendirilebilir.
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