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IN VITRO NÖROBLASTOMA MODELİNDE HİPOKSİNİN TÜMÖR 
DAVRANIŞLARINA ETKİSİ 

 

Doktora Tezi 
Serdar BAYRAK 

 

DOKUZ EYLÜL ÜNİVERSİTESİ SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

 
Onkoloji Anabilim Dalı 

 

ÖZET 
Nöroblastoma, çocukluk çağında gözlenen, hipoksik ortama sahip, 

ekstrakraniyal bir katı tümör çeşididir. Bu hipoksik ortamın oluşmasında VEGF ve 

HIF’ler büyük rol oynar. Hipoksik mikroçevre düşük prognoza ve nöroblastomanın 

yetersiz tedavi ile sonuçlanmasına yol açar. Metforminin tümör büyümesini inhibe 

ettiği ve potansiyel kemoterapötik ajan olabileceği gösterilmiştir. Metforminin SH-

SY5Y hücre hattı üzerindeki antikanser aktivitesi tam olarak açıklanamamıştır. Bu 

çalışmanın amacı metforminin SH-SY5Y hücre hattı üzerindeki antikanser 

etkinliğini incelemek ve hipoksik/normoksik koşullardaki moleküler etkisini 

aydınlatmaktır. 

Bu amaçla, SH-SY5Y hücreleri artan dozlarda Metformin'e maruz 

bırakılmıştır. SH-SY5Y hücrelerinin canlılığı, gerçek zamanlı xCELLigence RTCA 

sistemi kullanılarak değerlendirilmiştir. SH-SY5Y hücrelerinin migrasyonu yara 

iyileşmesi modeli ile belirlenmiştir. Metforminin mRNA ve protein ekspresyon 

seviyeleri üzerindeki etkisi, Real-time PCR ve Western Blot kullanılarak 

değerlendirildi. 

Yapılan çalışmaların sonucuna göre Metformin’in SH-SY5Y hücrelerinin 

canlılığını önemli ölçüde azalttığı gözlenmiştir. Metformin tedavisi, SH-SY5Y 

hücrelerinin migrasyonunu ve normoksi ve hipoksi altında HIF-1α, PDK-1 ve 

VEGF-A'nın mRNA ekspresyonunu önemli ölçüde azaltmıştır. Hipoksi durumunda, 

HIF-1α ve VEGF-A'nın protein ekspresyonu, SH-SY5Y hücrelerinde Metformin 

uygulamasından sonra azalmıştır. PDK-1'in protein ekspresyonunun, SH-SY5Y 

hücrelerinde hem normoksi hem de hipoksi koşullarında azaldığı gözlendi. 
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Bu çalışmada Metformin'in SH-SY5Y hücreleri üzerindeki anti-kanser etkisi 

belirlenmiştir. Metformin, SH-SY5Y'de anti migratif etki göstermiştir. Metformin 

tedavisinin, nöroblastoma hücrelerinde HIF-1α'nın gen ve protein seviyelerini ve 

hedef molekülleri azalttığı gösterilmiştir. 

 

Anahtar Sözcükler: nöroblastoma, hipoksi, metformin, sisplatin 

Tezin sayfa adedi: 

Danışman: Prof. Dr. H. Nur OLGUN 
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EFFECT OF HYPOXIA ON TUMOR BEHAVIOR IN in vitro 

NEUROBLASTOMA MODEL 

 

Doctoral Thesis 

 

Serdar BAYRAK 
 

DOKUZ EYLUL UNIVERSITY HEALTH SCIENCE INSTITUTE 

 
Department of Oncolgoy 

 

ABSTRACT 
Neuroblastoma is an extracranial solid tumor of early childhood that has a 

hypoxic environment. VEGF and HIFs molecules play a role in adaptation to this 

microenvironment. Hypoxic microenvironment leads to poor prognosis and 

inadequate treatment of neuroblastoma. Metformin has been shown to inhibit tumor 

growth, might be a potential chemotherapeutic agent. The anti-cancer activity of 

Metformin on SH-SY5Y cells are not fully elucidated. The aim of this study is to 

determine the anti-cancer effect of Metformin on SH-SY5Y cells and to elucidate its 

molecular action mechanism in hypoxia/normoxia. 

SH-SY5Y cells were exposed to increasing doses of Metformin. The viability 

of SH-SY5Y cells was evaluated using the real time xCELLigence RTCA system. 

Migration of SH-SY5Y cells was determined using wound healing. The effect of 

metformin on mRNA and protein expression levels was evaluated using Real-time 

PCR and Western Blot, respectively. 

Metformin was observed to significantly reduce the viability of SH-SY5Y 

cells. Metformin treatment reduced migration of SH-SY5Y cells. In addition, 

Metformin treatment significantly reduced mRNA expression of HIF-1α, PDK-1 and 

VEGF-A in SH-SY5Y cells under normoxia and hypoxia. In hypoxia condition, 

protein expression of HIF-1α and VEGF-A decreased after Metformin administration 
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on SH-SY5Y cells. Protein expression of PDK-1 was observed to decrease in both 

normoxia and hypoxia conditions on SH-SY5Y cells. 

In this study, the anti-cancer effect of Metformin on SH-SY5Y cells was 

determined. Metformin has been observed as inhibitor of migration in SH-SY5Y. 

Metformin treatment has been shown to reduce gene and protein levels of HIF-1α 

and target molecules in neuroblastoma cells. 

 

Keyword: neuroblastoma, hypoxia, metformin, cisplatin 

Page number: 

Advisor: Prof. Dr. H. Nur OLGUN 
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1.GİRİŞ VE AMAÇ 

1.1.Problemin Tanımı ve Önemi 

Nöroblastom en sık görülen ekstrakraniyal solid tümördür ve çocukluk çağı 

kanserine bağlı ölümlerin yaklaşık %15’ini oluşturur. Nöroblastoma tümörleri en sık 

karında gelişir ve en sık adrenal bezde lokalizedir. Nöroblastom tümörleri 

embriyonik tümör olarak sınıflandırılmıştır, çünkü literatüre bağlı kanıtlar bu tür 

tümörlerin fetal gelişim sırasında nöral krest hücrelerinden kaynakladığını 

göstermektedir (1). Sempatoadrenal öncüllerin sempatik ganglionlara ve adrenal 

kromafin hücrelerine dönüşümü nöral büyüme faktörü (NGF), MYCN gibi çeşitli 

faktörlerin aşırı ekspresyonunu gerektirir. Nöroblastomlar, mevcut tedavi 

modalitelerinin etkinliğini sınırlayan genetik, morfolojik ve klinik heterojenlik 

sergiler. Düşük ve orta riskli hastalarda sağkalım %100’e yaklaşırken, yüksek riskli 

nöroblastom hastaları için 5 yıllık sağkalım oranı %50’den azdır. Yüksek riskli 

hastalarda standart tedavi kemoterapötikleri içerir ve bunlardan başlıcaları platin 

grubundan sisplatindir. Yüksek riskli hastaların yaklaşık yarısı, tedaviden sonraki ilk 

2 yıl içinde birinci basamak tedavi protokolüne yanıt vermemekte veya nüks 

etmektedir. Ek olarak, mevcut standart tedavilere verilen yanıt, çoklu ilaç direnci 

gelişiminden şiddetli toksisitelere kadar değişen bir tabloyu içerir. Bu ilaç direncinin 

gelişiminde tümör mikroçevresindeki oksijen yetersizliği yani hipoksik 

mikroçevrenin etkisinin olduğu düşünülmektedir. Ayrıca, hipoksinin tümör metastazı 

ve nüksü ile ilgili olduğu ve indüklenen hipoksinin kemoterapinin etkinliğini 

azaltabileceği düşünülmektedir. Hipoksik mikroçevrede artmış HIF-1 alfa 

ekspresyonun apoptozu hedefleyerek platin grubu ilaçların etkinliğini azalattığı 

bilinmektedir. Tip 2 diyabet tedavisinde oldukça sık kullanılan oral 

antidiyabetiklerden metforminin bazı kanser hücre hatları üzerinde antikanser 

etkisinin bulunduğu literatürde gösterilmiştir. Metformin, hipoksik mikroçevrede 

HIF-1 alfa ekspresyonunu inhibe ederek etki göstermektedir. Sisplatin ile 

metforminin kombinasyonunda hipoksik mikroçevrede görülen ve HIF-1 alfa’ya 

bağlı gelişen sisplatin direncinin engellenebileceği düşünülmektedir.  

 

 

 



2 
 

1.2.Araştırmanın Amacı 

Bu çalışmada nöroblastom tedavisinde klinikte etkin bir şekilde kullanılan 

sisplatin’in hipoksik mikroçevreye bağlı duyarsızlaşması sebebiyle tedaviye ek 

metformin kombinasyonun hücre proliferasyonuna etkisi ve SH-SY5Y nöroblastom 

hücre hattında metforminin hücre davranışına etkisinin incelenmesi amaçlanmıştır. 

 

1.3.Araştırmanın Hipotezleri 

1. Hipoksik koşullarda metforminin SH-SY5Y hücre hattında terapötik etkisi vardır. 

2.Nöroblastom tedavisinde metformin ile kombine edildiğinde sisplatinin anti-

proliferatif etkisini artar. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Nöroblastoma Tanımlaması 

Nöroblastoma pediatrik yaş grubunda en sık görülen ekstrakranial solid tümör 

tipidir. Genel olarak adrenal medulla ve sempatik ganglion hücrelerinden köken 

almakta olup, embriyolojik olarak ilkel nöral krest hücrelerinden oluştuğu 

düşünülmektedir (2). Nöroblastom, sempatik sinir sisteminin herhangi bir yerinde, 

örneğin adrenal bezde veya sempatik ganglionlarda gelişebilir ve önemli intertümör 

heterojenliği ile karakterize edilir (3). Klinik prezentasyonun çok çeşitlilik arzeden 

bu patolojide; hastalık primer tm semptomları ile ya da metastatik tm bulguları ile 

gidebileceği gibi paraneoplastik sendromun bir parçası olarak da gidebilir. Bu klinik 

çeşitlilik içinde hastalığın prognostik verileri de değişiklikler içermektedir. 

Hastaların bir kısmında regresyon olurken, bir kısmında benign hastalığa farklılaşma 

bir kısmında da malign seyir izlenebilmektedir (4).  

 

2.2.Nöroblastoma Epidemiyolojisi ve Etiyolojisi 

Çocukluk çağı tümörlerinin %8-10’ unu oluştururlar (5). Amerika Birleşik 

Devletleri verilerine göre her yıl 800 yeni nöroblastom vakası görülmektedir. Sıklıkla 

metastaz yapar ve sempatik sinir sisteminin ganglionik yolağından köken almaktadır. 

Nöroblastomalar tüm nöroblastik tümörlerin %97’sini oluşturur. Çocukluk çağı 

tümörleri 10 yaşından küçük çocukların %90’ında ortaya çıkmaktadır. Çocukluk çağı 

tümörlerinin, özellikle ilk 12 ay üzerinde görülen ekstrakraniyal solid tümörlerin 

%90’ını nöroblastoma oluşturur (6). Nöroblastom tanısı almış hastalarda mortalite 

oranı %15’tir. Ortalama tanı yaşı ise 1,5 olarak tespit edilmiştir (7). 

Heterojenitesi çok fazla olduğu için histopatolojik görünüm, yerleşim yeri ve 

biyolojik açıdan çok fazla çeşitlilik göstermektedir. Klinik davranış çeşitliliklerinden 

ve agresif özelliklerinden dolayı metastatik yayılma ile benign ganliyonöromaya 

olgunlaşmasından ölüme kadar birçok yola ilerleyebilir. Klinik varyasyonlarının çok 

çeşitli olmasının sebepleri arasında tümör evresi, histoloji ve hasta yaşı gibi birçok 

biyolojik faktör bulunmaktadır. Heterojenitesi bu kadar fazla olan bu tümör çeşidinin 

bazı moleküler mekanizmaları halen aydınlatılamamıştır (8). 



4 
 

Etiyoloji ile ilgili birçok çalışma yapılmasına rağmen net bir çevresel faktöre 

ulaşılamamıştır. Ayrıca hamilelikte ilaç kullanımının etkisi ile ilgili olarak da net bir 

tanımlama gerçekleştirilememiştir. Sonuç olarak embriyolojik nöral krest gelişim 

bozukluğu suçlanmıştır (9). 

 

 

2.3.Nöroblastomun Özellikleri ve Biyobelirteçleri 

Nöroblastomlu çocuklar, tanı anında klinik faktörler ve biyolojik belirteçler 

temelinde farklı risk alt gruplarına ayrılabilir. Bunlardan ilki olan düşük veya orta 

risk grubu, %95’i aşan sağkalım oranlarıyla olumlu prognoza sahiptir. Genellikle 18 

aydan küçük çocuklarda görülür (10,11). Diğerini ise yüksek risk grubu oluşturur. Bu 

grupta uzun süreli sağkalım oranı %50’den az görülmektedir. Genellikle 18 aydan 

büyük çocuklarda görülürken sıklıkla kemik ve kemik iliğine metastatiktir. Bu 

tümörlerde genellikle MYCN gen amplifikasyonu saptanır(12). 

MYCN amplifikasyonu, nöroblastom tümörlerinin %16-25’inde tespit edilir. 

Yüksek riskli nöroblastom hastalarında vakaların %40-50’sinde görülür. Olumsuz 

klinik ve patolojik tümör özelliklerinin çoğu MYCN amplifikasyonu ile ilişkilidir 

(13). 

Literatüre bakıldığında nöroblastoma tanısı almış hastalarda yapılan genetik 

çalışmalarda hastaların bir kısmında genetik yatkınlık tespit edilmektedir. Hastaların 

%22 sinde germinal mutasyon olduğu düşünülmektedir. Nöroblastomlu hastalarda 

yapılan çoğu genetik çalışmada 6. Kromozomun kısa kolunda kalıtsal yatkınlık 

bölgesinin varlığı dikkat çekmektedir. Tespit edilen bir diğer genetik bulgu da 

2.kromozomun kısa kolunda bulunan MYCN amplifikasyonudur. Bu protoonkogenin 

varlığı ileri evre hastalık ve prognozda negatif yönelimle ilişkili olduğu 

düşünülmektedir. Ayrıca 17. Kromozomun uzun kolunda görülen anomali de yine 

kötü prognostik faktörlerden birini oluşturmaktadır (5). Birinci kromozomun kısa 

kolundaki (1p) delesyon; hastaların yaklaşık %25-30’unda saptanabilir (15). 1p 

delesyonu daha sık ileri evre hastalarda ve MYCN amplifikasyonu ile birlikte 

gözlenirken kötü prognozla ilişkilidir. Sempatik sinir sistemi hücrelerinin 

nöroblastom hücrelerine dönüşüm mekanizması halen çok iyi anlaşılamamıştır. 
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Hücrelerin farklılaşmasında muhtemelen nörotrophin reseptör yolunun kullanıldığı 

düşünülmektedir. Bu yolda Tirozin kinaz (Trk) A, B ve C reseptörleri ve bunlara 

bağlanan ‘nerve growth factor'(NGF), 'brain-derived neurotrophic factor' (BDNF), 

'neurotrophin-3' (NT-3) gibi faktörleri barındırır. TrkA' nın aktivasyonu hücrenin 

yaşlanmasını ve farklılaşmasını artırmaktayken, inhibisyonu ise programlanmış 

hücre ölümüne neden olmaktadır. Böylece NGF'nin varlığı veya yokluğu TrkA 

bulunan hücrelerin davranışına etki etmektedir.  TrkA’nın yüksek seviyeleri erken 

yaş, erken evre, MYCN amplifikasyonunu barındırmaması ve olumlu sonuçlarla 

ilişkilendirilebilir. TrkB ise agresif tümör davranışı ve MYCN amplifikasyonu ile 

ilişkilidir (16). 

Sağlıklı insan dokusunda FOXR2 erkek üreme dokuları dışında genelde 

eksprese edilmez. FOXR2 gen ekspresyonu, nöroblastom vakalarının yaklaşık 

%8’inde gözlenir. FOXR2’nin aşırı ekspresyonu yüksek MYCN ekspresyonuna sahip 

tümörlerde görülür (17). 

Çok sayıda rapor, yüksek riskli nöroblastomların tekrarlayan gen 

mutasyonlarına sahip olduğunu bildirmiştir. Bunlardan en yaygın gen mutasyonu, 

hastaların yaklaşık %10’unda gözlenen ALK gen mutasyonudur. ALK nöroblastomda 

en sık bulunan ekzonik mutasyon olmakla birlikte kalıtsal nöroblastomun ana nedeni 

olarak tanımlanmıştır (18). 

 

2.4.Nöroblastoma Tanısı ve Klinik Belirtileri 

Nöroblastom sempatik sinir sisteminin bir tümörü olarak bu yapının olduğu her 

yerde lokalize olabilir. Abdominal bölge (%65) nöroblastomun sıklıkla tanımlandığı 

lokasyon olarak dikkat çekmektedir. Hematojen ve lenfatik yolla metastaz 

yapabilmektedir ve olguların 3/4’ünde tanı anında metastaz tespit edilmektedir. (19). 

Hematojen yolla kemik iliği, kemik,karaciğer,deri nadiren akciğer ve beyin 

parankimine metastaz yapabilmektedir. Klinik bulgular hastalığın lokalize olduğu 

alana ve metastatik bölgelere bağlı olarak değişebilmektedir (5). Abdominal bölgede 

lokalize olan tümör kitle etkisi ile karın ağrısı,kusma, yeme güçlüğü gibi şikayetlerle 

beraber alt extremite ödemi ile de prezente olabilmektedir. Kitle paraspinal bölgede 

ise bel ağrısı sıklıkla karşılaşılan bulgu olmakla beraber nadiren de plejik tablolarda 
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görülebilmektedir. Yeni doğan nöroblastom olgularında ise yaygın karaciğer 

metastazları, subkutanöz nodüller, kemik iliği tutulum bulguları, hidrops fetalis 

görülebilmektedir (20). Ayrıca paraneoplastik sendromların bir parçası olarak 

klinikte karşımıza çıkabilir (21). 

 

2.4.1.Nöroblastoma Tanısı 

Nöroblastom vakalarında fizik muayene çok önemlidir. Olgularda abdominal 

kitle varlığı, organomegaliler, lenfadenopatiler,pitozis gibi bulgular ayrıntılı olarak 

değerlendirilmelidir. Görüntüleme yöntemleri arasında düz grafi çekimleri, 

abdominal usg, BT ve MR sıklıkla kullanılmaktadır. Metaiyodobenzilguanidin 

(MIBG) sintigrafisi evreleme ve takipte oldukça önemli bir araç olarak karşımıza 

çıkmaktadır. Bununla birlikte kemik iliği biyopsisi tanıda önemlidir. Ayrıca 

hastalarda Tam kan sayımı, biyokimyasal tetkikler (Laktik dehidrogenaz, Ferritin, 

Nöron Spesifik Enolaz) idrarda katekolamin metabolitlerinin tayini (VMA, HVA) 

tanıda yol gösterici diğer önemli laboratuvar yöntemlerdir (22).  

 

2.4.2.Nöroblastomada Evreleme (International Neuroblastoma Staging System-

INSS) 

Evre 1: Makroskobik olarak tam çıkarılması lokalize tümör (mikroskobik rezidü 

olsun veya olmasın) 

Evre 2A: Makroskobik olarak tam çıkarılamamış lokalize tümör, aynı taraf lenf nodu 

tutulumu yoktur. 

Evre 2B: Makroskobik olarak tam veya kısmen çıkarılmış lokalize tümörle birlikte 

aynı taraf lenf nodu tutulmuştur. (22) 

Evre 3: Orta hattı geçen ve çıkarılamayan tümör 

Evre 4: iskelet sistemi, kemik iliği, yumuşak doku, uzak lenf bezleri gibi uzak organ 

ve doku tutulumu 
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Evre 4S: Evre 1 veya 2'deki lokal hastalıkla beraber başka uzak metastaz olmaksızın 

deri, karaciğer ve/veya kemik iliği tutulumunun olmasıdır (kemik metastazı 

olmaksızın)  

2.4.3.Nöroblastoma Tanı Kriterleri (International Neuroblastoma Staging System-

INSS) 

1-Tümör dokusunun histopatolojik tanısı ve/veya artmış idrar veya serum 

katekolaminleri veya 

2-Kemik iliği aspirasyonu veya biyopsisinde tümör hücrelerinin gösterilmesi ile 

beraber idrar veya serum katekolaminlerinin arttığının gösterilmesi (23).  

 

2.5. Hipoksi ve Nöroblastoma 

Hipoksi, tümör mikro çevresinde oluşan düşük oksijen seviyesini 

tanımlamaktadır. Genel olarak uygunsuz tümör vaskülarizasyonuna bağlı yetersiz 

oksijen sunumu ile beraber kanser hücrelerindeki oksijen kullanım artışının neden 

olduğu dengesizlikten kaynaklanmaktadır. Hipoksik koşullara maruz kalan hücreler 

genellikle protein sentezini azaltarak adaptasyon sağlamaya çalışır (7). Hipoksiye 

maruz kalan hücrelerin genel olarak tepkisi hücre döngüsünün G1-S1 fazında 

duraklama olarak yansımaktadır. Hipoksiye cevap olarak kompleks mekanizmalar 

düşük oksijen koşullarına uyum için tetiklenir ve bunlar büyük ölçüde HIF ler ve gen 

expresyonu aracılığıyla gerçekleşir (15). Antikanser tedavilerine direnç, metabolik 

yeniden programlama, bağışıklık, angiogenez,metastaz gibi birçok parametrede bu 

mekanizmalar rol oynar ve tek başına intratümoral hipoksi tümör saldırganlığı ve 

zayıf prognoz ile yüksek oranda ilişkilidir. Hipoksi ve HIF’ler uzun zamandır kanser 

kemoterapotikleri için kilit hedefler olarak kabul edilirler. Bundan dolayı da birçok 

çalışma intratümoral hipoksiyi ortadan kaldırma ve HIF sinyalizasyonunu inhibe 

etmeye yöneliktir. Solid tümörlerde hipoksinin kapsamı tümör hücresi 

heterojenliğine ve vaskülaritenin dağılımına bağlıdır. Hücrelerdeki 

hipoksininmoleküler mekanizmasından sorumlu temel  protein  HIF’  dir.  1992 

yılında (Eritropoietin) EPO’ nun 3’ Hipoksi cevap elementi (HRE; 5-RCGTG-3) ile 
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oksijene bağımlı bir şekilde etkileşen çekirdek faktörü keşfedilmiştir. Bu DNA 

bağlayan komplekse “Hipoksi ile indüklenebilir faktör-1” ya da ‘HIF-1’olarak 

isimlendirilmiştir (24). 

Hipoksik koşullar altında, HIF ler stabilize edilir ve düşük oksijen koşullarına 

hücresel adaptasyon için gerekli genlerin aktivasyonuna izin verilir. HIF’ ler oksijene 

duyarlı bir alt birimle beraber oksijene duyarsız bir alt birimle beraber heterodimerik 

bir yapı oluştururlar.  Şu ana kadar 3 adet HIF a üyesi tespit edilmiştir.  HIF-1, HIF-

2, HIF-3 olarak isimlendirilen bu heterodimerlerin her birisi,normoksik koşullarda 

ayrışan alfa alt birim ve beta alt birimden oluşan proteinlerdir. HIF1a ve HIF2a, 

pozitif hipoksi yanıtında hayati bir rol oynarken, HIF3'ün negatif modülatör olduğu 

tahmin edilmektedir (25). 

İntratümöral hipoksi, kanser ilerlemesi ve tedaviye direnç ile ilişkilidir. Bu 

olumsuz etkiler, hipoksik adaptif değişikliklere ve gelişmiş kanser heterojenliğine 

bağlanmıştır. Hipoksi sinyalizasyonunun en önemli aracısı olarak, HIF' ler, aşağı akış 

hedef genlerinin transaktivasyonu yoluyla hipoksik yanıtta baskın bir rol oynar. Çok 

sayıda HIF hedef geni tanımlanmıştır. Bu işlevler, kök, dormansi, istila, metastaz ve 

metabolizma dahil olmak üzere kanser biyolojisinin hemen hemen tüm yönlerinde ve 

ayrıca mikroçevrede anjiyogenez, bağışıklık ve hücreler arası iletişimde işlev görür. 

Hipoksi ile birlikte indüklenen transkripsiyon faktörleri ile beraber artan VEGF 

gibi pro anjiojenik faktörlerin transkripsiyonunun ve sentezi sonucunda artan 

vaskülarizasyon buna bağlı olarak artan tümör kitlesi ile karşılaşılır (26). 

Tümör hücreleri hipokside tedaviye direnç gösterir. HIF-1 alfa faktörü, 

hipoksik koşullarda tümör hücrelerinde birikir ve kanser tedavisine karşı kazanılmış 

direnç ve hipoksiye adaptasyonda rol oynar. HIF-1 alfa çekirdeğe taşınır ve 

anjiyogenez, hücre proliferasyonu, glikoz metabolizması ve apoptozda yer alan 

birçok genin ekspresyonunu destekler (27).  
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2.6.Nöroblastoma Tedavisi 

PDQ (Physician Data Query) 2022 verilerine göre, 1975 ve 2010 yılları 

arasında çocukluk çağı kanser mortalitesi %50’den fazla oranda azalmıştır. 

Nöroblastom için, 5 yıllık sağkalım da aynı oranda azalmıştır (28). Bunun sebebi 

erken teşhis ve etkin tedavi yöntemleridir.  

Nöroblastom tedavisi için uygulanan mevcut terapi üç aşamaya bölünmüştür: 

indüksiyon, konsolidasyon ve konsolidasyon sonrası idame tedavisi. Tedavi, 

kemoterapi, cerrahi rezeksiyon, radyasyon tedavisi ve immünoterapi içerir. 

Tedavinin uygulandığı bölgeye bağlı olarak küçük değişiklikler gözlense de yüksek 

riskli nöroblastom için genel olarak indüksiyon sırasında platin grubu, akilleyici ve 

topoizomeraz ajanlarını içeren yoğun kemoterapi uygulanır (29). 

 

2.6.1.Nöroblastoma ve Sisplatin 

Sisplatin etkinliği iyi bilinen bir kemoterapötik olup, nöroblastom için klinikte 

yaygın olarak kulllanılmaktadır.(30).  Sisplatin, diğer adıyla cis-

diamindiklorplatinum (II), metalik (platin) bir koordinasyon bileşiğidir. Kanser 

tedavisi için Food and Drug Administration (FDA) tarafından onaylı ilk platin 

bileşiği olan sisplatin, sarkomlar, yumuşak doku kanserleri, kemikler, kaslar ve kan 

damarları dahil olmak üzere farklı kanser türlerinde kullanımı klinik olarak 

kanıtlanmıştır (31). Sisplatin kanser tedavisinde etkin biçimde kullanılsa da 

ototoksisite, nefrotoksisite ve nörotoksisite gibi yan etkileri de barındırır. Sisplatin 

tedavisinden sonra nefrotoksisite azaltılabilirken, ototoksisite için herhangi bir klinik 

yöntem bulunmamaktadır. Nörotoksisite sebebiyle çocuklarda öğrenme sorunlarına 

yol açarken işitme kaybına neden olabilir  (32). 

Nöroblastomda kullanılan terapötik stratejilerin çoğu, hücre döngüsü 

ilerlemesine ve DNA sentezine veya işlevine müdahale ederek, içsel ve dışsal 

apoptotik yollar yoluyla DNA hasarına ve apoptozun indüklenmesine neden olur 

(33). Sisplatin birden fazla mekanizma ile antikanser etkiler uygular fakat en belirgin 

etki şekli, DNA lezyonlarının oluşumunu, ardından DNA hasar yanıtının 

aktivasyonunu ve mitokondriyal apoptozun indüklenmesidir. Sisplatin kaynaklı 

apoptoz, sisplatinin antikanser etkisi için esastır. Sisplatin, dışsal ölüm reseptör 

yolunu veya içsel mitokondriyal yolu tetikleyerek apoptozu uyarır. Bcl-2 ailesi 
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proteinleri ve p53 gibi çoklu proteinler ve mitojenle aktive olan protein kinaz 

(MAPK) yolu ve nükleer faktör-B (NF-KB) yolu dahil olmak üzere çeşitli sinyal 

yolları, dışsal ve içsel apoptoz yollarında yer alır (34). 

Başlangıç terapisi olarak tutarlı bir davranış sergilemesine rağmen sisplatin 

tedavisi sıklıkla terapötik başarısızlığa yol açan kemorezistansın gelişmesine neden 

olur (35). Son literatüre göre kemorezistans büyük ölçüde HIF-1 alfa’nın 

ekspresyonu ve aktivasyonundan kaynaklanmaktadır (36). Karsinogenez, tümör 

dokularındaki hipoksik ortamla yakından ilişkilidir. Oksijen eksikliği ile uyarılan 

HIF-1 alfa hücrelerde yoğun eksprese edilir (37). Araştırmalar, HIF-1 alfa’nın 

hipoksiye bağlı kemorezistansta rol oynadığını kanıtlamıştır (38,39). Mao, X. ve ark. 

çalışmalarında hipoksinin apoptozu hedefleyerek kanser hücrelerinde sisplatine 

duyarlılığı azalttığını ifade etmişlerdir (40).  

 

2.6.2. Nöroblastoma ve Metformin 

Metformin diğer adıyla 1,1-dimetilbiguanid hidroklorür, oral hipoglisemik 

ajanlara ait bir biguaniddir ve tip 2 diyabetin yanı sıra polikistik over sendromu, 

metabolik sendrom ve diyabetin önlenmesinde yaygın olarak kullanılmaktadır (41). 

Diyabetik hastalarda metformin kullanımı kanser insidansında ve mortalitede azalma 

ile ilişkilidir (42). Aynı zamanda metforminin birçok kanser türünde hücre 

proliferasyonunu inhibe ettiği bilinmektedir (43). 

Glikoz birincil enerji kaynağıdır ve hücresel solunum için ana yakıttır. Normal 

koşullarda glikoz kullanımı için ATP’nin %70’i oksidatif fosforilasyon ile ve %30’u 

glikoliz ile sentezlenir. Kanser hücrelerinin, bozulmuş aerobik glikoliz ile sonuçlanan 

mitokondriyal bozukluğunun bir sonucu olarak ortaya çıkabileceği düşünülmektedir 

(44). Hipoksik koşullarda ise ATP üretimindeki düşük verimliliği telafi etmek için 

glikoliz artar (45). Yüksek glikoz tüketimi Warburg etkisi olarak bilinir. Warburg 

etkisi, piruvat dehidrojenazı (PDH) inaktive eden HIF-1 alfa ile güçlendirilir. Ayrıca, 

PDH’nin inhibisyonu, piruvatın asetil coA’ya dönüşümünü azaltarak daha fazla 

piruvatın laktata dönüştürülmesine izin verir (46–49). Metformin kanser riskini 

azaltabilse de tümör davranışı üzerindeki etkileri üzerindeki mekanizmalar tam 

olarak anlaşılamamıştır (50). Metformin, kaspaz 3 aktivasyonunu arttırarak apoptoz 

teşviki ile ilişkilendirilmiştir (51). 
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Metformin ve 5-FU kombinasyon tedavisi, tümör hücrelerinde Warburg 

etkisini engelleyici bir etki gösterir (52). Metforminin, AMP ile aktive olan protein 

kinaz (AMPK) sinyalini aktive ettiği bilinmektedir. AMPK’nin aktivasyonu kanserde 

sıklıkla aktive olan mTOR yolağının aktivasyonunda rol oynar (53). Ayrıca hipoksi 

altında hücrelerde HIF-1 alfa aktivasyonunu etkili bir şekilde inhibe eder (54). 

 

2.6.3. Sisplatin ve Metformin Kombine Tedavisi 

Sisplatin tedavisi birçok kanser tedavisinin temelidir. Ancak birçok kanser 

hastasında sisplatine direnç ile nüks gözlenmektedir. HIF-1 alfa’nın stabilitesinin 

baskılanmasıyla bozulmasının desteklenmesi, metforminin bir etki mekanizmasıdır 

(55). Bu mekanizmaların, hipoksiye bağlı sisplatin direncinin geliştirilmesinde rol 

oynadığı düşünülmektedir. Kanserde sisplatin tedavisinin etkinliğini arttırmak 

amacıyla kullanımı konusunda mesane kanseri, safra kesesi kanseri, 

kolanjiyokarsinom, baş boyun kanserleri, kolorektal kanser gibi çeşitli kanser 

türlerinde etkisi literatürde incelenmiştir.  

Bu tez projesi kapsamında hipoksik koşullarda nöroblastom tedavisinde 

metforminin etkinliği incelenirken, sisplatin ile kombinesinde hücre canlılığına 

etkisinin incelenmesi amaçlanmıştır. 
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3. GEREÇ YÖNTEM 

 3.1. Araştırmanın Tipi 

Bu çalışma, deneysel (in vitro) tasarlanmış, tanımlayıcı bir araştırma türüdür. 

 

 3.2. Araştırmanın Yeri, Zamanı ve Planı 

Bu araştırma Dokuz Eylül Üniversitesi, Onkoloji Enstitüsü, Translasyonel 

Onkoloji Anabilim Dalı’nda gerçekleştirilmiştir. 

Tablo 1. Araştırma Planı 

Tarih Yapılan Çalışma 

Şubat 2017 Tez önerisi hazırlama, sunulması ve kabulü 

 

Aralık 2019 

Tez başlığında değişiklik 

Etik kurul başvurusu ve onaylanması 

 

Kasım 2018 

DEU BAP kapsamlarına başvuru yapılması 

Projenin kabul edilmesi ve malzeme alımları 

Mart 2019- Mart 2020 
Hücre kültürü ve hücrelerin sürdürülmesi 

Hücrelerin ilaçlar ile muamele edilmesi 

Nisan 2021- Aralık 

2021 

Hücre davranışını belirleyen deneylerin yapılması 

 

Ocak-Mayıs 2022 

İstatistiksel analizler 

Tez yazım aşaması 

 

3.3. Araştırmanın Evreni ve Örneklemi 

Bu araştırmanın evrenini nöroblastom tümörü oluştururken, örneklemini ticari 

olarak satın alınan nöroblastom hücre hattı oluşturmaktadır. 
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3.4. Çalışma Materyali 

Bu tez çalışması kapsamında American Type Culture Collection’dan (ATCC®) 

ticari olarak alınan insandan izole edilmiş metastatik bir kemik tümöründen 

oluşturulan hücre hattı SK-N-SH’den 3 kez klonlanmış alt hücre hattı olan SH-SY5Y 

(CRL-2266™) kullanılmıştır. 

 

3.5. Araştırmanın Değişkenleri 

Bu araştırmanın bağımsız değişkenleri; hipoksik ortam ve kullanılan ilaçlar 

(Metformin ve Sisplatin), bağımlı değişkenleri ise; proliferasyon, migrasyon gibi 

hücre davranışları ve HIF-1α, VEGF rölatif gen ekspresyonlarıdır. 

3.6. Veri Toplama Araçları 

3.6.1.Kullanılan Malzemeler ve Cihazlar 

Tablo 2. Çalışmada kullanılan sarf malzemeler ve cihazlar 

Malzeme Adı Markası/Kodu Kullanım Amacı 

Hipoksik inkübatör ESCO  

SH-SY5Y nöroblastom 

hücre hattı 

ATCC® CRL-2266TM Çalışmalarda kullanılan 

hücre hattı 

DMEM/Ham’s F12 Biochrom Berlin, 

Almanya 

Hücre hattının 

kültürlenmesi için 

gereken besi yeri 

Fötal sığır serumu Cegrogen Biotech 

GmbH- A0500-3030 

Hücrelerin sağlıklı 

büyümesi için gereken 

büyüme faktörü 

Esansiyel olmayan 

amino asit 

Cegrogen Biotech 

GmbH- A0500-3030 

Kültür ortamında 

hücrelerin ihtiyacı olan 

aminoasit kaynağı 

L-glutamin (2 mM) Biochrom, Berlin, 

Almanya 

Kültür ortamındaki 

bakteriyel 

kontaminasyonu önlemek 
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için eklenen antibiyotik 

Penisilin/Streptomisin 

(10,000 U/ml) 

Cegrogen Biotech 

GmbH- P0100-790 

Kültür ortamındaki 

bakteriyel 

kontaminasyonu önlemek 

için eklenen antibiyotik 

RNA İzolasyon Kiti Qiagen RNeasy mini kiti 

Ref. 74104 

PCR uygulaması için 

gerekli sarf malzeme 

cDNA Sentez Kiti Qiagen RT2 First Strand 

Kit cDNA Ref. 330404 

PCR uygulaması için 

gerekli sarf malzeme 

Beta Aktin Primeri 

 

Sigma Aldrich PCR uygulaması için 

gerekli sarf malzeme 

NanoDrop 

spektrofotometre 

Mastrogen, Taiwan PCR uygulaması için 

gerekli sarf malzeme 

Rotor gene Q Corbett Research, 

Qiagen, Germany 

PCR uygulaması için 

gerekli sarf malzeme 

SYBR Green PCR 

MasterMix 

Qiagen, Maryland, USA PCR uygulaması için 

gerekli sarf malzeme 

Lizi tamponu RIPA buffer Cell 

Signalling, Leiden, The 

Netherlands 

PCR uygulaması için 

gerekli sarf malzeme 

HIF1-alfa reverse ve 

forward primerleri 

Sigma Aldrich PCR uygulaması için 

gerekli sarf malzeme 

BCA protein assay kit Pierce, Rockford, IL, 

USA 

PCR uygulaması için 

gerekli sarf 

Sisplatin Koçak Farma Kemoterapötik 

Metformin Bilim İlaç Oral-antidiyabetik 

WST-1 Reagent Sigma Aldrich Sitotoksite kimyasalı 

 

3.6.2. SH-SY5Y Hücre Hattı ile Hücre Kültürü 

Araştırmada SH-SY5Y (ATCC® CRL-2266™) nöroblastoma kanser hücre 

hattı kullanılmıştır. Hücre hattı ATCC (American Type Culture Collection)’den satın 
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alınmıştır. Bu hücre hattı 1973 yılında 4 yaşındaki kadın bir kanser hastasının kemik 

iliği tümöründen izole edilen metastatik nöroblastoma hücre hattı olan SK-N-SH 

(ATCC® HTB-11™)’den elde edilmiştir. SK-N-SH’den alt kültür yöntemi ile ilk 

olarak SH-SY İnsan kemik iliği dokusundan elde edilen bu hücre hattı epitelyal 

morfolojiye sahiptir. 

SH-SY5Y nöroblastom hücre hattı %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin, %1 L-

glutamin, ve %1 esansiyel olmayan aminoasit içeren MEM ve Ham’s F12 hücre 

kültürü ortamında %5 CO2 ve 37oC’lik inkübatörde, %80 yoğunluğa ulaşıncaya 

kadar 75 cm2’lik hücre kültürü flasklarında çoğaltılmıştır. Kullanılacak hücreler 

istenilen yoğunluğa ulaştığında pasajlanmıştır. 

Hücre sayımı ve canlılığı, %0,4’lük Tripan mavisi çözeltisi kullanılarak Neubauer 

lamında mikroskobik olarak ölçülmüştür. 

3.6.3. Gerçek Zamanlı Proliferasyon Testleri 

SH-SY5Y hücreleri 96 kuyucuklu xCELLigence E-plate’lere her kuyucuk 

içinde 1×104 hücre olacak şekilde ekilerek 37°C ve 5% CO2 inkübatörde 24 saat 

inkübe edildi. İnkübasyon sonrası, hücreler Metformin’in farklı konsantrasyonlarına 

(2-128 mM) 48 ve 72 saat boyunca maruz bırakıldı. Hücre canlılığı, xCELLigence 

RTCA system (Real-Time Cell Analyzer System, Acea Biosciences Inc., San Diego, 

CA) üzerinden empedans değişimine bağlı olarak 15 dakikada bir ölçüldü. 

3.6.4. Yara İyileşme Modeli 

Yara iyileşmesi modeli ile migrasyon tayini çalışmasında 6 kuyucuklu plate 

içine her bir kuyucuk içinde 6x104 hücre olacak şekilde hücreler ekildi. Gece boyu 

%1 fötal sığır serumu içeren hücre ortamı ile hücreler normoksik ve hipoksik 

koşullarda inkübe edildiler. Kuyucukların her biri, hücre kolonisinde yara oluşturmak 

amacıyla, ortadan 100μl pipet ucuyla çizildi. PBS ile yıkama yapıldıktan sonra 

hücreler 5,10 ve 20 mM Metformin ile muamele edildiler. 24 saatlik inkübasyon 

süresince 0, 6 ve 12. saatlerde yara iyileşmesini gözlemlemek amacıyla inverted 

mikroskop (Carl Zeiss Suzhou Co., Ltd, Axio Vert. A1) ile görüntü alındı. İşaretlenen 

bölgelerden alınan görüntüler Image J ver. 1.149 yazılım programı ile ölçüldü. 
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3.6.5. Gerçek Zamanlı PCR 

10 ve 20 mM Metformin ile muamele edilen ve 48 saat boyunca normoksik ve 

hipoksik ortamda inkübe edilen SH-SY5Y hücre hattı gruplarının RNA’ları, RNA 

izolasyon kiti kullanılarak izole edildi. Toplam RNA’nın kalitatif ve kantitatif 

doğrulaması NanoDrop spektrofotometre ile ölçüldü. Ekstraksiyon adımından sonra, 

her örnek için cDNA sentez kiti kullanılarak 1 μg RNA’dan cDNA sentezlendi. 

Kantitatif gerçek zamanlı PCR, Rotor Gene Q üzerinde, SYBR Green PCR karışımı 

kullanılarak, 10 μM primerler üzerinden gerçekleştirildi (Tablo 1). Bağıl RNA 

seviyelerini normalize etmek için internal kontrol olarak β-aktin geni kullanıldı. 

Yapılan tüm amplifikasyonlardan sonra, amplifiye edilen son ürünlerin saflığı erime 

eğrisi analizi ile kontrol edildi. Bağıl mRNA ekspresyon seviyeleri, 2-ΔΔCt metodu 

kullanılarak hesaplandı ve Ct değerleri normalize edildi. Tüm tepkimeler aşağıdaki 

koşullar uygulanarak amplifiye edildi: ilk denatürasyon 95 °C’de 10 dakika, 95 

°C’de 15 saniye boyunca ve 60°C’de 30 saniye boyunca toplamda 40 siklus. Erime 

eğrisi analizi 60°C’den 95°C’ye, her 5 saniyede bir 1°C artacak şekilde 

uygulanmıştır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Tablo 3. Çalışmada kullanılan primer antikorlar

3.6.6. Western Blot 

T25 flasklara ekilen 10

normoksik koşullarda 5, 10 ve 20 mM Metformin ile inkübe edildi. Buz 

soğukluğunda, içinde 1 mM PMSF bulunan 1x liziz tamponu ile hücreler buz ve 

sonikatör üzerinde 5 dakika boyunca tutularak liziz

devirde 15 dakika boyunca 4°C’de santrifüjlendi. Protein konsantrasyonları BCA 

protein tayin kiti ile tayin edildi. Her kuyucukta 20 μg olacak 

miktarlardaki protein örnekleri proksidaz konjuge ikin

edilen görüntüler UVP bioimaging system ile ve oluşan bant kalınlıkları ise UVP 

LabWorks 4.6 Image Acquisition yazılımı ile ölçüldü. Bağıl protein seviyeleri 

aktinin seviyesi baz alınarak hesaplandı.

3.6.7. İlaç Sitotoksisi

SH-SY5Y hücre hattı üzerinde Metformin ve Sisplatin’in spesifik bağlanmasını 

%50 oranında inhibe eden konsantrasyonun (IC

(4-iyodofenil)- 2-(4

kullanılmıştır. Bunun için, 96 kuyucuklu plakalara 3 tekrarlı olacak şekilde hücreler 

ekilmiştir. Her kuyucuk,100 

Hücrelerin plakaların yüzeyine tutunabilmeleri için 24 saat CO

Çalışmada kullanılan primer antikorlar 

ekilen 106 SH-SY5Y hücre hattı 48 saat boyunca hipoksik ve 

normoksik koşullarda 5, 10 ve 20 mM Metformin ile inkübe edildi. Buz 

soğukluğunda, içinde 1 mM PMSF bulunan 1x liziz tamponu ile hücreler buz ve 

sonikatör üzerinde 5 dakika boyunca tutularak lizize uğratıldı. Oluşan lizat, 14000 g 

devirde 15 dakika boyunca 4°C’de santrifüjlendi. Protein konsantrasyonları BCA 

protein tayin kiti ile tayin edildi. Her kuyucukta 20 μg olacak şekilde hazırlanan eşit 

miktarlardaki protein örnekleri proksidaz konjuge ikincil antikorlara yüklendi. Elde 

edilen görüntüler UVP bioimaging system ile ve oluşan bant kalınlıkları ise UVP 

LabWorks 4.6 Image Acquisition yazılımı ile ölçüldü. Bağıl protein seviyeleri 

aktinin seviyesi baz alınarak hesaplandı. 

. İlaç Sitotoksisite Deneyi  

SY5Y hücre hattı üzerinde Metformin ve Sisplatin’in spesifik bağlanmasını 

%50 oranında inhibe eden konsantrasyonun (IC50) bulunabilmesi için WST

(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen disulfonat) reaktifi 

lmıştır. Bunun için, 96 kuyucuklu plakalara 3 tekrarlı olacak şekilde hücreler 

ekilmiştir. Her kuyucuk,100 μl hücre ortamı içerisinde 1x104 hücre içermektedir. 

Hücrelerin plakaların yüzeyine tutunabilmeleri için 24 saat CO
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SY5Y hücre hattı 48 saat boyunca hipoksik ve 

normoksik koşullarda 5, 10 ve 20 mM Metformin ile inkübe edildi. Buz 

soğukluğunda, içinde 1 mM PMSF bulunan 1x liziz tamponu ile hücreler buz ve 

e uğratıldı. Oluşan lizat, 14000 g 

devirde 15 dakika boyunca 4°C’de santrifüjlendi. Protein konsantrasyonları BCA 

şekilde hazırlanan eşit 

cil antikorlara yüklendi. Elde 

edilen görüntüler UVP bioimaging system ile ve oluşan bant kalınlıkları ise UVP 

LabWorks 4.6 Image Acquisition yazılımı ile ölçüldü. Bağıl protein seviyeleri α-

SY5Y hücre hattı üzerinde Metformin ve Sisplatin’in spesifik bağlanmasını 

) bulunabilmesi için WST-1 (4-[3-

benzen disulfonat) reaktifi 

lmıştır. Bunun için, 96 kuyucuklu plakalara 3 tekrarlı olacak şekilde hücreler 

hücre içermektedir. 

Hücrelerin plakaların yüzeyine tutunabilmeleri için 24 saat CO2 inkübatöründe 
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inkübe edilmiştir. Daha sonra farklı konsantrasyonlarda Metformin (64-84 mM), 

Sisplatin (1-5uM) 100 μl hücre ortamı içerisinde plakalara verilmiştir. Bunlara ek 

olarak pozitif kontrol ve negatif kontrol grupları oluşturulmuştur. 96 kuyulu plakalar 

48-72 saat CO2 inkübatöründe inkübe edilmiştir. Sürenin sonunda ışıktan uzak 

ortamda her kuyucuğa 10 μl WST-1 reaktifi eklenmiştir ve 2-4 saat CO2 

inkübatöründe inkübe edilmiştir. İnkübasyon süresinin sonunda plaka okuyucu da 

uygun dalga boyunda absorbans ölçümü alınmıştır. Her ajana ait IC50, % canlılık ve 

% sitotoksisite hesaplanmıştır. Bu hesaplama yapılırken GraphPad 8.0 software 

kullanılmıştır. Aynı basamaklar hipoksik koşullarda tekrarlanmıştır. 

3.7.Verilerin Değerlendirilmesi  

Verilerin analizi için Statistical Package for Social Science version 24.0 (SPSS 

for Windows Inc, Chicago, IL, ABD) kullanılmıştır. Sayımla belirtilen değişkenlerin 

analizinde ki-kare testi ve Fisher kesin test, ölçümle belirtilen değişkenlerin 

analizinde normal dağılıma uygunluk durumuna göre t-testi ya da Mann-Whitney U 

testi kullanılmıştır. p≤0,05’in altında olması istatistiksel olarak anlamlı kabul 

edilmiştir. 

3.8.Araştırmanın Kısıtlılıkları 

Araştırma in vitro hücre kültürü ve ilaç çalışmaları içermektedir. Bu yüzden 

tüm in vitro sistemler için geçerli olan in vivo sistemleri kapsamamaktadır. 

Araştırmanın kısıtılılığı in vivo sistemlerdeki gibi metabolizma ve immün etkilerden 

yoksun olmasıdır. 

3.9. Etik Kurul Onayı 

Dokuz Eylül Üniversitesi Girişimsel Olmayan Araştırmalar Etik Kurulu 

14.10.2019 tarih ve 2019/25-22 karar numaralı “In vitro Nöroblastom Modelinde 

Hipoksinin Tümör Davranışı Üzerine Etkisi” başlıklı proje ile etik onayı alınmıştır. 

Bu proje Dokuz Eylül Üniversitesi Bilimsel Araştırma Projeleri 2017.KB.SAG.016 

proje numarası ile desteklenmiştir. 

 



 

4. BULGULAR 

4.1.Metforminin Hücre Canlılığı Üzerindeki Etkisi

Metforminin hücre canlılığı üzerindeki etkisini belirlemek amacıyla SH

hücre hattı, 72 saat boyunca 2

hattı üzerinde metforminin doz bağımlı sitotoksik etkisi, 48 saat için 20mM ve 72 

saat için 14mM olarak bulunmuştur (Figür 1).

Şekil 1. Metformin muamelesi edilmiş SH

grafiği. 

4.2.Metforminin Migrasyon Üzerindeki Etkisi

Metforminin migrasyon üzerindeki etkisini gözlemlemek için SH

hattı üzerinde yara iyileşme modeli uygulanmıştır. Buna göre metformin 0. andan 24. 

saate kadar, kontrole kıyasla doza bağımlı olarak, norm

migrasyonu azaltmıştır (Figür 2).

4.1.Metforminin Hücre Canlılığı Üzerindeki Etkisi 

Metforminin hücre canlılığı üzerindeki etkisini belirlemek amacıyla SH

boyunca 2-128 mM metformin ile muamele edilmiştir. Bu hücre 

hattı üzerinde metforminin doz bağımlı sitotoksik etkisi, 48 saat için 20mM ve 72 

saat için 14mM olarak bulunmuştur (Figür 1). 

Metformin muamelesi edilmiş SH-SY5Y hücre hattının yüzde hücre canlılık 

4.2.Metforminin Migrasyon Üzerindeki Etkisi 

Metforminin migrasyon üzerindeki etkisini gözlemlemek için SH

hattı üzerinde yara iyileşme modeli uygulanmıştır. Buna göre metformin 0. andan 24. 

saate kadar, kontrole kıyasla doza bağımlı olarak, normoksik ve hipoksik koşullarda 

migrasyonu azaltmıştır (Figür 2). 
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Metforminin hücre canlılığı üzerindeki etkisini belirlemek amacıyla SH-SY5Y 

128 mM metformin ile muamele edilmiştir. Bu hücre 

hattı üzerinde metforminin doz bağımlı sitotoksik etkisi, 48 saat için 20mM ve 72 

 

SY5Y hücre hattının yüzde hücre canlılık 

Metforminin migrasyon üzerindeki etkisini gözlemlemek için SH-SY5Y hücre 

hattı üzerinde yara iyileşme modeli uygulanmıştır. Buna göre metformin 0. andan 24. 

oksik ve hipoksik koşullarda 



 

 

Şekil 2. Metforminin hipoksik ve normoksik koşullarda hücre migrasyonuna etkisini 

gösterek grafik 

SH-SY5Y hücre hattı için migrasyon, normoksi (A ve C) ve hipoksi (B ve D) 

altında yara iyileşme deneyi ile analiz edildi. SH

konsantrasyonlarında (5, 10 ve 20 mM) kültüre edildi. Hücre göçü mikroskop ile 

gözlemlenerek ve 0, 6 ve 12 saatlerde görüntüleri alındı. Normoksi ve hipoksi 

grupları arasında istatistiksel olarak anlamlı fark gözlenmedi.

 

 

 

Metforminin hipoksik ve normoksik koşullarda hücre migrasyonuna etkisini 

SY5Y hücre hattı için migrasyon, normoksi (A ve C) ve hipoksi (B ve D) 

altında yara iyileşme deneyi ile analiz edildi. SH-SY5Y hücreleri, farklı Metformin 

konsantrasyonlarında (5, 10 ve 20 mM) kültüre edildi. Hücre göçü mikroskop ile 

gözlemlenerek ve 0, 6 ve 12 saatlerde görüntüleri alındı. Normoksi ve hipoksi 

grupları arasında istatistiksel olarak anlamlı fark gözlenmedi. 
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Metforminin hipoksik ve normoksik koşullarda hücre migrasyonuna etkisini 

SY5Y hücre hattı için migrasyon, normoksi (A ve C) ve hipoksi (B ve D) 

hücreleri, farklı Metformin 

konsantrasyonlarında (5, 10 ve 20 mM) kültüre edildi. Hücre göçü mikroskop ile 

gözlemlenerek ve 0, 6 ve 12 saatlerde görüntüleri alındı. Normoksi ve hipoksi 



 

4.3.Metformin, HIF

İnhibe Eder 

Normoksik ve hipoksik koşullarda, metforminin 10 ve 20 mM derişimlerinde 

HIF-1α, PDK-1, VEGF

tayini real-time qPCR il

koşullarda uygulanan metformin, kontrol grubuyla karşılaştırıldığında SH

hücre hattının HIF-1α, PDK

neden olmuştur (p<0,05) (figür 3). Normoksik koşullarda

metformin dışında GLUT

değişim gözlenmemiştir.

Şekil 3. Metforminin, normoksi ve hipoksi altında HIF

(C) ve GLUT-1 (D) mRNA ekspresyon seviyesi üzerindeki etkileri.

4.3.Metformin, HIF-1α'nın ve Hedef Genlerinin Transkripsiyon Aktivitesini 

Normoksik ve hipoksik koşullarda, metforminin 10 ve 20 mM derişimlerinde 

1, VEGF-A ve GLUT-1 mRNA ekspresyon seviyelerinin kantitatif 

time qPCR ile gerçekleştirilmiştir. Hem normoksik hem hipoksik 

koşullarda uygulanan metformin, kontrol grubuyla karşılaştırıldığında SH

1α, PDK-1, VEGF-A mRNA ekspresyonunda ciddi azalmaya 

neden olmuştur (p<0,05) (figür 3). Normoksik koşullarda 

metformin dışında GLUT-1 mRNA ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak 

değişim gözlenmemiştir. 

Metforminin, normoksi ve hipoksi altında HIF-1α (A), PDK

1 (D) mRNA ekspresyon seviyesi üzerindeki etkileri.
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ın ve Hedef Genlerinin Transkripsiyon Aktivitesini 

Normoksik ve hipoksik koşullarda, metforminin 10 ve 20 mM derişimlerinde 

1 mRNA ekspresyon seviyelerinin kantitatif 

e gerçekleştirilmiştir. Hem normoksik hem hipoksik 

koşullarda uygulanan metformin, kontrol grubuyla karşılaştırıldığında SH-SY5Y 

A mRNA ekspresyonunda ciddi azalmaya 

 uygulanan 10mM 

1 mRNA ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak 

 

1α (A), PDK-1 (B), VEGF-A 

1 (D) mRNA ekspresyon seviyesi üzerindeki etkileri. 



 

4.4. Metformin, HIF

HIF-1α, PDK-

tekniğiyle ölçüldü. Metformin'in (5, 10 ve 20 mM), hipoksik ortam kontrolüne 

kıyasla, doza bağlı bir şekilde HIF

ettiğini doğruladık (Figür 4A, B).

 

Şekil 4. Metforminin HIF

HIF-1α'nın protein ekspresyon seviyesi Western Blot ile tespit edildi. Hücreler, 

hipoksik koşullar altında 48 saat Metformin ile tedavi edildi. Tüm hücre lizatları 

(20μg) yüklendi ve Figür 4. (A) ve (B) 'de gösterilen hipoksi altında bir anti

ile Western Blot analizine tabi tutuldu.

 

4.4. Metformin, HIF-1α ve Hedef Moleküllerinin Protein Seviyelerini Baskılar

-1, VEGF-A ve GLUT-1 protein seviyeleri Western Blot 

tekniğiyle ölçüldü. Metformin'in (5, 10 ve 20 mM), hipoksik ortam kontrolüne 

kıyasla, doza bağlı bir şekilde HIF-1 protein ekspresyonunu önemli öl

ettiğini doğruladık (Figür 4A, B). 

Metforminin HIF-1 alfa ekspresyonuna etkisinin incelenmesi

ın protein ekspresyon seviyesi Western Blot ile tespit edildi. Hücreler, 

hipoksik koşullar altında 48 saat Metformin ile tedavi edildi. Tüm hücre lizatları 

yüklendi ve Figür 4. (A) ve (B) 'de gösterilen hipoksi altında bir anti

ile Western Blot analizine tabi tutuldu. 
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Moleküllerinin Protein Seviyelerini Baskılar 

1 protein seviyeleri Western Blot 

tekniğiyle ölçüldü. Metformin'in (5, 10 ve 20 mM), hipoksik ortam kontrolüne 

1 protein ekspresyonunu önemli ölçüde inhibe 

 

1 alfa ekspresyonuna etkisinin incelenmesi 

ın protein ekspresyon seviyesi Western Blot ile tespit edildi. Hücreler, 

hipoksik koşullar altında 48 saat Metformin ile tedavi edildi. Tüm hücre lizatları 

yüklendi ve Figür 4. (A) ve (B) 'de gösterilen hipoksi altında bir anti-HIF-1α 



 

Normoksik ve hipoksik koşullar altında Metformin tedavisinden sonra PDK

protein seviyesi düşmüştür (figür 5A, B ve C).

 

Normoksik ve hipoksik koşullar altında Metformin tedavisinden sonra PDK

protein seviyesi düşmüştür (figür 5A, B ve C). 
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Normoksik ve hipoksik koşullar altında Metformin tedavisinden sonra PDK-1 

 



 

Şekil 5. (A), (B) ve (C) 'de gösterilen 

hücrelerinde PDK-1 protein seviyesinin ekspresyonunu değerlendirmek için Western 

Blot yapıldı. 

Metformin ile HIF

etkileyip etkilemediğini belirlemek için, VEGF

altında Western Blot ile kontrol edildi (figür 6 ve 7). 5mM derişime sahip 

Metformin, SH-SY5Y hücre hattı VEGF

(figür 7B), GLUT-1 protein seviyesi hipoksik koşullardaki metformin muamelesiyle 

azalış göstermiştir (Figür 6B, C).

 

Şekil 6. Metforminin (A), (B) ve (C) 'de gösterilen normoksi ve hipoksi altında SH

SY5Y hücrelerinde GLUT

(A), (B) ve (C) 'de gösterilen normoksi ve hipoksi altında SH

1 protein seviyesinin ekspresyonunu değerlendirmek için Western 

Metformin ile HIF-1α'nın bu inhibisyonunun aşağı regüle proteinlerini 

etkileyip etkilemediğini belirlemek için, VEGF-A ve GLUT-1, normoksi ve hipoksi 

altında Western Blot ile kontrol edildi (figür 6 ve 7). 5mM derişime sahip 

SY5Y hücre hattı VEGF-A protein ekspresyonunu inhibe ederken 

1 protein seviyesi hipoksik koşullardaki metformin muamelesiyle 

azalış göstermiştir (Figür 6B, C). 

Metforminin (A), (B) ve (C) 'de gösterilen normoksi ve hipoksi altında SH

SY5Y hücrelerinde GLUT-1 protein ekspresyon seviyeleri üzerindeki etkileri.
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normoksi ve hipoksi altında SH-SY5Y 

1 protein seviyesinin ekspresyonunu değerlendirmek için Western 

ın bu inhibisyonunun aşağı regüle proteinlerini 

1, normoksi ve hipoksi 

altında Western Blot ile kontrol edildi (figür 6 ve 7). 5mM derişime sahip 

A protein ekspresyonunu inhibe ederken 

1 protein seviyesi hipoksik koşullardaki metformin muamelesiyle 

 

Metforminin (A), (B) ve (C) 'de gösterilen normoksi ve hipoksi altında SH-

1 protein ekspresyon seviyeleri üzerindeki etkileri. 



 

4.6. Normoksik ve Hipoksik Koşullarda SH

ve Sisplatin Kombine 

Metformin ve sisplatinin hücre canlılığı üzerindeki etkisini belirlemek amacıyla SH

SY5Y hücre hattı, normoksik ve hipoksik koşullarda 48 saat boyunca metforminin 

IC50 dozu olan 69mM ve sisplatinin 1

edilmiştir.  

 

Şekil 7. VEGF-A proteini, (A) ve (B) 'de gösterilen hipoksi altında metformin ile 

muamele edilmiş SH-

4.5.Normoksik ve Hipoksik Koşullarda SH

Metformin ve Tekli Sisplatin Tedavisinin S

Metformin ve sisplatinin hücre canlılığı üzerindeki etkisini belirlemek amacıyla SH

SY5Y hücre hattı, normoksik ve hipoksik koşullarda 48 saat boyunca 64

metformin ve 1-5uM sisplatin ile muamele edilmiştir. Bu hücre hattı üzerinde 

metforminin doz bağımlı sitotoksik etkisi, normoksik koşullarda 48 saat için 

olarak bulunurken sisplatinin doz bağımlı sitotoksik etkisi, 48 saat için 

bulunmuştur. 

4.6. Normoksik ve Hipoksik Koşullarda SH-SY5Y Hücre Hattında Metformin 

ve Sisplatin Kombine Tedavisinin Sitotoksik Etkisi 

Metformin ve sisplatinin hücre canlılığı üzerindeki etkisini belirlemek amacıyla SH

SY5Y hücre hattı, normoksik ve hipoksik koşullarda 48 saat boyunca metforminin 

IC50 dozu olan 69mM ve sisplatinin 1-5uM dozları ile 1:1 oranın

A proteini, (A) ve (B) 'de gösterilen hipoksi altında metformin ile 

-SY5Y hücreleri ile Western Blot yoluyla analiz edildi.

4.5.Normoksik ve Hipoksik Koşullarda SH-SY5Y Hücre Hattında Tekli 

Metformin ve Tekli Sisplatin Tedavisinin Sitotoksik Etkisi 

Metformin ve sisplatinin hücre canlılığı üzerindeki etkisini belirlemek amacıyla SH

SY5Y hücre hattı, normoksik ve hipoksik koşullarda 48 saat boyunca 64

5uM sisplatin ile muamele edilmiştir. Bu hücre hattı üzerinde 

tforminin doz bağımlı sitotoksik etkisi, normoksik koşullarda 48 saat için 

olarak bulunurken sisplatinin doz bağımlı sitotoksik etkisi, 48 saat için 
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SY5Y Hücre Hattında Metformin 

Metformin ve sisplatinin hücre canlılığı üzerindeki etkisini belirlemek amacıyla SH-

SY5Y hücre hattı, normoksik ve hipoksik koşullarda 48 saat boyunca metforminin 

5uM dozları ile 1:1 oranında muamele 

 

A proteini, (A) ve (B) 'de gösterilen hipoksi altında metformin ile 

SY5Y hücreleri ile Western Blot yoluyla analiz edildi. 

SY5Y Hücre Hattında Tekli 

Metformin ve sisplatinin hücre canlılığı üzerindeki etkisini belirlemek amacıyla SH-

SY5Y hücre hattı, normoksik ve hipoksik koşullarda 48 saat boyunca 64-84 mM 

5uM sisplatin ile muamele edilmiştir. Bu hücre hattı üzerinde 

tforminin doz bağımlı sitotoksik etkisi, normoksik koşullarda 48 saat için 69 mM 

olarak bulunurken sisplatinin doz bağımlı sitotoksik etkisi, 48 saat için 3uM olarak 



 

 

Şekil 8. Normoksik ve hipoksik koşullarda tekli Metformin ve Sisplatin ile muamele 

edilmiş SH-SY5Y hücre 

Metforminin hücre canlılığı üzerinde normoksik veya hipoksik mikroçevreye 

bağlı istatiksel olarak anlamlı farklılık bulunmamıştır. Sisplatinin ise normoksik 

Normoksik ve hipoksik koşullarda tekli Metformin ve Sisplatin ile muamele 

SY5Y hücre hattının yüzde hücre canlılık grafiği. 

Metforminin hücre canlılığı üzerinde normoksik veya hipoksik mikroçevreye 

bağlı istatiksel olarak anlamlı farklılık bulunmamıştır. Sisplatinin ise normoksik 
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Normoksik ve hipoksik koşullarda tekli Metformin ve Sisplatin ile muamele 

Metforminin hücre canlılığı üzerinde normoksik veya hipoksik mikroçevreye 

bağlı istatiksel olarak anlamlı farklılık bulunmamıştır. Sisplatinin ise normoksik 
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mikroçevrede sitotoksik etkisi görülürken, hipoksik mikroçevrede hücre canlılığını 

arttırdığı görülmüştür. (Şekil 8.)  

4.6. Normoksik ve Hipoksik Koşullarda SH-SY5Y Hücre Hattında Metformin 

ve Sisplatin Kombine Tedavisinin Sitotoksik Etkisi 

Metformin ve sisplatinin hücre canlılığı üzerindeki etkisini belirlemek amacıyla SH-

SY5Y hücre hattı, normoksik ve hipoksik koşullarda 48 saat boyunca metforminin 

IC50 dozu olan 69mM ve sisplatinin 1-5uM dozları ile 1:1 oranında muamele 

edilmiştir.  

 



 

Şekil 9. Normoksik ve hipoksik koşullarda tekli Sisplatin ve Metformin 

kombinasyonu ile muamele edilmiş SH

grafiği. 

 

Normoksik ve hipoksik koşullarda tekli Sisplatin ve Metformin 

ile muamele edilmiş SH-SY5Y hücre hattının yüzde hücre canlılık 
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Normoksik ve hipoksik koşullarda tekli Sisplatin ve Metformin - Sisplatin 

SY5Y hücre hattının yüzde hücre canlılık 
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Sisplatinin tekli tedavisinde, mikroçevre değişiminin hücre canlılığına etkisi 

gözlenmiştir. Hipoksik koşullarda sisplatinin sitotoksik etkisi azalırken, metformin 

ile kombinasyonunda sitotoksik etkisi artmıştır. Aynı dozda farklı mikroçevrelerde 

hücre canlılığı arasında istatiksel olarak anlamlı farklılık gözlenmiştir. (Şekil 9.) 
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5. TARTIŞMA 

Nöroblastoma, klinik çeşitliliği bakımından dikkat çekici bir kanser çeşididir. 

Birkaç yıl boyunca, belirli biyolojik ve klinik yönlerin yokluğunda veya varlığında 

bulunan özel tedaviler, hayatta kalma sonuçlarına yol açan düşük veya orta risk 

olarak sınıflandırılan hastalar için uygulanmıştır. Yüksek riskli nöroblastoma için 

tedavi iyileştirmeleri, bu hastalar için sonuçlar henüz zayıf kalsa da uzun vadeli 

sağkalım %50’den küçüktür (56). Çocukluk çağında ortaya çıkan nöroblastik 

tümörler biyolojik heterojeniteye sahiptir ve farklı tedavi stratejilerine ihtiyaç duyar. 

Olumlu biyolojik özellikli tümörlerin azaltılmış terapötik yoğunluk ile tedavi 

edilmesi açık bir eğilimdir. Günümüzde araştırmacılar, tümör hücrelerindeki 

mikroçevre ve onkojenik özelliklere dayanan yeni tedaviler keşfetmeye çalışmaktadır 

(57). Hipoksik mikroçevre, büyük bir hipoksik mikroçevreye sahip nöroblastoma 

gibi katı tümörler için kritik bir role sahiptir. Hipoksinin ana düzenleyici faktörü, 

nöroblastomda yukarı regüle edildiği bildirilen HIF-1α'dır (58). Antidiyabetik bir 

ajan olan metformin, mitokondri kompleks-1'i inhibe eder ve son çalışmalar, 

metforminin kolorektal kanser, meme kanseri ve osteosarkom gibi farklı kanser 

türlerinde HIF-1α seviyelerini inhibe ettiğini göstermiştir (59). 

Mevcut çalışmada, Metformin'in SH-SY5Y hücre hattında HIF-1α ve aşağı akış 

moleküllerinin PDK-1, GLUT-1 ve VEGF-A gibi ekspresyon seviyelerini 

düşürdüğünü tespit edildi. Metformin’in hücre canlılığı ve migrasyon üzerindeki 

antikanser özellikleri incelendiğinde hücre canlılığını doza bağımlı olarak azalttığı 

gözlenmiştir. 

Metformin’in proliferasyon üzerindeki inhibisyon dozu literatürle uyumlu 

bulunmuştur. Costa D. Ve arkadaşlarının gerçekleştirmiş olduğu çalışmada 48 saat 

boyunca 20 mM’lık Metformin muamelesine tabi tutulan SH-SY5Y ve SKNBE2 

hücre hatlarının proliferasyonlarında istatistiksel olarak anlamlı azalma gözlenmiştir 

(60). Mouhieddine T.H. ve arkadaşlarının gerçekleştirdiği bir çalışmada ise 

metformin’in SH-SY5Y ve U251 hücre hatları üzerinde proliferasyonu inhibe eden 

etki gösterdiği kanıtlanmıştır. SH-SY5Y hücre hattı için 10mM’lık Metformin’in 72 

saatteki inhibitör etkisi yaklaşık olarak %50 canlılıkla sonuçlanmıştır (61,62). 

Mevcut çalışmadan SH-SY5Y hücre hattı için elde edilen migrasyon sonuçları da 

literatürde bulunan diğer çalışmalarla uyumlu bulunmuştur. Metformin ile muamele 
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edilmemiş SH-SY5Y hücre hattında 48 saatte tamamen yara iyileşmesi 

gözlenmezken, Metformin muamelesi bu oranı belirgin bir şekilde azaltmıştır. 

Literatürdeki bir çalışmada metformin muamelesi bulunmayan SH-SY5Y hücre hattı 

grubundaki 48 saatlik yara iyileşmesi tamamen gerçekleşmemekle birlikte, 

metformin’in migrasyon derecesini belirli şekilde azalttığı kanıtlanmıştır (61). Başka 

bir çalışmada ise SH-SY5Y hücre hattının hipoksik ortamda HIF- 1α’nın 

yıkılmasıyla migrasyonun inhibe edildiği gösterilmiştir (63). 

Bu çalışmada SH-SY5Y hücre hattında HIF- 1α’nın hem gen hem protein 

ekspresyonu metformin ile doza bağımlı bir şekilde azaltılmıştır. Aynı zamanda 

VEGF-A’daki azalma da çalışma sonucunda gösterilmiştir. Elde edilen sonuçlar 

literatür ile de uyumludur. Birçok çalışmada, metforminin kanser hücre hatları 

üzerinde HIF-1α stabilitesini inhibe ettiği, VEGF-A dahil olmak üzere HIF-1 hedefli 

gen ekspresyonu seviyelerini azalttığı, azalmış mikrodamar yoğunluğu ve küçük 

tümör damarı boyutu ile tanımlanan büyüme inhibisyonuna yol açtığı kanıtlanmıştır 

(64–67). 

Mevcut çalışma, metforminin SH-SY5Y hücre hattı üzerinde PDK-1 gen ve protein 

seviyelerinde doza bağımlı olarak hipoksik ve normoksik koşullarda ekspresyon 

seviyelerini azalttığını göstermiştir. Ayrıca diğer çalışmalarla paralel olarak HIF- 

1α’nın PDK-1 ile bağlantısı çalışma sonuçlarımızda gösterilmiştir. 

Bir çalışmada, HIF-1α, birçok glikolitik enzimi, glikoz taşıyıcısını kodlayan genlerin 

transkripsiyonunu indükler ve glikozdan türetilen piruvatın trikarboksilik asit (TCA) 

döngüsüne akışını azaltan PDK'leri aktive eder (68). 

Bu çalışmada, GLUT-1 gen ve protein ekspresyon seviyelerinin hem normoksik hem 

de hipoksik koşullarda metformin tarafından etkilenmediği gözlenmiştir. SH-SY5Y 

hücre hattında GLUT-1 seviyesine metforminin etkisi farklılık göstermektedir. 

Chaube ve ark.’nın yapmış olduğu bir çalışmada, kanser hücrelerinde GLUT1 gibi 

glikolitik moleküllerden biri olan önemli moleküllerin protein seviyelerini 

yükseltmede metforminin etkisi ispatlanmıştır (69). Başka bir çalışmada ise 

metforminin bu plazma membran taşıyıcısının total protein seviyesine veya gen 

seviyelerine etki etmediği ve GLUT ailesinin kanser üzerindeki metformin kaynaklı 

azalmasını elimine ettiği gösterilmiştir (70). 
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Kanser hücrelerinin metabolizmasının ve mikroçevresinin önemli regülatörlerinden 

olan HIF-1α, PDK-1 ve VEGF-A üzerinde metforminin etkin olduğu bulunmuştur. 

Bu anlamda metforminin kemoterapötik ajan olarak büyük potansiyele sahip olduğu 

düşünülmektedir. 

Kanser tedavisinde sisplatinin etkinliği gerek literatüre bakıldığında gerek bu çalışma 

sonuçlarına bakıldığında tartışmasız kabul görmektedir. Ancak, ilaç direnci, kanserli 

hastalarda ideal terapötik etkileri sınırlayan önemli bir engel olmaya devam 

etmektedir (71). Son yıllarda, ilaç direncini azaltmak ve dirence daha az duyarlı yeni 

tedaviler geliştirmek için pek çok çalışma yapılmıştır. İlaç direncinin mekanizması, 

değişen ilaç bölgeleri, daha etkili DNA onarım mekanizmaları, ilaç akışı ve 

metabolizması, farmokokinetik, tümör mikroçevresi ve ilaca maruz kalmaya yanıt 

olarak stres kaynaklı genetik ve epigenetik değişiklikler dahil olmak üzere çeşitli 

faktörlerle atfedilebilir (72). Karsinogenez, tümör dokularındaki hipoksik mikroçevre 

ile ilişkilidir.  Bu bağlamda nöroblastom gibi hipoksik mikroçevreye sahip 

tümörlerde bu tedavinin in vitro değerlendirilmesi hipoksik mikroçevre koşulları 

dikkate alınarak yapılmalıdır. Bu çalışmamızda da doğrulandığı gibi hipoksik 

mikroçevrede, oksijen yoksunluğu ile birlikte uyarılan HIF-1 alfa’nın dokularda ve 

hücrelerde yaygın olarak eksprese edilir. Son literatüre göre, kemorezistans büyük 

ölçüde HIF-1 alfa’nın ekspresyonu ve aktivasyonunundan kaynaklanmaktadır (73). 

Chen., J ve ark. yaptığı çalışmada 3 farklı tümör hücre hattı ve aynı hücre hatlarından 

türetilmiş sisplatine dirençli hücre hatları aynı koşullarda inkübe edilmiş. Western 

blot ve immünofloresan yöntemleriyle HIF-1 alfa varlığına bakıldığında dirençli 

hücre gruplarında HIF-1 alfa ekspresyonunun dirençsiz hücre hattı gruplarına göre 

daha fazla olduğu gözlenmiş (74). Bu nedenle, HIF-1 alfa ekspresyonunun 

hedeflenmesi, kanser tedavisi için yeni bir terapötik stratejidir. 

HIF-1 alfa, glikoz alımı ve anjiyogenezle ilişkili alt birimlerden oluşan heterodimerik 

bir transkripsiyon faktörüdür. Guimaraes ve ark. tarafından metforminin HIF-1 alfayı 

inhibe edebildiğini ve skuamöz hücreli karsinomda hücre ölümünde bir artışa yol 

açtığını göstermiştir (75). Zhou ve ark. metforminin hepatoselüler karsinoma HepG2 

hücrelerinde arttırılmış hücresel oksijenasyon kapasitesinin inhibisyonu yoluyla HIF-

1 alfa ekspresyonunu engelleyebileceğini göstermişlerdir (76). Bununla birlikte Ye, J 

ve ark. tarafından yapılan bir çalışmada metforminin HIF-1 alfa/VEGF yolunu 
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hedefleyerek hipoksi kaynaklı davranışı tersine çevirdiği gösterilmiştir (77). 

Literatüre bakıldığında, kanıtlar metforminin kemoterapötik ajanların etkisini 

güçlendirebileceği doğrulanmış olup SH-SY5Y nöroblastom hücre hattında böyle bir 

kanıt ve çalışma bulunmamaktadır. Bulgulara benzer şekilde bu çalışmada SH-SY5Y 

nöroblastom hücre hattında normoksik koşullara kıyasla hipoksik koşullarda 

sisplatinin sitotoksik etkisi HIF-1 alfa varlığına bağlı olarak azaldığı gösterilmiştir. 

Aynı koşullarda sisplatin tedavisine metformin kombinasyonu eklendiğinde ise HIF-

1 alfa varlığını inhibe ederek sisplatinin etkinliğini arttırdığı kanıtlanmıştır.  
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

SH-SY5Y Nöroblastom hücre hattında hipoksik ve normoksik koşullarda tümör 

davranışları incelenmiştir. Metforminin bu hücre davranışlarına etkisine 

bakıldığında, hipoksik mikroçevrede kontrol grubuna göre anlamlı farklılıklar 

bulunmuştur. Metforminin, hipoksik mikroçevrede SH-SY5Y hücre hattında 

proliferasyon ve migrasyon yeteneğini azalttığı gözlenmiştir. HIF-1 alfa, VEGF ve 

PDK-1 ekspresyon seviyeleri gen ve protein seviyesinde incelendiğinde literatürle 

benzer şekilde ekspresyonun inhibe edildiği bulunmuştur. Normoksik koşullarda 

nöroblastom tedavisinde etkili olduğu bilinen sisplatinin HIF-1 alfa varlığında 

duyarsızlaştığı da yapılan analizler sonucunda gösterilmiştir. Metforminin HIF-1 alfa 

ekspresyonunu inhibe etmesiyle sisplatinin etkinliğini arttıracağı hipotezi yapılan 

sitotoksik incelemeler sonucunda kanıtlanmıştır. Literatürde kanser tedavisinde 

metformin ve sisplatinin kombine tedavi olarak kullanılmasına yönelik birçok 

çalışma bulunmaktadır. Fakat SH-SY5Y nöroblastom hücre hattı üzerinde böyle bir 

çalışma bulunmamaktadır. Bundan dolayı bu alanda tüm tümör davranışlarının 

incelendiği yeni çalışmalara ihtiyaç bulunmaktadır. 
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