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OZET

Unal, A.Z. Metforminin bazi kemoterapotik ilaclarla etkilesiminin in vitro
olarak degerlendirilmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Farmasotik Toksikoloji Programm Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2016.
Metformin, tip 2 diabetes mellitus tedavisinde yaygin olarak kullanilan, bir oral
antidiyabetik ilactir. Diyabet hastalarinda, kanser de dahil farkli patolojilerin gelisim
riskinin saglikli kisilere oranla fazla oldugu belirtilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda,
farkli biyolojik 6zellikleri oldugu gosterilen metforminin kanser ilaglar ile birlikte
alindiginda ilaglarin etkilerini arttirabildigi gibi azaltabilecegine iliskin ¢eliskili
calisma verileri bulunmaktadir. Bu tez c¢alismasinda, metforminin farkl
mekanizmalarla etki gosteren bazi kemoterapoétik ilaglarla (doksorubisin, sisplatin, ve
gemsitabin) birlikte kullanildiginda meydana gelebilecek olasi etkilesmelerin in vitro
olarak iki farkli kanser hiicre hattinda (HepG2 ve Hep2) belirlenmesi amaglanmuistir.
Bu amacla, metformin ve sitotoksik ilaglar tek baslarina ve kombine halde hiicre
hatlarina uygulanmistir. Hiicrelerde, hiicre canlilifi, apoptoz ve hiicre ¢cogalmasinin
gercek zamanli izlemesi degerlendirilmistir.  Hiicre canliligi ve hasar1 3-(4,5-
dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyumbromiir ve laktat dehidrogenaz salinimi
testleri kullanilarak; apoptotik ve nekrotik hiicre oranlar1 floresans tarafindan aktive
edilmis hiicre siralamasi, akim sitometride ve gercek zamanl hiicre hareketleri ise
XCELLigence’ta degerlendirilmistir. Yapilan on calismalar ile sitotoksisitenin
degerlendirilmesinde kullanilacak dozlar (Hep2 hiicre hattinda, doksorubisin 100-0,8
uM, sisplatin 100-0,8 pM, gemsitabin 100-0,8 uM, metformin 1-10 mM; HepG2
hiicre hattinda doksorubisin 0,08- 3,2x107 uM, sisplatin 2,0-0,08 uM, gemsitabin
0,4-0,016 uM, metformin 10-0,04 mM) ve maruziyet siiresi (48 saat) belirlenmistir.
Elde edilen sonugclar, kullanilan analiz yontemi, hiicre hatt1 ve kullanilan doza bagh
olarak  farkliliklar  gosterse de  metforminin  sitotoksik ilaglarla  olan
kombinasyonunun, genel olarak ilaclarin etkisini artirabildigi goriilmiistiir. Sonug
olarak, metformin kullanan diyabetli kanser hastalarinda olasi ilag etkilesmelerinin
iyi degerlendirilmesi insan sagligi acisindan Onem tagimaktadir. Etkilesme
mekanizmasinin tam olarak ortaya konabilmesi i¢in daha genis mekanistik ¢aligmalar
gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Metformin, doksorubisin, sisplatin, gemsitabin, ilag etkilesmesi
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ABSTRACT

Unal, A.Z. In vitro valuation of interaction between metformin and several
chemotherapeutic drugs. Hacettepe University Health Sciences Institute Master
Thesis in Pharmaceutical Toxicology, Ankara, 2016. Metformin is an oral
antidiabetic drug widely used in the treatment of type 2 diabetes mellitus. It is stated
that diabetes patients have a higher risk of developing different pathologies including
cancer than healthy individuals. There are conflicting studies about commonly used
metformin that have different biological properties and when taken with cancer
chemotherapeutics, it can increase or reduce the effects of them. In this thesis study,
it was aimed to determine the possible interactions of metformin being used together
with certain chemotherapeutic drugs [doxorubicin, cisplatin and gemcitabine] that
have different mechanisms as in vitro in two different cancer cell lines (HepG2 and
Hep2). For this purpose, metformin and cytotoxic drugs were applied to cell lines
individually and together. In cells, real-time monitoring of cell viability, apoptosis
and cell proliferation has been evaluated. Cell viability and damage was assessed
using 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide and lactate
dehydrogenase release assays. Apoptotic and necrotic cell ratios were determined by
fluorescence-activated cell sorting in flow cytometry and real-time cell motions were
evaluated at XCELLigence. In the preliminary studies, the doses to be applied (in the
Hep2 cell line doxorubicin 100-0.8 uM, cisplatin 100-0.8 uM, gemcitabine 100-0.8
uM, metformin 1-10 mM; in the HepG2 cell line doxorubicin 0.08-3.2x10° uM,
cisplatin 2.0-0.08 uM, gemcitabine 0.4-0.016 pM, metformin 10-0.04 mM) and the
duration of exposure (48 hours) was determined for cytotoxic evaluations. In general,
it has been observed that the combination of metformin and cytotoxic drugs may
increase the effect of the drugs, in spite of, the differences in the results depending on
the method of analysis, the cell line and the dosage applied. In conclusion, the
evaluation of the possible interactions between cancer chemotherapeutics and
metformin in diabetic cancer patients is important for human health. More extensive
mechanistic research is needed in order to demonstrate the exact mechanism of

interaction.

Keywords: Metformin, doxorubicin, cisplatin, gemcitabine, drug interaction
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1. GIRIS

Glinlimiizde genetik yatkinligin yanisira stresli yasam kosullar1 ve sagliksiz
beslenme aliskanliklar1 ile birlikte 6zellikle obezite ve diyabet onemli birer saglik
sorunu haline gelmistir. Diabetes mellitus hastaligi diinyada 6liime neden olan 5
hastaliktan biridir (1). En yaygin formu, biitiin diyabetik vakalarmm %90-95’ini
olusturan Tip 2 diabetes mellitus (T2DM)’tur (1). Daha 6nceden hastaligin temelinde
metabolik sendrom olarak adlandirilan patolojik durumun yer aldig1 ifade edilse de,
son donemlerde mekanizmasi, insiilin direnci ile ag¢iklanmaktadir. Uluslararasi
Diyabet Federasyonu, diinya genelinde 382 milyon diyabet hastasi bulundugunu ve
2035 yilina kadar bu rakamin 592 milyona ulagmasinin beklendigini bildirmistir.
Yaslanan niifusla beraber, kentlesme ve insanlarin yasam tarzlarindaki degisiklik
diger kronik hastaliklarla birlikte diyabet epidemisinin de hizlanmasma yol
acmaktadir. Ayrica, lilkemizde de son yillarda diyabetli hasta sayisinda ciddi artis
oldugu ve 2035°de bu rakamin 12 milyon kisiyi bulacagi 6ngoriilmektedir (2, 3).

Insiilin direncindeki artig ile birlikte metforminin (MET) de dahil oldugu
instilin duyarlilili@ini artiran ilag gruplar1 ile tedavi, son yillarda yaygin hale
gelmistir. Ozellikle obez olan kisilerde, MET hem hekimler tarafindan tercih
edilmekte hem de kullanim1 bu hastalar tarafindan suistimal edilebilmektedir (3).

Siklikla ve hemen her yas gubunda kullanilan MET’in diger ilaglarla
kullanimu1 ile ortaya ¢ikabilecek olasi etkilesmelerin bilinmesi, insan saglig1 agisindan
onem arzetmektedir. Ozellikle ¢ok farkli patolojik durumlarin bir arada goriilebildigi
T2DM hastalari, ¢oklu ilag kullanimi ve olasi etkilesmeler agisindan risk altindadir.
Bu hastalarda, ayrica kanser gelisme riskinin de diger saghkl kisilere gore daha
yiikksek oldugu yapilan c¢aligmalarla gosterilmistir. Dolayisiyla, kemoterapide
kullanilan sitotoksik ilaglarla MET in etkilesmesi, bu duyarli hasta grubunun tedavisi
acisindan 6nemlidir (2,3).

Bu tez calismasinda, MET in antikanser etkisi de dikkate alinarak, belirlenen
dozlari, farkli etki mekanizmalarina sahip antikanser ilaclarin farkli dozlari ile
kombine edilmis, MET’in s6z konusu ilaglarla olas1 etkilesmeleri sonucunda
sitotoksik etkideki degisiklikler degerlendirilmistir. Uygulamalar, insan karaciger
kanser hiicresi olan HepG2 ve insan serviks kanser hiicresi olan Hep2 hiicre hatlari

olmak {izere iki kanser hiicre tiirlinde yliriitilmiistiir. Calismada kullanilan, s6z



konusu kemoterapdtik ilaglar, sitotoksik antrasiklin grubu antibiyotik olan
doksorubisin (DOX), platin iceren alkilleyici ilaglardan sisplatin (CIS) ve niikleozit
analogu bir kematerapotik ilag olan gemsitabin (GEM)’dir. Bu ilaglardan DOX,
l6semi, lenfoma, yumusak doku kanserleri gibi; CIS, sarkoma, lenfoma, yumurtalik
timorleri gibi, GEM ise kolon, mide yanisira pankreas kanseri gibi bircok kanser
tirlerinin tedavisinde tek basmna veya diger kemoterapotiklerle kombine halde
kullanilmaktadir (4, 5). Etkilesmelerin ortaya konabilmesi i¢in, hiicrelerde, maruziyet
sonras1 hiicre canlilifi, apoptoz/nekroz ve gercek zamanli hiicre hareketleri
degerlendirilmistir. Hiicre canliligy, 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyumbromiir (MTT) ve laktat dehidrogenaz salinimi (LDH) testleri ile
degerlendirilmistir. Diger yandan, apoptotik ve nekrotik hiicre oranlar1 floresans
tarafindan aktive edilmis hiicre siralamasi akim sitometride (FACS-flow sitometri)

ve ger¢ek zamanli hiicre hareketleri ise XCELLigence’da arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Metformin

Metforminin (1, 1-dimethylbiguanid hidroklorit, MET) tibbi kullanimu, tarihte
Cin tibbinda yararlanilan ve Ortagag Avrupasi'nda halitosis ve politireyi tedavi etmek
icin kullanilan Galega officinalis (Fransiz leylagi) bitkisine dayanir (6, 7). 1800'lerde
yapilan arastirmalara gore, hayvanlarda hipoglisemik o6zellik gosteren Galega
officinalis bitkisinin guanidin bakimindan zengin oldugu belirtilmis, bu bitkinin
antidiyabetik mekanizmasi bu sekilde agiklanmistir (8). 1930'un baslarina kadar
Fransa'da diyabetin belirtilerini tedavi etmek i¢cin MET kullanilabilecegi
diisiniilmiis; ancak, guanidinin klinik kullaniminin toksik oldugu belirlenmistir (9).
1920'lerde isoprenil tiirevi olan galeginin yan etkisinin ¢ok az oldugu goriilmiis ve
insanlarda diyabet tedavisinde kullanilmistir (10). Yaklasik ayn1 zamanlarda, dimetil
biguanid tiirevi olan ve in vivo olarak kan glukoz seviyesini ciddi oranda diisiirme
etkisine sahip MET sentezlenmis olsa da (11), bir siire sonra insiilinin bulunmasiyla
diyabet tedavisinde MET'in klinik kullanim1 geri planda kalmistir. MET'in yani sira,
daha giiclii biguanid tiirevleri olan fenformin ve buformin de Tip 2 diyabetes
merllitus (T2DM) tedavisinde kullamlmigstir (12). Onceleri, buformin daha yaygin
olarak kullanilsa da, 1970'lerde fenformin ve buforminin yasami tehdit eden laktik
asidozla baglantili olduklar goriilmiistiir (13).

MET, T2DM tedavisinde yaygin olarak kullanilan agizdan alinan (14) ve ayni
zamanda kardiyovaskiiler hastaliklara karsi koruyucu ozellikleriyle de bilinen
biguanid grubundan olan ve insiilin duyarliligini arttiran bir ilagtir (15, 16). Laktik

asidoz veya dnemli hipoglisemiye ait herhangi bir veri bulunmamaktadir (17).



2.1.1. Metforminin Fizikokimyasal ve Farmakokinetik Ozellikleri

NMH NH
Ay,

Sekil 2.1. Metforminin kimyasal yapisi (18)

Metforminin kimyasal yapisi, 1,1-dimetilbiguanid hidrokloriir seklindedir ve
kapali formili CsH11N’dir (Sekil 2.1). Glucian, metformina, metforminum, N,N-
dimethylimidodicarbonimidic diamide gibi sinonimleri de bulunmaktadir. Metformin
ilk defa 1922 yilinda, dimetilamin hidroklorit (1) ve 2-siyanoguanidin (2)’in

reaksiyonu ile sentezlenmistir (Sekil 2.2).
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(1) (2) (3)
Sekil 2.2. MET’in sentez reaksiyonu (19)

MET beyaz veya koyu beyaz renkli kristal yapida ve molekiiler agirlig
165,63 g/mol olan bir bilesiktir (20). Suda tamamen ¢oziinebilirken, aseton, eter ve
kloroformda ¢oziinmemektedir (20). MET’in hiicre zarlarindan pasif difiizyonu
hidrofilik kimyasal dogasindan dolay1 diisiiktiir. Kimyasal yapisi ile iliskili olarak,
fizyolojik pH’da (pH=7,4) katyonik tiirler (>%99,9) halinde bulunan hidrofilik
bazdir (21). Dolayisiyla, fizyolojik pH’da da biiyiik oranda hidrofilik katyonik tiirler
olarak bulunmaktadir (21). MET in asit ayrisma sabit degeri olan pKa degeri 11,5’tir
(21). pKa degerinin 11,5 olmasi, MET’i kanda %0,01’den daha diisiik seviyede
iyonlasmamis diger bazik ilaglarla kiyaslandiginda daha giiglii bir baz haline
getirmektedir (21). Bu kimyasal parametreler, MET’in diisiik lipofilik 6zelligini
gostermektedir ve bunun sonucu olarak MET ’in hiicre zarlarindan pasif diflizyon hiz1
diistiktiir (21).

Plazmadaki en yiiksek konsantrasyonuna [0,5 g dozdan sonra 1,0-1,6



ug/ml’ye (yaklasik 6-10 uM) ve bir buguk gram doz uygulanmasi sonrasinda plazma
konsantrasyonu yaklasik 3 pg/ml’ye (yaklasik 18 pM) artan] 3 saat iginde
ulasabilmektedir (22). MET, ¢ogunlukla ince bagirsaktan absorblanir ve degisime
ugramadan idrar ile atilir. MET’in, bobrek fonksiyonlari iyi olan hastalarda ¢oklu
dozlarda alindiginda, plazma yarilanma 6mrii 6,2 saat iken kandan atilma yar1 dmrii
17,6 saattir (23). MET in etki siiresi 8-12 saat olarak verilmektedir (23). Tavsanlarda,
oral akut toksisite degeri (LDso) 350 mg/kg olarak belirlenmistir (23). Bobrekten
atilma ortalama stiresi 510120 mL/dk’dir. MET atiliminin baglica yolu bobrekten
aktif tiibiiler salgilama yolu ile olur. MET, organik katyon tasiyicilar1 araciligiyla

bagirsak, karaciger ve bobrege dagilim gosterir (21).

2.1.2. Metforminin Antidiyabetik Etki Mekanizmasi

| Metformin |
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Sekil 2.3. MET in antidiyabetik etkisi (24)

Diyabet hastaliginin 2000 yilinda 171 milyon insanda goriildiigii saptanmistir
ve 2030 yilinda bu saymin artarak 366 milyon insana ulagacagi tahmin edilmektedir.
Diabetes mellitus, insiilinin bagimli veya insiilinden bagimsiz olarak kan sekerinin
artmastyla meydana gelen karmasik bir patolojik durumdur (25). Insiilin direnci
sonucu hiperglisemi (kan sekerinin yiiksek olmasi) ile tanimlanan metabolik bir
rahatsizliktir. Bu durum genellikle, insiilin diizeylerinden diisiik olmasindan

kaynaklanir. Ayrica, pankreas B-hiicrelerinin yetersiz kalmasi ve takiben B -hiicresi



islev bozuklugu ile ortaya ¢ikar (25). T2DM tedavisindeki amag, kan sekeri
konsantrasyonunun normal simirlar i¢inde tutulmasini saglamak ve hastaligin uzun
donemde olusabilecek komplikasyonlarinin gelisimini engellemektir (25). Kilo
vermek, egzersiz yapmak ve saglikli ve diizenli beslenmek insiilin direncinin
azalmasii saglar. Hayatin fizyolojik ve psikolojik olarak saglikli bir sekilde diizene
sokulmasi, T2DM hastalarinin kan sekerlerinin de diizenlenmesini saglar (25).

MET’in ana farmakolojik etkisi, glukoz diizeyini disiirmesinden
kaynaklanmaktadir. Bu nedenle, T2DM tedavisinde yaygin kullanilan bir maddedir.
Bu etkisini, glukozun ana kaynagi olan karacigerden glikoz ¢ikisini azaltarak
(glukoneojenezin ve glikojenolizin inhibisyonu yoluyla) (26); iskelet kasinda ve
adipozitlerde artmus insiilin aracili glikoz alimini (27) ve intestinal glikoz emilimini
diistirerek gergeklestirmektedir (Sekil 2.3) (28). Normal bireylere kiyasla, T2DM
hastalarinda glukoz yapim orani %25-100 arasinda artmistir (28-31) . MET, endojen
glikoz tiretiminde %25-30'luk bir azalmaya neden olmaktadir (26, 32). Ayrica, MET,
iskelet kaslari ile yag dokusundan periferal glikoz alimini da uyararak plazma glikoz
oranlarini azaltmaktadir (33). Siilfoniliirelerden farkli olarak MET, insiilin salinimini
uyarmamaktadir (31, 34). Dolayisiyla, MET’in kullaniminda &nemli bir diger
avantaji da kan glikozunu hipoglisemiye neden olmaksizin diisirmesidir. MET,
ayrica, insillin duyarliligini arttirarak, insiilin direncinin kirilmasma katki
saglamaktadir. Boylece, kiloya bagli insiilin direnci veya yagh karaciger hastaligi
olanlarda, MET kullaniminin yararl oldugu gériilmiistiir (35). Serbest yag asitlerinin
miktari, diyabette oldugu gibi obezitede de artmaktadir. Bu artis, hepatik glikoz
tretiminde artisa ve insiilin reseptoriinde duyarsizliga, dolayisiyla da, insiilin
direncine neden olmaktadir (36, 37). Yapilan bazi ¢aligmalarda, MET in serbest yag
asiti diizeylerinde %10-30 oraninda azalmaya neden oldugu gosterilmistir (38-40) .
Ayrica, hiperglisemiklerde uzun siireli MET kullannominin plazma trigliserid
diizeylerinde %10-20 oraninda azalma sagladigi goriilmiistiir (39).

MET’in etki mekanizmasi, diger agizdan alinan antihiperglisemik ilaglardan
farklidir.  MET’in hiicre i¢indeki Oncelikli molekiiler hedefinin, oksidatif
fosforilasyon (OXPHOS) ve adenozin trifosfat (ATP) sentezinde 6nemli rolii olan
mitokondri oldugu ifade edilmektedir. MET’in elektron tasima zincirinde yer alan

kompleks | ekspresyonunu yavaslattigi ve bdylece ATP sentezinin de azaldig



belirtilmistir. Bu durumda, artan adenozin monofosfat [AMP], kaslarin kandan
glukozu almasini indiikleyen (41)AMP-ile aktive edilmis protein kinaza (AMPK)
baglanmakta ve enzimde allosterik olarak yapisal degisiklige neden olmaktadir.
Boylece, AMPK’nin katalitik etkisi aktive edilmektedir. AMP/ATP oram artti81 igin,
MET’in iyi bir tiimor baskilayicist olan karaciger kinaz B1 (KKBI1) ile AMPK’y1
aktive ettigi gosterilmistir (41). AMPK’nin aktivasyonuyla, hiicre anabolik evreden
katabolik evreye gecer. Ancak, MET’in AMPK’y1 hiicrenin enerji durumunu,
AMP/ATP oraninin degismesiyle veya KKBI araciligiyla dogrudan etkileyip
etkilemedigi hala tartismali bir konudur (42).

MET hem hepatik glikoz iiretimini hem de mitokondriyal solunum zinciri
kompleks I'i gegici siireyle yavaslatir (43). Ayni1 zamanda, enerji metabolizmasinda
o6nemli rolii olan AMPK yolagin1 dolayli olarak etkileyen MET, lipit ve kolestrol
biyosentezi gibi diger anabolik faaliyetleri baskilar (44, 45).

Glikoz seviyesini diigiirme etkisinin disinda, MET’in ¢esitli dokularda

antioksidan 6zelligi oldugu gdsterilmis olup lipit peroksidasyonunu azaltmaktadir

(32, 46).
2.1.3. Metforminin Kardiyovaskiiler Sistemi Koruyucu Etkisi

Iskemik kalp rahatsizhigma (IKR), T2DM hastalarinda  siklikla
karsilagilmakta ve 6liime varan sonuglara neden oldugu bilinmektedir (47). MET’in
kalpteki etkisinin mekanizmalar1 agik bir sekilde anlasilmamis olsa da, MET
kullanimiyla iskemi siiresince kardiyomiyosit 6limiiniin azaldigi, boylece kalp
rahatsizliginin gelisiminin engellendigi ifade edilmektedir (13). Deneysel veriler,
MET’in kalp iskemi/reperfiizyon hasarini azalttigim1 gostermistir. Buna ek olarak
Yin ve ark. tarafindan yapilan calismada MET tedavisinin kalp fonksiyonlarini
gelistirdigi ve Sprague-Dawley siganlarinda miyokardiyal enfaktiis sonrasinda
olusan 6l doku boyutunu kiigiilttiigii belirlenmistir (48).

Kardiyomiyositlerde, MET apoptozu baslatan proteinlerin sentezini azaltip,
antiapopitotik proteinlerin sentezini arttirarak kardiyomiyositlerde olugan O6lim
yiizdesini azaltmigtir (1). Bu etki AMPK’nin aktivasyonu ile baglantilidir ve
AMPK’nin aktivitesini diizenleyen bir AMP analogu olan 5-aminoimidazol-4
karboksamit riboniikleotit (AICAR) (49) tarafindan yeniden olusturulur. MET’in bir



diger ozelligi, kalp krizi riskinin bir nedeni olarak goriilen miyokardiyal iskemi
stiresince kardiyak metabolizmanin adaptasyonunu saglamasidir. Saglikli bir kalpte,
oksidatif fosforilasyondan elde edilen enerjinin  %60-90’1 yag asitlerinin
oksidasyonundan kaynaklanir. Hasar gormiis bir kalpte ise glikoz alim1 ve kullanimi
artar (50).

MET ile tedavi edilen T2DM hastalarindaki bu kardiyovaskiiler koruma,
diger oral antidiyabetiklerde goriilmedigi i¢in Hemoglobin Alc (HbAlc) seviyesinin
diismesiyle iligkili oldugu distiniilmemektedir (51). Gundewar ve ark. tarafindan
yapilan calismada MET in sol ventrikiiler fonksiyonunu ve farelerdeki kalp krizlerini
azalttig1 belirtilmistir (52). MET, NAD(P)H oksidazi ve solunum zinciri kompleksi-
I’i azaltarak aortik endoteliyel hiicrelerde, hiicreler arasi reaktif oksijen tiirleri (46)

tiretimini azaltir (53).
2.1.4. Metforminin Antitiimoral Etkisi

Yapilan bazi calismalarda, MET’in antitimoral aktivitesi nedeniyle
antikanser ilaglarla birlikte alindiginda bu ilaglarin tedavici edici etkilerini
arttirabilecegi one siiriilmektedir (41, 42). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda, MET’i
kullanan diyabet hastalarinda rektum, karaciger ve pankreas kanser tiirlerini iceren
birgok kanser riskini azaldigi ifade edilmektedir (54, 55).

Son dénemde yapilan ileriye doniik ve biiyiik ¢alisma gruplariyla yiiriitiilen
vaka-kontrol ¢alismalari, T2DM’nin O6zellikle meme, kolon, prostat, bobrek ve
pankreasi etkileyerek kanser riskini yiiksek oranda arttirdigini gostermistir (56). Bu
artan riskin, kronik olarak artan plazma insiilin seviyesinin biiylimeyi arttirict etkisi
ile baglantili oldugu 6ne siiriilmektedir (57). Etkinin altinda yatan mekanizmalar tam
olarak anlasilmamis olsa da, anahtar roliin hem normal hem de kanser hiicreleri i¢in
metabolizma ve bilylimeyi diizenlemede biiylik bir etkiye sahip olan AMPK aracili
olacagina inanilmaktadir (58). Bu molekiiliin aktivasyonu, MET’in solunum
kompleksi I lizerindeki dogrudan etkisinden dolayr mitokondriyal ATP iiretimindeki
diisiis sonucu gerceklesmektedir (59). Bu etki hiicre dongiisiinii durdurur ve kanser
hiicrelerindeki protein sentezini azaltir (60). Griss ve ark. tarafindan yapilan bir
calismaya gére MET ’in kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engelleyici etkisi iki model

ile agiklanmaktadir (61). Birincisi, MET karaciger glikoneogenezisini inhibe ederek,



sistemik insiilin ve insiilin benzeri biiyiime faktorii-1 (IGF-1) seviyelerini distiriir.
Boylece, insiilin / IGF-1'e bagli olarak olusan tiimdr hiicrelerinin biiyiimesini
baskilayarak etki eder. Ikincisi, MET, OXPHOS ve dogrudan tiimér hiicrelerinin
kompleks I iizerine etki ederek tiimdr hiicrelerinin diger metabolik aktivitelerini
azaltir (62, 63). Yapilan bu ¢alisma da ikinci hipotezi destekler sekildedir ve MET in
dogrudan kanser hiicrelerindeki elektron tasima zincirindeki kompleks I’ hedef
aldig1 gosterilmis ve kompleks I seviyesinin diismesiyle de in vitro ve in vivo olarak

kanser hiicrelerinin ¢ogalmasinin azaldig1 gosterilmistir (61).
2.1.5. Metforminin Yaslanmaya Kars1 Koruyucu Etkisi

MET’in T2DM tedavisi basta olmak iizere, antikanser ve kardiyovaskiiler
sistemi koruyucu etkilerinin olmasimnin yani sira son zamanlarda arastirilan
etkilerinden biri de yaslanmaya karsi koruyucu etkisidir. Albert FEinstein
Universitesi'nde Barzilai ve ark. tarafindan, MET kullanini ile yasa bagh
hastaliklardan (6rn. Kardiyovaskiiler hastaliklar, artrit vb.) kaynaklanan oliimlerin
azaltilabilmesi veya engellenebilmesi sonucu, Omriin uzayabilecegine ve
yaglanmanin  geciktirilebilecegi disiiniilerek TAME (Targeting Aging with
Metformin) adi verilen bir proje baslatilmistir (64). Bu proje ile yaslanmay1
geciktirme ile farmakolojik gelisim arasinda bir bag kurma amaglanmaktadir (64).
Ozellikle yaslanma igin, MET insiilin seviyesinin azaltmasina, IGF-1 sinyalinin
diismesine (65), rapamisinin mekanistik hedefi diye adlandirilan kinazin (MTOR)
azalmasina (4, 66, 67) , elektron tagima zincirinde mitokondriyel kompleks I’in
diismesine, i¢ sebeplerden dogan ROS iiretiminin azalmasma (68-70) , AMPK
aktivasyonunun diismesine (71, 72) ve DNA hasarmin diismesine (73) liderlik eder.
MET ayn1 zamanda inflamasyon (74), otografi (75, 76) ve hiicresel yaslilikla (5, 77)
yakindan iligkili olan metabolik ve hiicresel siirecleri etkilemektedir. Yuvarlak
solucanlardan olan Caenorhabditis elegans’ta, MET, 6zellikle mikrobiyal folik asitin
ve metiyonin metabolizmasinin degisimiyle ger¢eklesen mikrobiyom farklilasmasini
igeren ¢esitli olas1 mekanizmalarla yasam siiresi uzatmistir (78). Bu tarihe kadar,
insanlar istiinde boyle etkilerin olduguna dair herhangi bir kanit bulunmamaktadir
(64).

Bu hiicre ortami yaninda, in vivo olarak, 6zellikle iplik kurtlart ve gesitli
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kemiricilerde MET’in beslenmeye eklenerek yaslanmayi geciktirdigine ve saglikli
bir yasam dongiisiinii sagladigina iliskin kanitlar bulunmaktadir (78-80) .

T2DM hastalig1 olan insanlarda, MET kullanimui ile diger antidiyabetik ilaglar
kiyaslandiginda, kardiyovaskiiler hastalik riskinde %20 oraninda, diyabete bagh
olimlerde %42 oraninda azalma goriilmiistiir (81). 2014 yilinda Bannister ve ark.
tarafindan yapilan restrospektif bir calismada, Ingiltere Klinik Pratik Arastirma Veri
Baglantisi’ndan alman gozlemsel veriler kullanilmistir (82). Sadece MET veya
siilfoniliire tedavisi géren T2DM hastalig1 olan insanlar, yas ve cinsiyet agisindan,
diyabet hastaligi olmayan kontrol gruplar1 ile yasam siireleri yoniinden
karsilastirilmistir. Siilfontiliire tedavisi goren hastalar da diyabetik olmayan veya
MET tedavisi goren hastalara kiyasla yasam siirelerinin kisa oldugu gézlemlenmistir.
llging bir sekilde, MET tedavisi goren hastalar, kendi kontrol gruplariyla
kiyaslandiginda daha obez ve Olim oranini arttrici bir patolojik altyapiya sahip
olmalarina ragmen ayni yagsam oranini gostermislerdir (83).

Bu calismalardan yola ¢ikarak, MET’in antidiyabetik, kardiyovaskiiler ve
antitlimoral etkisinin olmasinin yani sira 6liim oranini diisiirerek yaslanma karsitt —
diger bir deyisle yasam siiresini arttirict bir etkiye de sahip oldugu soylenebilir. Fakat
bu konuda daha saglikli karar verebilmek icin daha detayli ve fazla ¢alisma

yapilmasi onerilir (77).

2.2. DOKSORUBISIN

Sekil 2.4. Doksorubisinin kimyasal yapis1 (84)

DOX molekiil agirhig 543.52 g/mol olan ve Streptomyces peucetius caesius
kiiltiirinden izole edilen bir sitotoksik antrasiklin antibiyotiktir, ancak, anti-

mikrobiyal bir 6zelligi yoktur (85). Genellikle farkli kemoterapdtik ilaglarla kombine
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halde, akut lenfositik ve miyeloid 16semiler, ¢esitli sarkomlar ve meme, serviks ve
pankreas kanserlerini de igeren pekgok kanser tiiriiniin tedavisinde kullanilir (86).

Biyolojik yarillanma omrii ortalama 1-3 saattir. Tekli veya kombine ilag
tedavisi goren farkli kanserlere sahip hastalarla yapilan farmakokinetik ¢aligmalar,
DOX’in damar yoluyla enjeksiyonu sonrasinda ¢ok basamakli bir plazma egrisi takip
ettigini gostermektedir. Bu uygulama sonrasinda, plazma egrisi, 12 dakika, 3,3
saatlik ve 30 saatlik yarilanma 6miirleriyle seyreden li¢ fazi takip ettigi ¢alismalarla
gosterilmistir (85, 87).

DOX’in kotii huylu hiicreler iizerindeki sitotoksik etkisinin ve g¢esitli
organlara olan toksik etkisinin DOX’in hiicre zar1 yaglarina baglanmasi ve niikleotid
baz araya yerlesmesiyle baglantili oldugu disiiniiliir. Araya yerlesen niikleotid
replikasyonunu, ve DNA ve RNA polimeraz aktivitelerini azaltir. DNA ile
boliinebilen kompleksler olusturmak icin DOX’in topoizomeraz II ile baglantisi ve
buna bagli olarak serbest radikaller olusturmasi, DOX’in sitotoksidal aktivitesinin
onemli bir mekanizmasi olarak goriiliir (85). Mide-bagirsak kanalindan fazla absorbe
olmamaktadir. Dokulara fazla baglanan DOX, o bolgeden yavas saliverildiginden
karacigerde hizli metabolize edilmesine ragmen viicutta kalis ve etki siiresi uzundur
(86). Karaciger metastazi veya primer timorii ya da diger bir nedenle, karaciger
fonksiyonu bozulmussa DOX’un metabolizmasi yavaslar ve doz azaltilmazsa viicutta
birikerek toksisite gosterebilir (85). Ayrica, DOX’in kendisi ve metabolitlerinin
viicutta uzun stire kaldigr ve dolayisiyla, dokulara dagiliminin da fazla oldugu
gosterilmistir. Dagilimmnin fazla olmasi nedeniyle eliminasyon yarilanma omri
uzundur. Parenteral olarak uygulanan dozun yaklasik %33 ile %50’si, 5 giin
sonrasinda idrarda, safrada ve diskida izlenebilir. Dozdan bagimsiz olarak
farmakokinetiginin 30-70 mg/m? araliginda oldugu belirtilmektedir. Plazma atilimi
324-809 ml/min/m? araligindadir (85).

DOX’in etkisi mekanizmasit heniiz tam olarak aydinlatilmamis olmakla
birlikte iki mekanizma 6ne siirlilmektedir. Birincisi, DNA c¢ift sarmalinda araya girer
(interkalasyon) ve topoizomeraz II aracili DNA onarimini bozar. ikincisi ise, serbest
radikal olusumunu artirir ve hiicre membranlari, DNA ve proteinlerde hasara neden
olur (85,87,88). DOX’un da yapisinda bulunan antrasiklin halkas1 lipofilik

ozelliktedir, ancak, bu halkanin sonundaki doymus kisim hidrofilik merkezi olusturur



12

ve amino sekerine komsu olan pekg¢ok hidroksil grubu igerir. DOX, amfoterik yapiya
sahiptir. Diger bir deyisle, hem fenolik gruplardan dolay1 asidik hem de sekere bagl
amino gruplarindan dolay1 bazik bir yapis1 vardir. Plazma proteinlerine baglandigi
gibi hiicre zarlarina da baglanabilmektedir, fakat kan-beyin bariyerini gegemez (85).

Olduk¢a genis spektrumlu ve giiclii etkili olmasinin sagladig: istiinliiklere
ragmen, DOX’in neden oldugu toksik etkilerin fazla olmasi kullanimini
smirlayabilmektedir (86). Bu yan etkiler arasinda en 6nemlisi kardiyotoksisitesidir.
DOX kardiyomiyositlerde apoptoz ve miyokardiyal fibrozisi de igeren doza bagh
kardiyomiyopati gelismesine neden olur ve kullanimimi smirlayan en 6nemli
toksisitesi budur (89). Diger kemoterapi ilaglar ile birlikte kullanildiginda, yaygin
olarak kullanilan DOX’in dozu her 21-28 giinde bir kez damardan verilen 40-60
mg/m?’dir (90).

DOX’in kotii huylu hiicreler iizerindeki sitotoksik etkisinde oldugu gibi
cesitli organlarda meydana getirdigi toksik etkisinin hiicre zar1 yaglarina baglanmasi
ve DNA ¢ift sarmalinda araya yerlesmesiyle baglantili oldugu diistiniilmektedir.
DNA interkalasyonu, niikleotid replikasyonunu ve DNA/RNA polimeraz
aktivitelerini azaltmaktadir (85, 87).

DOX’in hiicre zarina baglanmasi cesitli hiicresel faaliyetleri etkileyebilir.
Cesitli oksidazlar, rediiktazlar ve dehidrogenazlar tarafindan azalan DOX’in
enzimatik elektronu, serbest hidroksil radikalini (OHe) iceren yiiksek reaktif tiirler
olusturur. DOX, DNA’da tek zincir kirtlimima neden olan siiperoksit iyonlar1 ve
hidrojen peroksit tlireten molekiiler oksijen ile etkilesime girer (25). Serbest radikal
tretimi, hiicresel seviyede Cu () ve Fe (IlI) azalmasiyla DOX’in
kardiyotoksisitesinin ortaya ¢ikmasina neden olur (85).

Antrasiklin =~ grubu  kemoterapdtiklerle  tedavide  kardiyototoksisite,
degerlendirilmesi gereken en 6nemli risktir. DOX tedavisinden aylar sonra dahi
kardiyomiyopati ve/veya konjestif kalp rahatsizligi goriilebilmektedir. Aym
zamanda, diger sitotoksik ilaclar gibi DOX de kemik iliginin baskilanmasina
(miyelostipresyon) neden olabilir. Kemik iliginde olusan bu etkini takip edilmesi
gerekir. Toplam ve farkli beyaz kan hiicresi sayis1 (WBC), kirmiz1 kan hiicresi sayisi
(RBC) ve platelet sayimlar1 DOX tedavisi boyunca ve onun Oncesinde

degerlendirilmelidir. DOX, hastanin kardiyak fonksyonlar1 dikkatli bir sekilde
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izlenmedigi stirece diger kardiyotoksik ilaglarla kombinasyon halinde
kullanilmamalidir. Genellikle, karaciger tarafindan metabolize olur. DOX ile
iliskilendirilmis toksisiteler, o©zellikle hematolojik ve gastrointestinal olaylar,
DOX’in diger sitotoksik ilaglarla birlikte kullanildiginda artis gosterebilir (85).

DOX, gebelikte kullanildiginda fetiise zarar verebilir ve ciddi
malformasyonlar ortaya ¢ikabilir. Bu nedenle, DOX, Gida ve Ilag Orgiitii’niin ilag
gebelik smiflamasinda D smifinda yer almaktadir. Siganlarda organogenez
doneminde 0,8 mg/kg/giin (Onerilen insan dozunun yaklasik 1/13°) dozda
uygulandiginda teratojenik ve embriyotoksik oldugu goriilmiistiir. Ayn1 zamanda,
tavsanlarda da aynm1 donemde 0,4 mg/kg/giin (6nerilen insan dozunun yaklasik
1/14’1) dozda verildiginde ayni etkiler gozlenmistir (55). Ancak, gebelerle ilgili
yeterli ve iyi degerlendirilmis insan verisi bulunmamaktadir. Eger gebelik zamaninda
kullanilmast gerekiyorsa veya tedavi sirasinda gebe kalinmissa, fetiis iizerindeki

etkisi konusunda kisi bilgilendirilmelidir (85).

2.3. SISPLATIN

@
Cl, NH,
Py
Cl*™ ~NH,4
@

Sekil 2.5. Sisplatinin kimyasal yapist (91)

CIS’in Molekiil agirligi 300,5 olup, kapali formiilii CloHgN2Pt seklindedir.
Yapisinda, %23,63 Cl, %2,02 H, %9,34 N, %65,02 Pt igerir. Koyu sar1 renkli kat1 bir
tozdur. Erime noktas1 270 °C’dir. Suda 25°C’de 0,253 g/100 g oraninda ve yavas
¢Ozlinir, su disinda dimetilformamidde ¢oziiniir (92).

CIS, platin igeren antitiimoral ila¢ grubunun ilk liyesidir. Baglangi¢ yarilanma
omrii 25-49 dakika ve son yarilanma omrii ise 58-73 saattir (93). Mide-bagirsak
kanalindan absorbe edilmez; sadece intravendz uygulanir (93). CIS’in i.v.

enjeksiyonunu takiben baslangi¢ plazma eliminasyon yar1 émri 25-50 dakikadir.
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Daha sonra bagli ve serbest olarak toplam ila¢c miktar1 24 saatlik veya daha uzun
yarilanma Omrii ile elimine edilir. Kandaki Pt’in %90°dan fazlasi plazma
proteinlerine kovalan baglanmis halde olup bdbrek, karaciger, ince barsak ve testis
dokularinda bulundugu fakat merkezi sinir sistemine gec¢isinin az oldugu
bildirilmistir (94). Ik 6 saat boyunca ilacin ¢ok az bir kism1 bébrekler tarafindan
itrah edilir; 24 saate kadar %25’ ve 5 gilin zarfinda da uygulanan dozun %43’
idrarda tespit edilmistir. Hizli enjeksiyon yerine inflizyon halinde verildiginde
plazma yar1 omrii daha kisa ve itrah edilen ila¢ miktar1 daha fazladir. CIS’in safra
veya barsaklardan atiliminin ¢ok az oldugu bildirilmistir. CIS’in safra atilimi,
uygulamadan 6 saat sonra %1 diizeyindedir. Verilisinden sonra 4 ay siireyle bobrek
dokusunda Pt saptanabilir (95). Intravendz infiizyon veya yavas i.v. injeksiyon
seklinde tek basina giinde 100 mg/m? dozunda, kombinasyon iginde ise genellikle 20
mg/ m? dozunda uygulanir (86).

Ozel kimyasal yapisindan dolayi, CIS’deki Cl atomlari, su veya siilthidril
gruplar1 gibi niikleofillerle olan kimyasal yer degistirme reaksiyonlarina yatkinlik
gosterir. Yapisinda bulunan Pt, son alimdan sonra 180 giin boyunca dokularda
bulunabilmektedir (96). Plazmanin yiiksek kloriir konsantrasyonunda, CIS kompleksi
deiyonize olmakla ilacin hiicre zarindan gecisi saglandigi diistiniilmektedir (97).

CIS, sarkoma, lenfoma, yumurtalik tiimérleri, ve birgok karsinomay1 (6rn.
yumurtalik kanseri, kiiclik hiicre akciger kanseri ve gastrik kanseri) iceren cesitli
kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilan en 6nemli kemoterapétik ilagtir ve DNA ile
farkli sekillerde ¢apraz bag yapabilmektedir (98). Ayrica, CIS spesifik bir kanser tiirti
olan nazofaringeal karsinoma (NPC) tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (99).
Yapisi bakimindan diger antineoplastik ilaglara benzeyemeyen organik platin tiirevi
(platin koordinasyon kompleksi) ilaglardandir (86).

CIS’in antikanser aktivitesinin asil mekanizmasi, DNA c¢ifte sarmalinda
sarmal i¢i capraz baglar olusturarak DNA sentezini engelleyen bir komplekse
dontismesinden, yani DNA c¢ift-zincirinde ¢apraz baglanma yapmasindan ileri gelir.
DNA biyosentezini inhibe eder (100),(101). DNA ift zincirinde gapraz baglama yapmasi
nedeniyle etki mekanizmasi bifonksiyonel alkilleyici ilaglarinki ile benzerlik gostermektedir (93).
CIS, en etkili kanser ilaglarindan biri olup, klinikte kullanim orani oldukga yiiksektir.

Fakat bobreklerde ve mide bagirsak yolunda toksik etkiye neden olur (83).
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Genis spekturmlu bir antineoplastik ilagtir (96). Fakat, bobrek toksisitesi ve
ototoksisite (kulak toksisitesi) gibi doz sinirlayici yan etkileri de beraberinde
getirmektedir (102). Bobrek toksisitesi salin hidrasyonu ile geri dondiiriilebilinirken
ototoksisite i¢in herhangi bir tedavi veya engel bulunmamaktadir (7). CIS spesifik
olmayan hiicre dongiisiine sahip, DNA ve RNA sentezi ve mitozu boyunca timor
biiylimesini azaltan ve NPC tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir anti-kanser

ilagtir (7). Plazmada geri doniissiiz protein baglamaya neden oldugu igin aktif olan formun serbest

halde bulunan CIS oldugu diisiiniilmektedir (103). NPC’da proliferasyonu 6nemli olgiide

azaltabilmesine ragmen, toksik etkiler artan ila¢ dozlartyla belirgin hale gelir (103).

CIS, farkh ilaglarla etkilesme gosterebilmektedir ve bu ilaglardan biri olan
fenitoinin emilimini azaltarak serum diizeyini disiiriir. CIS ile fenitoinin birlikte
kullaniminda fenitoin serum diizeyi kontrol edilip doz ayarlamasi yapilmalidir.
llerlemis  yumurtalk  kanseri  tedavisinde  piridoksin  ile  altretamin
(heksametilmelamin) ve CIS kombinasyonu kullanildiginda etki siiresinin olumsuz
sekilde etkilendigi gorilmiistiir. Nefrotoksik ve ototoksik ilaglar (6rnegin,
aminoglikozidler, sefalosporinlerve amfoterisin B) CIS’nin yan etkilerini arttirirlar.
Miyolestipresyon yapan ilaglar ve radyasyon ile birlikte CIS kullanimi CIS’in
miyolesiipsesyon yapici etkisini arttirir (93). 50 mg/m? ’lik tek doz CIS sonrasinda
hastalarin %28 — 36’sinda bobrek toksisitesi goriilmiistiir. Kulak toksisitesi ise isitme
kayb1 ve kulak ¢inlamasi olarak hastalarin %31’inde 50 mg/m?lik tek doz CIS
verildigi zaman goriilmistiir (93).

DOX gibi, CIS de fetus iizerine zararli etkileri oldugundan Gida ve Ilag
Orgiitii’niin ilag gebelik siniflamasinda D kategorisinde yer almaktadir ve gebeler

tarafindan kullanilmamalidir (93).

2.4. GEMSITABIN

NH;
(kw
HD—??N/L\‘G

HF

Sekil 2.6. Gemsitabinin kimyasal yapis1(104)
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Gemsitabin (2,2-difloro 2-deoksisitidin, dFdC, GEM), molekiil agirlig
263,198 g/mol olan bir kemoterapdtik ilagtir. Biyolojik yarilanma Omrii kisa
enflizyonlar i¢in 32-94 dakika uzun enfiizyonlar i¢in ise 245-638 dakikadir (105).
GEM’in aktif metaboliti olan gemsitabin trifosfat, periferal tek c¢ekirdekli kan
hiicrelerinden 1,7 — 19,4 saatte atilmaktadir (105). Kiigiik hiicreli olmayan akciger
kanseri (NSCLC) hastalarma GEM (1. ve 8. giinlerde 1250 mg/m?) ve CIS (1. giin 75
mg/m?) birlikte uygulandiginda, GEM’in atilimi 1. Giin 128 L/saat/m? ve 8. Giin 107
L/saat/m? iken CIS’in atilim siiresi 134 saat olan yarilanma 6mriine karsilik 3,94
ml/dakika/m? olarak belirlenmistir (105).

Gemsitabin (GEM), kolon ve mide yanisira pankreas kanserini tedavi etmede
kullanilan antimetabolit bir kematerapoétik ilagtir (105). Pankreas kanseri, Amerika'da
kadin ve erkeklerde kanser kaynakli 6liime neden olan 4. en yaygin etmendir (106),
ve belirgin bir erken uyar1 veya semptomlar1 yoktur ve genellikle hastalik ¢ok
ilerledigi zaman kendini belli etmektedir. GEM klinik uygulamalarda énemli yarar
saglarken, pankreas kanserine etkisi meydana gelen kemorezistans nedeniyle
sinirlidir. Bu nedenle GEM’in ve diger kemoterapétiklerin birlikte kullaniminin
hayatta kalma oranlarini iyilestirecegi yoniinde tahmin ileri stirilmektedir (107).

GEM, hiicre dongiisiinde faza spesifik etki gdstermektedir ve S fazinda hiicre
dongiistinii  durdurarak hiicrenin yasamsal dongiisiinii durdurmaktadir. Ayrica,
hiicrenin biiylidiigii/DNA eslesmesi faz1 olan G1/S fazim1 engelleyip, hiicrelerin
ilerlemesini durdurarak da etkisini géstermektedir. GEM, doza ve siireye bagl olarak
sitotoksik etki gostermektedir (15, 105, 108, 109).

GEM bir pirimidin antimetaboliti olup hiicre i¢inde niikleozit kinaz enzimleri
araciligiyla aktif difosfat ve trifosfat niikleozidlere metabolize olur (105). Bunlara
bagl olarak sitotoksik etkisini birbirini takip eden iki ayr1 mekanizma ile gosterir.
Birincisi, difosfat, DNA sentezi i¢in deoksiniikleosit trifosfat meydana getiren enzim
olan riboniikleotid rediiktazi inhibe etmesidir. Boylece difosfat ve deoksiniikleosit
trifosfat diizeyleri azalir. Digeri, trifosfat DNA’ya kars1 deoksiniikleosit trifosfat ile
yarismaya girer. Deoksiniikleosit trifosfat diizeyindeki azalma nedeniyle trifosfat
DNA’ya baglanir. Boylece DNA’da bir niikleotid artis1 meydana gelir ve DNA
sentezi durur (105, 110).

GEM, gebe iken alindig1 takdirde fetiiste hasara yol agtif1 icin ilag ve Gida
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Orgiitii gebelik siniflamasinda D kategorisinde yer almaktadir. 1,5 mg/kg/giin
dozunda kullanildiginda fétal malformasyonlara neden oldugu belirlenmistir (105).
Toksik etkileri embriyotoksisite, 6liim, diisik dogum agirligi ve gelisim geriligi
olarak tanimlanmustir (105). GEM’i tek basina veya diger hepatotoksik ilaglarla
birlikte alan hastalarda, karaciger yetmezligi gelisebilmekte ve 6liime kadar giden bir
tablo ortaya c¢ikabilmektedir. Ancak, GEM kullanimima bagli olarak akciger
toksisitesi ortaya c¢iktigr bildirilmektedir. Genel olarak, GEM kullaniminda bu
toksisite acisindan dikkatli bir sekilde izlenmelidir. Doz azaltma veya ilaci birakma
durumlan ortaya ¢iksa da, birgok yan etki geri doniisliidiir ve tedaviye devam soz

konusudur (105).

2.5. SITOTOKSIK ILACLAR VE METFORMIN UZERINE YAPILAN
BIiLIMSEL CALISMALAR

Insiilin direncindeki artis ile birlikte MET’in de dahil oldugu insiilin
duyarlililigin1 artiran ilag gruplar ile tedavi yaygin olarak tercih edilmektedir. Bu
nedenle, her yas gubunda kullanilan MET’in diger ilaclarla kullanim1 ile ortaya
cikabilecek olasi etkilesmelerin arastirilmasi gerekmektedir. Ozellikle ¢ok farkli
patolojik durumlarin bir arada goriilebildigi T2DM hastalar1 ¢oklu ilag kullanim1 ve
olas1 etkilesmeler agisindan risk altindadir. Bu hastalarda, ayrica kanser gelisme
riskinin de diger saglikli kisilere gore daha yiiksek oldugu yapilan g¢alismalarla
gosterilmistir. Diyabetik kanser hastalarinda kemoterapide kullanilan sitotoksik
ilaglarla MET in etkilesmesi {izerine bilimsel ¢alismalar yapilmaktadir (111).

Son yillarda, T2DM ve obezitede insiilin direncini kirmak amaciyla yaygin
sekilde kullanimi ve farkli biyolojik 6zelliklerinin de kesfedilmesiyle MET iizerinde
arastirma yapilan ilaclardan biri olmustur. Yapilan ¢alismalar, T2DM hastalarinda,
MET kullaniminin, kanserin gelismesini baskiladigin1 ve kanser baglantili 6liimleri
de azalttigin1 belirtmektedir (111-113). Kolorektal kanserinden sonra diyabet
hastalig1 olan insanlarda 6liim oraninin yiliksek oldugu, MET kullanan hastalarda ise
bu oranda azalma oldugu goriilmistiir (97, 114-116) .

MET ile etkilesme acisindan calisilan en yaygin kemoterapotik ilaglarlar
DOX ve CIS’tir (42, 54).

Antrasiklin grubu bir kemoterapdtik olan DOX, gii¢lii antitiimoral etkinlige
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sahiptir. Ancak, DOX’a bagli gelisen kardiyomiyosit apoptozu ve miyokardiyal
fibrozis igeren doza bagl kardiyomiyopati gelismesi kullanimini sinirlayan yan etkisi
olarak belirtilmektedir (117). DOX, metabolizmasi sirasinda reaktif oksijen tiirlerinin
olusumunu arttirmaktadir. Diyabetik kanser hastalar1 tarafindan  birlikte
kullanildiklarinda, MET'in DOX tarafindan olusturulan kardiyotoksisiteye karsi
koruyucu etkisi oldugu yapilan son galigmalar tarafindan gosterilmistir. lliopoulos ve
ark. (15) tarafindan 2011 yilinda yapilan ¢alismada, ailesinde meme kanseri olmayan
bir kadin hastadan alinan fibrosistik gogiis dokusu olan MCF-10A hiicre hatti
kullanilmistir. Bu hiicre hattinin yani sira 4. seviye metastatik prostat kanser hiicre
hatt1 olan PC3 hiicreleri, insan akciger kanser hiicresi olan A549 hiicreleri
kullanilmistir. Bunlara ek olarak, HER2 reseptorleri baskilanan insan meme kanseri
hiicreleri olan BT-474 hiicreleri, metastatik yapida ve EGF reseptorlerini baskilayan,
p53’te mutasyonu bilinen insan meme kanseri hiicresi MDA-MB-231 hiicreleri de
kullanilmistir. Calismada, MET’in DOX ile birlikte agiz yolundan kullanim ile,
timor biiylimesini ve meme dokularinda kanserin yayillimimi baskiladig
gbzlenmistir. Calisma, MET’in hem kanser tedavisini desteklemek hem de standart
kemoterapi tedavisi ile ortaya c¢ikan toksisitesiyi azaltmak i¢in genis antikanser
etkisi oldugunu belirtmektedir. 2014 yilinda Kobashigawa ve ark. (100) tarafindan
yapilan ¢aligmada, diisilk doz MET’in, DOX'a kars1t AMPK, PKA/CREBI, Src ve
platelet tiirevi biiylime faktorii reseptorii (PDGFR)'ne baglanarak koruyucu bir etki
olusturdugu gosterilmistir. Sican fotal kardiyomiyositleri olan H9¢2 hiicre hatt1 ve
insan fotal kardiyomiyositleri RL14 hiicre hatt1 kullanilmistir. Calisma sonucunda,
diisik doz (0.1 mM) MET, kardiyomiyositlerde DOX tarafindan indiiklenmis
toksisiteyi azaltmis ve koruyucu etki gostermistir. 2015 yilinda Argun ve ark. (118)
tarafindan siganlarda yapilan bir bagka c¢alismada, DOX’a bagl kardiyotoksisiteye
karst MET’in koruyucu etkisi arastirilmistir. Calisma sonucunda, DOX ile MET in
birlikte verildigi gruptaki siganlarda, sol karincikla ilgili fonksiyonlarda bozulmanin
olmadigi, histopatolojik degisikliklerin ve kardiyomiyosit apoptozunun azaldigi
gozlenmistir.

Barbieri ve ark. (110) tarafindan 2015 yilinda yapilan calismada, kopek
meme kanseri hiicreleri kullanilmistir. Bu hiicre hattinin DOX’a duyarli olmadig,

ancak, MET ile birlikte yanitin arttig1 bildirilmistir. Arastirmalar, DOX’e yiiksek
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cevap vermesine ragmen farklilasmis timor hiicrelerinin sadece MET’den kismi
olarak etkilenmis oldugunu belirtmislerdir. Bu veriler, MET ve alisilagelmis
sitotoksik ilaglar birlikte alindiginda terapotik avantaj saglayabilecegini
dogrulamaktadir.

CIS, daha onceki boliimlerde belirtildigi gibi sarkoma, lenfoma, yumurtalik
tiimorleri, ve bircok karsinomayir (6rn. yumurtalik kanseri, kiigiik hiicre akciger
kanseri ve gastrik kanseri) iceren ¢esitli kanser tiirlerinin tedavisinde kullanilan
kemoterapotik bir alkilleyici ajandir ve DNA ile farkli sekillerde capraz bag
yapabilmektedir (98). CIS’in antikanser aktivitesinin asil mekanizmasi, DNA-DNA
ici ve arasi ¢apraz baglantilar kurarak, DNA eslesmesine engel olmasidir. Bu sekilde
hiicrede apoptoz da indiiklenmektedir (15). CIS, MET ile etkilesimleri agisindan en
cok calisilan ilaglardan biridir ve pek ¢ok calismaya da rastlamak miimkiindiir. 2008
yilinda Gotlieb ve ark. (119) tarafindan yapilan ¢aligmada, tutunabilen yumurtalik
kanser hiicresi olan OVCAR-3 ve OVCAR-4 hiicre hatlar1 kullanilmistir. Bu hiicre
hatlarina CIS (5 ve 10 pg/ml) MET ile kombinasyonu halinde ve MET tek bagina (1-
100 mM) uygulanmis olup bu calisma sonucunda, MET’in doza ve zamana bagl
olarak hiicrelerde biiylimeyi geciktirdigi goriilmiistiir. Ayn1 zamanda MET’in, CIS’in
in vitro olarak etkisini arttirdigi da gozlenmistir. 2013 yilinda Teixeira ve ark. (120)
tarafindan yapilan caligmada, akciger kanser hiicresi olan NCI-H460 hiicre hatti
kullanilmistir. Bu arastirmanin sonunda, 60,58 ve 30,29 mM MET 0,19 mM CIS ile
kombine edildiginde sinerjistik bir etkisinin oldugu, ve CIS’in ICsg degeri (0,09 mM)
kombinasyonu ile kiyaslandigi zaman daha etkili oldugu belirlenmistir. Bulunan
sinerjistik sonuglarin aksine, 2014 yilinda Chang ve ark. (102),ve Lesan ve ark. (121)
tarafindan yapilan ¢aligmalarda, sirasiyla House Ear Institute-Organ of Corti 1, HEI-
OCl1, hiicreleri ve insan mide kanser hiicresi olan MKN-45 kullanilmis, bu hiicre
hatt1 ile MET ve CIS’in birlikte kullanimini degerlendirmislerdir. ilk calismanin
sonunda, MET’in hiicreler arasi kalsiyum artigin1 engelledigi, hiicre canliligini
arttirdigi ve reaktif oksijen tiirlerinin olusumunu ©6nledigi belirlenmistir. Ikinci
calismada MET’in, birlikte kullanildiginda CIS’in antitiimoral etkisini azalttig
gozlemlenmistir.

Sun ve ark. (99) tarafindan 2014 yilinda yapilan g¢alismada, Giineydogu
Asya’da ve Giiney Cin’de yaygin olan bas ve boyun kanser hiicresi NPC hiicre hatti
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kullanilmistir. Bu hiicre hatlarinda MET (5, 10, 15, 20 ve 25 mmol/L) ve CIS (2, 4,
8, 16 ve 32 umol/L) tek baslarina ve ayni zamanda kombinasyonunun (4 pmol/L
CIS+5 mmol/L&10 mmol/L MET) kullanilmasi sonucu, CIS’in proliferasyon ve
saldir1 (invazyon) tizerine etkisinin arttigin1 gézlemlemislerdir.

2014 yilinda Damelin ve ark. (122) tarafindan yapilan galismada ise, oral
skuamo6z hiicreli karsinom (OSCC) hiicre hatt1 kullanilmis, ve MET’in hiicre
cogalmasini azalttigim1 gozlemlemislerdir. Fakat, MET’in CIS toksisitesine karsi,
OSCC’yi indiikleyerek korudugu gozlemlenmistir. Aym1 yilda Yajun Wang ve
digerleri (123) tarafindan aymi yilda yapilan c¢alismada, MET, CIS’e Kkarsi
duyarlandirilmis A549 insan akciger kanser hiicrelerine tek ve CIS ile birlikte
uygulanmistir. Yapilan arastirmanin sonucunda, MET’in A549/CDDP hiicrelerinin
dongiisiinii yavaslattig1 ve apoptozu indiikledigi goriilmiistiir. Sonug olarak, MET in
ilaca kars1 hassaslastiric1 6zelliginin de olabilecegi ileri stirlilmiistiir.

Wang ve ark. (124) tarafindan 2015 yilinda yapilan arastirmada, T24 ve BIU-
87 mesane kanseri hiicre hatlar1 kullanilmistir. Yapilan bu calisma sonucunda, 2 puM
CIS ile 0.5 uM MET birlikte kullanildiginda antitlimor etkide artis goriilmiistiir. Li
ve ark. (125) tarafindan 2016 yilinda yaymlanan bir arastirmada sigan karaciger
hiicre hatt1 olan NRK-52E hiicre hatti kullanilmistir. Bu ¢alismanin sonucunda,
MET’in tiibiiler hiicrelerde AMPKa aktivasyonunu ve otofaj indiiksiyonunu uyararak
CIS kaynakl: tiibiiler hiicre apoptozuna ve dolayisiyla, akut bobrek hasarma karsi
koruyucu olabilecegi ileri siiriilmiistiir

Kolon ve mide kanserinin yanisira pankreas kanserini tedavi etmede
kullanilan antimetabolit bir kematerapotik GEM’dir. Pankreas kanseri, Amerika'da
kadin ve erkeklerde kanser kaynakli 6liime neden olan 4. en yaygin etmendir (106),
ve belirgin bir erken uyar1 veya semptomu bulunmamadigindan genellikle hastalik
cok ilerledigi zaman kendini belli etmektedir. GEM klinik uygulamalarda 6nemli bir
yarar saglarken, pankreas kanserine etkisi kemorezistans nedeniyle sinirlidir. Bu
nedenle GEM’in ve diger kemoterapétiklerin birlikte kullaniminin hayatta kalma
oranlarimi iyilestirecegi diisiinilmektedir (107). GEM ile MET etkilesmesiyle ilgili
literatiirde ¢ok fazla ¢calisma bulunmamakla birlikte, 2012 yilinda Kawanami ve ark.
(126) tarafindan yapilan calismada, GEM’in bir insan anti IGF-1R monoklonal

antikoru olan R1507 ve/veya MET ile birlikte kullanimini ve bir apoptoz proteini
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inhibitorii indiksiiyonunu incelemistir. Pankreas kanser hiicrelerine, GEM, R1507 ve
MET ile ayr1 ayr1 ve kombinasyonlar1 halinde muamele edilmistir. Bu muamelenin
etkileri hiicre proliferasyonu, apoptoz ve apoptozu inhibisyonu ile ilgili genlerin
ekspirasyonu ve kemoterapi direnci i¢in degerlendirilmistir.  Bu ¢alismanin
sonucunda, GEM ile R1507 ve/veya MET kombinasyonunun, GEM’e farkli
duyarlilig: ile birlikte pankreas kanseri hiicre hatlarinda aditif etkiye sahip oldugu;
ancak, GEM’in kemoterapi direncini indiikleyebilecegi goriilmiistiir.

2015 yilinda ise Chai ve ark. (127) tarafindan yapilan arastirmada pankreas
kanseri hiicre hatlar1 kullanilmistir. Bu arastirmanin sonucunda, MET’in pankreas
kanser hiicrelerini GEM’e kars1 hassaslastirdigini bdylece kanserli bolgenin
¢ikarilmasindan sonra, pankreas kanseri olan hastalarda GEM kullaniminin fayda
saglayabilecegi goriilmiistiir.

2016 yilinda yeni bir ¢alisma da Shi ve ark. (128) tarafindan yapilmistir. Bu
calismada, insan CFPAC-1 pankreas kanser hiicre hatt1 in vitro ve in vivo olarak
kullanilmistir. Bu hiicre hattma MET ve GEM hem tek baslarina hem de
kombinasyon halinde uygulanmis olup kistik fibrozis pankreatik adenokarsinoma
(CFPAC-1) hiicre canlilig1 hiicre sayimu kiti-8 analizi ile apoptozu ise annexin V ve
propidiyum iyodiir kullanilarak FACS yontemi ile yapilmistir. Bu ¢aligma
sonucunda, MET tedavisinin farelerin ksenograflar1 ¢ekilmis ve CFPAC-1
hiicrelerindeki biiylimenin azaldigi gézlenmistir. B hiicreli lenfoma (XL) (Bcl-xL),
apoptozu azaltan bir protein olan survivin ve siklin D1 seviyelerinde azalma olurken,
p53 adli timor baskilayicr proteinin kofaktorii olma islevine sahip Bel-2-ile iligkili X
proteini (Bax) ve kaspaz-8 ve kaspaz-9 ile etkilesime giren bir kaspaz proteini olan
kaspaz-3 seviyelerinde artis goriilmiistir. MET, GEM ile birlikte kullanildiginda
etkilesme gozlenmis ve GEM’in etkisi a¢isindan bir sinerjizma belirlenmistir.
MET’in, hiicre ¢ogalmasini azaltarak ve apoptozu indiikleyerek pankreas kanser
hiicrelerinin biliylimesinde gerilemeye neden oldugu belirtilmistir. Ayn1 zamanda,
GEM ile birlikte kombinasyon halinde kullanildiginda bu etkilerde sinerjizmaya
neden oldugu da belirtilmektedir.
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3. GERECLER VE YONTEMLER
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

B-Nicotinamid adenin diniikleotit tarafindan azaltilmis dipotasyum Sigma

tuzu (B-NADH) Aldrich
Annexin V Biolegend
Dimetilsiilfoksit, DMSO Sigma
Aldrich
2,4-Dinitrofenylhidrazin, DNPH Merck
Doksorubisin Cayman
Dulbecco' Modified Eagle's Medium (DMEM) besiyeri Biological
Industries
Dulbecco's Phosphated Buffer Saline (DBPS) Biological
Industries
Fotal Bovin Serum (FBS) Biological
Industries
Gemsitabin Cayman
Glutamin Biological
Industries
Metformin Sigma

Aldirch



MTT

Penisilin-Streptomisin

Propidiyum Iyodiir

Sisplatin

Sodyum hidroksit

Sodyum piruvat

Tripan Mavisi

Tripsin EDTA

Triton X-100

3.2. Kullanilan Arag ve Geregler

5 ml'lik Dispenser

5 ml'lik steril plastik pipet

10 ml'lik steril plastik pipet
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Sigma
Aldrich

Biological

Industries

BioLegend

Cayman

Riedel-de-

Haén

Sigma
Aldrich

Sigma
Aldrich

Gibco

Sigma

Aldrich

Eppendorf

Krigen

LP Italiana
SPA



15 ml'lik Falkon tiip

25 ml'lik steril plastik pipet

25 cm?'lik flask

48 kuyucuklu mikroplak

50 ml'lik Falkon tiip

75 cm?'lik flask

96 kuyucuklu mikroplak

10 pl'lik pipet

100 pl'lik pipet ucu

100 pl'lik mikropipet

1000 pl'lik pipet ucu

1000 pl'lik pipet

Buzdolab1

Cam pastor pipeti

Deiyonize su cihazi
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Kirgen

Cellstar

Corning

Collstar

Kirgen

Corning

Collstar

Socorex

Eppendorf

Socorex

Eppendorf

Socorex

Argelik

Interlab

Barnstead

EASYpure
uv



Derin Dondurucu (-20°C)

Derin Dondurucu (-80°C)

Etiv

FACS Cihaz1

Handystep

Hassas Terazi

Hiicre Dondurma Tiipii

Isik Mikroskobu

Inkiibator

Kapakl tiip (1.5 ml)

Laminar Akimli Kabin

Multipipet

Neubauer Cami
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Argelik
AEG-1350S

Revco

Dedeoglu

FACSARIA

Becton

Dickinson

Brand

Mettler
Toledo

Kirgen

Leica

Heraeus

Eppendorf

Holten

Laminair

Socorex

Marienfeld



26

Otoklav Monarch
Otomatik Pipetor Topscien
Rezervuar Isolab
Santrifij Heraeus,
Hettich
Su Banyosu Termal®
Laboratory
Tools
UV Spektrofotometre Shimadzu
Yatay Calkaliyici Edmund
Biihler

3.3. Cozeltilerin Hazirlanmasi
Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Besiyerinin Hazirlanmasi

Kullanilan hiicre hatlarmin ¢ogaltilabilmesi i¢in kullanilacak besiyeri 500 ml
Dulbecco' Modified Eagle's Medium (DMEM) igerisine %10 Fotal Bovin Serum
(FBS), %1 Penisilin-Streptomisin ve %1 Glutamin eklenerek hazirlanmistir.

Metformin Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi (50 mM)

MET igin 50 mM konsantrasyonda stok ¢dzelti hazirlanabilmesi i¢in 82,81
mg MET 10 ml besiyeri (DMEM) i¢inde ¢oziilmiistir.
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Metformin Diliisyonlarimin Hazirlanmasi (25 mM)
1 ml 25 mM MET diliisyon ¢o6zeltisi hazirlanabilmesi i¢in 500 ul 50 mM
MET stok ¢bzeltiden Falcon tiipe alinip besiyeri ile hacmine tamamlanmaistir.

Doksorubisin Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi (2 mM)

2 mM DOX stok ¢ozeltisi i¢in 1,16 mg DOX tartilip DPBS ile ¢oziilerek

hazirlanir.

Doksorubisin Ara Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi (100 pM)

1 ml 100 uM DOX ara stok ¢ozelti hazirlamak i¢in 2 mM’lik stok ¢6zeltiden
50 ul alip 950 ul DMEM eklenerek hazirlanir.

Sisplatin Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi (4 mM)

4 mM konsantrasyonda stok ¢ozelti hazirlanabilmesi i¢in 1,200 mg CIS 1 ml
DPBS i¢erisinde ¢ozlilmiistiir.

Sisplatin Ara Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi (100p M)

1 ml 100 uM CIS ara stok ¢ozeltisi i¢in 25 pl 4 mM’lik stok ¢ozeltiden alinip
975 ul DMEM eklenerek hazirlanir.

Gemsitabin Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi (4 mM)

4 mM konsantrasyonda stok ¢ozelti hazirlanabilmesi i¢in 1,199 mg GEM 1

ml DPBS igerisinde ¢oziilmiistiir.

Gemsitabin Ara Stok Cozeltisinin Hazirlanmasi (100p M)

I ml 100 uM GEM ara stok ¢ozeltisi igin 25 pul 4 mM’lik stok ¢ozeltiden
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alinip 975 ul DMEM eklenerek hazirlanir.

MTT Cozeltisinin Hazirlanmasi (5 mg/ml)

MTT ¢ozeltisi hazirlanabilmesi i¢in 5 mg MTT hassas terazide tartilarak 1 ml
DPBS i¢inde ¢oziilerek hazirlanmistir.

NADH-Piruvat Cozeltisinin Hazirlanmasi (1 mg/ml NADH ve 0,75 mM Piriivat)

I mg/ml NADH ¢ozeltisi hazirlayabilmek i¢in 10 mg NADH 10 ml saf su
igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir. 0,75 mM piriivat ¢ozeltisi hazirlanabilmesi igin
0,83 mg piriivat 10 ml saf su iginde ¢oziilerek hazirlanmastir.

HCI Cozeltisinin Hazirlanmasi (1 mM)

%37’1ik (12,07 M) HCI ¢ozeltisinden 4,143 ml alinmistir. 50 ml’ye saf su ile

tamamlanarak hazirlanmistir.

DNPH Cozeltisinin Hazirlanmasi (5 mM)

5 mM DNPH ¢6zeltisi hazirlayabilmek igin 9,91 mg DNPH 10 ml 1 M HCI

icinde ¢oziilerek hazirlanmstir.

NaOH Cozeltisinin Hazirlanmasi (4 mM)

1,6 g NaOH 10 ml saf su igerisinde ¢oziilerek hazirlanmastir.
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3.4. Yontemler
3.4.1. Hiicre Kiiltiri

Calismada iki ayr1 hiicre hatti kullanilmistir. S6z konusu hiicreler, insan
karaciger kanser hiicresi (HepG2) ve Hela tiirevi insan serviks kanser hiicresi
(Hep2) hiicre hatlaridir. Her iki hiicre hatti1 da epiteliyal ve tutunan hiicre hatlaridir.
Hiicreler, DMEM besiyeri igerisinde 75 ¢cm?’lik hiicre kiiltiirii plaklarna ekilerek,

37°C'de %5 CO; salinim sartlarini saglayan inkiibator ortaminda ¢ogaltilmistir.
3.4.2. Uygun Hiicre Sayisinin Belirlenmesi

Calismada kullanilacak uygun hiicre sayisinin ve maruziyet dozlarmin
belirlenebilmesi amaciyla, daha once yapilan arastirmalar incelenmis, denenmesi
planlanan hiicre sayilarina karar verilerek deneysel uygulamalar baslatilmistir.

Bu amacla, 24 saat once ekilerek tutunmalar1 saglanmis HepG2 ve Hep2
hiicrelerinin bulundugu kiiltiir plaklarindan hiicre iizerindeki besiyeri ile birlikte 6lii
hiicreler uzaklastirilmistir. Tutunmus haldeki hiicreler 5 ml DPBS eklenerek
yikanmistir. Daha sonra, plaklara 3 ml tripsin-EDTA eklenmis ve hiicreler 4 dk
inkiibatorde tutularak siispande edilmistir. Takiben, 151k mikroskobunda hiicrelerin
tamaminin tutunduklar1 yerden ayrilarak silispande hale geldikleri kontrol edilmistir
ve ortama 7 ml besiyeri eklenerek tripsin-EDTA’nin etkisi ortadan kaldirilmstir.
Hiicreler steril bir pipet ile homojen bir sekilde karistirildiktan sonra, siispande
hiicrenin 1 ml’si steril bir tiipe alinmis, bu hiicre ¢ozeltisinin 10 pl’si lizerine 90 pl
tripan mavisi (%0,4) eklenerek karistirilmistir (hiicreler bu sekilde 1/10 oraninda
diliie olmustur). Hiicreleri igeren bu karistmdan 10 pul Neubauer hiicre sayim cami
tizerine uygulanarak 151k mikroskopu altinda canli hiicre saymmi yapilmistir. Cam
tizerindeki dort ayr1 bolmeden elde edilen hiicre sayilarinin ortalamalar1 alinmis ve
asagidaki formiilde yerine koyularak 1 ml besiyeri i¢in hiicre sayist elde edilmistir.
Daha sonra besiyeri ile slispande edilen hiicre hacmine uygun olarak eldeki hiicre

sayis1 hesaplanmis ve analizlere gecilmistir.

Hiicre sayisi: Sayilan hiicre x Diliisyon oran1 x 10
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Hiicreler, yeterli sayida cogaltildiktan ve sayildiktan sonra 96 kuyucuklu
plakta her bir kuyucuk igin 10x10%, 25x10° ve 50x10° hiicre olacak sekilde besiyeri
icinde ekilerek tutanmalarinin saglanabilmesi i¢in 24 saat 37°C'de %5 CO salinim
sartlarinda inkiibe edilmistir. HepG2 ve Hep?2 hiicre hattina, 24 saatin sonunda MET
ve soz konusu sitotoksik ilaglar sirasiyla Tablo 3.1 ve Tablo 3.2°de gosterilen dozlar
halinde eklenerek 24, 48 ve 72 saat i¢in maruziyet baslatilmistir. Maruziyet
sonrasinda yapilan MTT testlerine gore diger hiicre sayilan ile kiyaslandiginda
hiicrelerin sitotoksik cevabinin tekrarlanabilir sekilde alinabildigi say1 olan kuyucuk

basina 25 x10% hiicre secilmis ve deneylere bu hiicre sayis1 ile devam edilmistir.
3.4.3. Maruziyet Dozlarinin Belirlenmesi

Hiicre sayisinin ve maruziyet dozlarinin belirlenmesini takiben, c¢alismanin
devaminda kullanilmas1 planlanan dozlar, 96 kuyucuklu plakta MTT testi yapilarak
belirlenmistir.

Hiicrelerin ekilmesinden 24 saat sonra, hiicrelerin plaklara tutunma
durumlar1 kontrol edilmis, istteki besiyerleri uzaklagtirllmistir. HepG2 hiicre
hattinda, MET i¢in en yliksek 25 mM’dan, sitotoksik ilaclar i¢in ise 50 pM’dan
baglanarak ve 1/5 oraninda seyreltilerek 8 farkli konsantrasyon tiglii tekrarlar halinde
denenmistir. Hep2 hiicre hattinda ise, HepG2 hiicre hattinda kullanilan MET
dozlarmin yani sira 10 mM eklenirken DOX, CIS ve GEM i¢in 100 pM’dan

baslanarak 1/5 seyreltme ile 8 farkli konsantrasyon denenmistir.

Tablo 3.1. HepG2 hiicre hatt1 i¢in kullanilan ilag dozlari

MET DOX CIS GEM
25 mM 50 uM 50 uM 50 uM
5 mM 10 uM 10 uM 10 uM
1 mM 2 uM 2 uM 2 uM
0,2 mM 0,4 uM 0,4 uM 0,4 uM
0,04 mM 0,08 uM 0,08 pM 0,08 uM
0,008 mM 0,016 uM 0,016 uM 0,016 uM
1,6x10° mM 3,2x10°% uM 3,2x10°% uM 3,2x10°% uM
0,32x10° mM 0,64x10° uM 0,64x10°% uM 0,64x10°% uM




Tablo 3.2. Hep2 hiicre hatt1 i¢in kullanilan ila¢ dozlari
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MET DOX CIS GEM*
25 mM 100 pM 100 pM 100 pM
10 mM 20 uM 20 uM 20 uM
5mM 4 uM 4 uM 4 uM
1mM 0,8 uM 0,8 uM 0,8 uM
0,2 mM 0,16 uM 0,16 uM 0,16 uM
0,04 mM 0,032 yM 0,032 uM 0,032 uM
0,008 mM 6,4x10°% uM 6,4x10% uM 6,4x10°% uM
1,6x10° mM 1,28x10° uM 1,28x10° uM 1,28x10° uM
0,32x10° mM

3.4.4. 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyumbromiir (MTT)
Testi

N ~

Mitokondrival Redlktaz 5
s :

HM—=M
O
N, N=N
O Y
3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5- {E,Z)-5-(4,5-dimetiltivazol-2-il)-

difeniltetrazolyum bromir 1 3-difenilformazan
(MTT) (Formazan)

)

Sekil 3.1. MTT reaksiyonu (129)

Hiicrelerin canliligin1 degerlendirmek amaciyla yaygin bir sekilde kullanilan
yontemlerden biri de 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum  bromiir
(MTT) testidir. Bu yontemin temelinde, kolorimetrik olarak hiicrenin metabolik
aktivitesi degerlendirilmektedir. MTT testinin amaci, ¢ogalan canli hiicreler
tarafindan artan dehidrogenaz aktivitesine bagli olarak mitokondriyal rediiktaz
enzimi ile tetrazolyumdan olusan mor renkli formazan kristallerinin absorbansinin
kolorimetrik olarak spektrofotometrede 6l¢iilmesidir (Sekil 3.1). Yapilan ¢alismada,
sitotoksik ilaglarin tek basina ve MET ile kombinasyonlar1 uygulandiginda hiicre

canliligr ilizerine etkisi, Ohguro ve ark. (130) tarafindan yapilan MTT denemesi
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modifiye edilerek uygulanan bu analiz yontemi ile degerlendilmistir.

Hiicreler 25x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96-kuyucuklu plaklara {iglii
sekilde ekilmis ve tutunmalar1 i¢in 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu siire
sonunda, besiyerleri uzaklastirilarak onceden farkli dozlarda DMEM igerisinde
hazirlanan sitotoksik ilaglar tek baslarina ve MET ile kombinasyonlar1 halinde
hazirlanmis ¢ozeltilerinden 200 pl/kuyucuk eklenmistir.

DOX (0,08 uM, 0,016 pM ve 3,2x10° pM), CIS (2,0 uM, 0,4 uM ve 0,08
uM) ve GEM (0,4 uM, 0,08 uM ve 0,016 uM) tek basina ve MET (10 mM, 1 mM,
0,2 mM ve 0,04 mM) ile kombinasyonlar1 halinde HepG2 hiicre hattina
uygulanmistir. Hep2 hiicre hattina ise DOX (100 pM, 20 uM, 4 uM ve 0,8 uM), CIS
(100 uM, 20 pM, 4 pM ve 0,8 uM) ve GEM (100 pM, 20 uM, 4 uM ve 0,8 uM) tek
baslarina ve MET (10 mM ve 1 mM) ile kombinasyonlari halinde uygulanmustir.

24, 48 ve 72 saat olmak {lizere 3 farkli zaman diliminde maruziyet
gerceklestirilmistir. Deney sirasinda, ayrica, herhangi bir ila¢ uygulanmayan negatif
kontrol olarak kullanilan hiicreler de ekilmistir. Biitiin maruziyet siirelerinin
sonrasinda hiicre canliligini belirlemek i¢in, MTT kullanilmistir. Bu amagla, 10 pl
DPBS i¢inde ¢oziinmiis olan MTT her bir kuyucuga ilag¢ ¢ozeltilerinin dikkatli bir
sekilde uzaklastirilmasini takiben eklenmis ve 3 saat inkubasyona birakilmistir.
Olusan formazan kristalleri 90 ul DMSO eklenerek ¢oziilmiis, 15 dk yatay
calkalayicida karistirilarak 570 nm' de absorbans degerleri Olclilmiistiir. Negatif
kontrol olarak kullanilan hiicrelerin absorbans degeri %100 kabul edilerek, sitotoksik
ilaglarin uygulandigr hiicrelerin absorbans degerlerine gore hiicre canlilik %’leri
hesaplanmustir.

Bu test 3 kere tekrarlanmustir.
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3.4.5. LDH Salinimm Analizi

NADH NAD+
O H
/J_I\ =z s OH
C DE- coy
Pirlivat Laktat

Sekil 3.2. LDH reaksiyonu (131)

Laktat dehidrogenaz (LDH) canlilarda bulunan bir oksidorediiktaz enzim
olup, hiicre hasarinin olustugu durumlarda hiicre disina salinabilmektedir. Pirtivatin
laktata doniistimii sirasinda NADH Katalizor gorevi gorerek NAD’ya doniigiir. S6z
konusu reaksiyon, Sekil 2.2°de 6zetlenmistir.

Bu tez ¢alismasinda, LDH o6l¢iimlerinin yapilabilmesi i¢in Schlinkert ve ark.
(132) tarafindan kullanilan yontem modifiye edilerek kullanilmistir. Hiicre hasarini
degerlendirmek amaciyla, s6z konusu ilaglara MTT analizinde anlatildig1 sekilde
maruz birakilan hiicrelerin iizerlerindeki besiyerinden 10 pl’lik bir kismi bir baska
96-kuyucuklu mikroplaga alinmistir. Uzerlerine 1 mg/ml NADH ve 0.75 mM piriivat
iceren c¢ozelti karigitmindan 50 pl eklenmis ve 30 dk. 37°C'de inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda,] M HCI asit iginde ¢6ziinen 5 mM 2.4-
dinitrofenilhidrazinden (DNPH) 50 pl hacimde eklenmis ve oda sicakliginda 20 dk
bekletilmistir. Inkiibasyon sonrasinda, 4 M NaOH ¢ozeltisinden 50 pl ilave edilerek
olusan rengin absorbans degerleri spektrofotometrik olarak 410 nm'de okunmustur.
Negatif kontrol olarak kullanilan hiicrelerin absorbans degeri %100 kabul edilerek,
sitotoksik ilaclarin uygulandig: hiicrelerin absorbans degerlerine gore hiicre canlilik

yiizdeleri hesaplanmistir.
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Sekil 3.3. FACS ¢aligsma prensibi (133)

FACS, akim sitometrinin (flow sitometri) 6zgiin bir alt tipi olup, analizinin
temeli, akim sitometri cihazinda tanimlanacak hiicrelerin durumunu degerlendirmek
amaciyla apoptoz antikorlart olan annexin V ve propidiyum iyodir [PI] ile
isaretlenerek belirlenmesine dayanir. Saglikli canli hiicrelerde, hiicre zarinin ig
yiizeyinde fosfolipidlerden biri olan fosfatidilserin yerlesmistir. Hiicre apoptoza
ugradiginda ise normalde i¢ yiizde bulunan bu fosfolipid, hiicre zarinin dis yiiziine
doner ve bu degisim hiicre membran biitlinliigiiniin bozulmadig1 apoptotik hiicre
Olimiiniin erken donemlerinde meydana gelir. Anneksin V, hiicrenin dis yiizeyine
yerlesen fosfatidilserine baglanabilen bir protein olup, florossein gibi floresan bir
boya ile isaretlenerek apoptotik hiicre goriiniir hale getirilebilmektedir. Floressein-
Anneksin-V (FITC-Annein V) kompleksinin hiicre yiizeyindeki fosfatidilserine
baglanma oran1 akim sitometri ile oOlgiilebilmektedir. Apoptotik hiicreleri, aym
sekilde boyanabilen nekrotik hiicrelerden ayirmak ig¢in ikinci boya olarak PI
eklenmektedir. PI, hem akim sitometrisinde hiicre canliligin1 veya hiicre dongiisii
analizinde DNA igerigini degerlendirmek i¢cin hem de mikroskopta ¢ekirdek ve DNA
iceren organelleri goriintilemek i¢cin DNA boyasi olarak kullanilmaktadir (134).
Normal hiicreler her iki boya ile de boyanmazken, apoptotik hiicreler FITC-Annexin

V ile boyanmakta, nekrotik hiicrelerde ise her iki boya da goriilmektedir Akim
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sitometri teknigi kullanilarak hiicrelerin boyanma durumlarina gore canli, apoptotik
ve nekrotik hiicre oranlar1 belirlenmektedir (135).

Bu analizin yapilmasi igin; hiicreler 48 kuyucuklu plaklara 50x10°
hiicre/kuyucuk olacak sekilde ikili sekilde ekilmis ve 24 saat tutunmalari igin
37°C'de %5 COz2 igeren inkiibatorde inkiibasyona birakilmistir. 24 saatin sonunda
besiyerleri alinarak 6nceden belirli dozlarda hazirlanmis ilaglarin tek baslarina ve
kombinasyonlarinin %10 FBS, %1 Penisilin-Streptomisin ve %1 Glutamin iceren
Dulbecco’ Modified Eagle’s Medium (DMEM) besiyeri igerisinde hazirlanmis
cozeltileri 400 pul/kuyucuk olarak eklenmis ve 48 saat siireyle maruz birakilmistir.
Maruziyet sonrasinda, 6li hiicreleri de toplamak amaciyla hiicrelerin {izerlerindeki
besiyerleri hiicrelerin toplanacag: tiiplere alinarak 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij
yapilmistir. Hiicreleri siispande etmek i¢in 100 pl Tripsin EDTA eklenmis ve 4 dk
inkiibatorde bekletilmistir. 4 dakika sonunda 400 pl DMEM eklenerek tripsin
EDTA’nin etkinligi durdurulmustur. Hiicreler, onceden besiyerlerinin konulup
santrifiijiin yapildig1 plastik tiiplere eklenmis ve 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij
yapilmustir. Uzerlerindeki besiyeri uzaklastirildiktan sonra 2 ml DPBS iginde
siispande edilmistir. Stispande hiicreler, santrifiijlendikten sonra iizerlerindeki DPBS
uzaklagtirilarak ¢Okmeleri saglanmigtir. Hiicreler 2 defa soguk hiicre boyama
tamponu ile yikanmistir. Annexin V’in konsantrasyonu, baglayici tampon ile 1x10°
hiicre/ml olacak sekilde ayarlanmistir. Elde edilen hiicre soliisyonundan 100 pl
(1x10° hiicre) Falcon tiipiine alinmistir. 5 pl Annexin-V-FITC ve 10 ul Propidyum
Iyodiir eklendi ve yavasca karistirihip, 15 dk oda 1sisinda, karanlikta inkiibe
edildikten sonra 400 pul Annexin V Baglayict Tampon (1X) eklenmistir. Saniyede
gecen hiicre sayis1 10x10° hiicre sayisimin altinda olmayacak sekilde cihazin hizi
ayarlanmis, cihazda numune galkalayici1 (Sample agitation) kapatilarak okutulmustur.

Cihazda yapilan ayarlamalar sonucunda tiiplerin tek tek analizi yapilmistir.
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3.4.7. Ger¢ek Zamanh Hiicre Analizi (XCELLigence)

[ETVVIPeerIe; 3 Z=2Z
kot hGireser taban cizgisi
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tutunmus elektrot akim direnci
l Z = Z = B
e < 2 kattan fazla
gliclii bir sekilde alternatif akim direnci
tutunmus 2 hiicreli

elektrot

Sekil 3.4. Gergek zamanli hiicre analizi (XCELLigence) prensibi (136)

XCELLigence sisteminde hiicreler canli sekilde takip edilebilmektedir.
Sistemin temeli, gerekli alternatif akim direncinin Olgiilebilmesi i¢in alt yiizeyine
altin mikro elektrotlar yerlestirilmis ©6zel e-plaklar kullanilarak hiicrenin sayisi,
canlilifi, morfolojisi hakkinda kantitatif bilgi elde edilmesidir. Hiicre indeksi
arttikca, s6z konusu akim direnci artmakta ve hiicre sayisi,canliligi,morfolojisi
hakkinda bilgi alinabilmektedir.

Tez calismasinda, hiicreler ekilmeden once e-plaga 100 ul DMEM eklenmis,
s6z konusu plak XCELLigence cihazina yerlestirilerek cihaz kalibrasyonlar
yapilmistir. Gerekli ayarlamalar sonrasinda, besiyeri ortamdan uzaklastirilmig, 200
ul’de 5x10% hiicre/kuyucuk olacak sekilde hiicre hatlar1 kuyucuklara ekilmistir. 24
saat sonunda, hiicrelerin tutunmasini takiben ilag maruziyetleri baslatilmistir. Bu
amagla, ilaclar HepG2 ve Hep2 hiicre hatlar1 i¢in sirastyla Tablo 3.1 ve 3.2°de
verilen dozlarda tek baslarina ve MET ile kombinasyonlar1 seklinde iceren
besiyerlerinden kuyucuklara 100’er pl eklenerek 5 giin boyunca hiicrelerin

proliferasyonu takip edilmistir.
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3.4.8. Istatistiksel Degerlendirme

Yapilan analizler sonucunda elde edilen veriler IBM SPSS Statistics Version
23 programinda tek yonlii varyans analizi (ANOVA), LSD testi kullanilarak
degerlendirilmistir. p<0,05 ise istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu kabul

edilmistir. Sonuglar ortalama+standart sapma olarak verilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. MTT Testi ile Elde Edilen Hiicre Canlilig1 Sonug¢lari

Hiicre hasarinin belirlenebilmesi i¢in en temel testlerden biri olan ve hiicrenin

metabolik aktivitesinin onemli bir gostergesi olan MTT testi kullanilmastir.

4.1.1. Sitotoksik Tla¢larin ICso Degerleri

Ana deneylere gecilmeden dnce, en ideal sitotoksik cevabin alindig siirenin
belirlenebilmesi amaciyla yontemler boliimiinde HepG2 ve Hep2 i¢in sirastyla Tablo
3.1 ve 3.2°de verilen dozlarda ilaglar hiicre hatlarina 24, 48 ve 72 saat siireyle
uygulanmistir. Her bir sitotoksik ilag i¢in MTT testleri ile elde edilen sonuglar Sekil
4.1., 4.2. ve 4.3.’te verilmektedir. Uygulama stirelerinin hepsi i¢in hesaplanan ICsp
degerleri Tablo 4.1. ve Tablo 4.2’de gosterilmektedir. Yapilan analizler sonunda
literatiir calismalarinda da belirtildigi sekilde sitotoksisitenin degerlendirilebilmesi
icin en uygun siirenin 48 saat oldugu belirlenmistir. Hep2 hiicre hattinda GEM i¢in

bir kemorezistans oldugu belirlenmis, ICso degeri bu nedenle hesaplanamamustir.

DOX-HepG2 DOX-Hep2
150 150
i S50
100 100
: :
S S
s —4—24 saat 8 ——24 saat
= =
=} —a— 48 saat =} —&— 48 saat
= 50 = 50
B —e— 72 saat ® —e— 72 saat
0 0
0 10 20 30 40 50 60 0 20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon (uM) Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.1. Doksorubisin (DOX) igin 24, 48 ve 72 saatlik maruziyet sonrast HepG2
(A) ve Hep2 (B) hiicre hatlarindaki hiicre canlilig1 sonuglari
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Sekil 4.2. Sisplatin (CIS) i¢in 24, 48 ve 72 saatlik maruziyet sonras1 HepG2 (A) ve
Hep2 (B) hiicre hatlarindaki hiicre canliligi sonuglari
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Sekil 4.3. Gemsitabin (GEM) i¢in 24, 48 ve 72 saatlik maruziyet sonrasit HepG2 (A)
ve Hep?2 (B) hiicre hatlarindaki hiicre canliligi sonuglari

Tablo 4.1. HepG2 hiicre hatt1 i¢in ICsg degerleri

24 saat 48 saat 72 saat
DOX 1,33 uM 11,91x10°3 uM 141,31x10° pM
CIS 5,34 uM 381,06x103 uM 12,18 M
GEM 0,17 uM 51,54x10° uM 50,24x10° uM
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Tablo 4.2. Hep2 hiicre hatt1 igin 1Cso degerleri

24 saat 48 saat 72 saat
DOX 6,31 uM 1,36 uM 0,73uM
CIS 35,44 uM 6,62 UM 7,37 uM

GEM - -

4.1.2. MET’in Kemoterapoétik ilaclari Sitotoksisiteleri Uzerine Etkisi

Yapilan MTT testleri sonucunda HepG2 hiicre hatt1 i¢in, belirlenen ICso
degerlerinin iistiinde ve altindaki dozlar1 igerecek sekilde, 4 farkli dozda MET ve 3
farkli dozda sitotoksik ilag secilmis ve her bir sitotoksik ilag, hem tek basina hem de
MET’in farkli dozlar1 ile kombinasyon halinde uygulanmistir. MET’in ilaglarin
sitotoksisiteleri lizerine etkisinin degerlendirilebilmesi amaciyla 48 saat siireyle DOX
(0,08 uM, 0,016 uM ve 3,2x10° pM), CIS (2,0 uM, 0,4 uM ve 0,08 uM) ve GEM
(0,4 uM, 0,08 uM ve 0,016 uM) tek basina ve MET (10 mM, 1 mM, 0.2 mM ve 0,04
mM) ile kombinasyonlar1 halinde HepG2 hiicre hattina uygulanmustir.

Hep2 hiicre hatt1 i¢in ise 2 farkli doz MET ve HepG2 hiicre hattinda oldugu
sekilde 1Csg degerininin iistiinde ve altindaki dozlar segilerek, 3 doz sitotoksik ilag
hem tek basina hem de MET in farkli dozlar1 ile kombinasyon halinde uygulanmustir.
Bu dozlar, DOX i¢in 100 uM, 20 uM, 4 uM ve 0,8 uM, CIS i¢in 100 uM, 20 uM, 4
uM ve 0,8 uM ve GEM i¢in 100 pM, 20 uM, 4 uM ve 0,8 uM olup tek baslarina ve
MET’in 10 mM ve 1 mM konsantrasyonlar1 ile kombinasyonlar1 halinde
uygulanmistir. Hiicre canliligi 48 saatlik uygulamayr takiben MTT testi ile

degerlendirilmistir.

Sekil 4.4’te ve Tablo 4.3’te gosterilen degerlere gore, DOX’in her bir dozu 10
mM MET ile birlikte HepG2 hiicre hattina uygulandiginda, DOX’in bu hiicre

hattindaki etkinliginin arttig1 gézlenmistir.




120,00

100,00

80,00

60,00

%Hiicre Canhhg

40,00

20,00

0,00
)

oo o LN
R 00‘*“ 00‘1*0 00 " poR

N
NS e NS \\m%‘ 01;‘ S

QQ% \’N\ o0 \-‘M\

41

DOX-HepG2-MTT

Qe\b \L 0 o oo} \>““ Lo

N
34*\0‘?) \QBV \0‘5\’“\ QB\‘
o‘/\ O 0‘1»‘ o>
m\‘n“m\ o f\ Oy \‘;&‘“ -9
W i Tt 02 o

Dozlar

Sekil 4.4. HepG?2 hiicre hattindaki Doksorubisin (DOX) ve/veya Metformin (MET)
kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi, *Kontrolden farkli, *Ayni
dozda tek basina uygulanan DOX’den farkli, p<0,05

Tablo 4.3. HepG2 hiicre hattindaki Doksorubisin (DOX) ve/veya Metformin (MET)
kombinasyonunun hiicre canliliina etkisi

HepG2 % Ortalama£SS
Kontrol 100,00+10,23
DOX 0,08 uM 73,19+4,47
MET 10 mM — DOX 0,08 uM 42,93+1,69
MET 1 mM - DOX 0,08 uM 69,06+1,42
MET 0,2 mM - DOX 0,08 uM 67,82+3,76
MET 0,04 mM - DOX 0,08 pM 85,38+4,47
DOX 0,016 uM 80,75+2,92
MET 10 mM - DOX 0,016 uM 46,30+4,00
MET 1 mM - DOX 0,016 pM 45,24+1,15
MET 0,2 mM - DOX 0,016 pM 73,2742 .41
MET 0,04 mM - DOX 0,016 pM 32,114+4,30
DOX 3,2x10-3 uM 56,64+0,68
MET 10 mM - DOX 3,2x10-3 uM 45,34+4,66
MET 1 mM - DOX 3,2x10-3 uM 70,61+3,68
MET 0,2 mM - DOX 3,2x10-3 uM 62,63+0,81
MET 0,04 mM - DOX 3,2x10-3 uM 61,56+1,07
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HepG2 hiicre hattinda goriilen etkinin aksine, Sekil 4.5’te ve Tablo 4.4’te
goriildiigli gibi Hep2 hiicre hattinda her iki MET dozunun 4 uM DOX ile

kombinasyon edildiginde antagonistik bir etki gosterdigi, diger dozlarda ise MET in

DOX’in etkinligi iizerinde herhangi bir etkisinin olmadig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.5. Hep2 hiicre hattindaki Doksorubisin (DOX) ve/veya Metformin (MET)
kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi, *Kontrolden farkli, *Aym
dozda tek basina uygulanan DOX’den farkli, p<0,05

Tablo 4.4. Hep?2 hiicre hattindaki Doksorubisin (DOX) ve Metformin (MET)

kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi

Hep?2 % Ortalama+SS

Kontrol 100,00+2.,49
DOX 100 uM 10,34+1,13
MET 10 mM - DOX 100 uM 10,42+3,19
MET 1 mM - DOX 100 uM 10,03+5,64
DOX 20 uM 13,37+2,74
MET 10 mM - DOX 20 uM 12,24+5,17
MET 1 mM - DOX 20 uM 8,90+1,48

DOX 4 uM 30,95+1,32
MET 10 mM - DOX 4 uM 36,5242,37
MET 1 mM - DOX 4 uM 59,84+3,07
DOX 0,8 uM 54,03+2,96
MET 10 mM - DOX 0,8 pM 43,61+0,04
MET 1 mM - DOX 0,8 uM 56,46+5,83
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CIS’in MET ile birlikte ve tek basina HepG2 hiicre hattina uygulandiginda
elde edilen hiicre canliligi degerleri Sekil 3.6’da verilmistir. Tablo 3.5’te verilen
degerlere bakildiginda, 0,04 mM, 0,2 mM ve | mM MET’in 0,4 uM CIS ile birlikte
kullaniminin antagonistik etki gosterdigi goriilmiistiir. Buna karsin, yiiksek dozdaki
(10 mM) MET’in 0,08 uM ve 2 uM CIS ile kombine sinerjistik etki gosterdigi

saptanmistir.
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Sekil 4.6. HepG?2 hiicre hattindaki Sisplatin (CIS) ve/veya Metformin (MET)
kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi, *Kontrolden farkl, *Ayni
dozda tek basina uygulanan CIS’den farkli, p<0,05



Tablo 4.5. HepG2 hiicre hattindaki Sisplatin (CIS) ve Metformin (MET)

kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi
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HepG2 % Ortalama+SS
Kontrol 100,00+10,23
CIS 2 uM 50,31+1,75
MET 10 mM - CIS 2 uM 38,73+0,72
MET 1 mM - CIS 2 uM 64,16+0,98
MET 0,2 mM - CIS 2 uM 69,20+14,49
MET 0,04 mM — CIS 2 uM 48,11x1,01
CIS 0,4 upM 42,92+1,47
MET 10 mM - CIS 0,4 uM 46,97+2,18
MET 1 mM - CIS 0,4 uM 64,71+4,91
MET 0,2 mM - CIS 0,4 uM 68,85+1,74
MET 0,04 mM - CIS 0,4 uM 64,47+1,23
CIS 0,08 uM 55,57+0,20
MET 10 mM — CIS 0,08 uM 41,55+1,45
MET 1 mM - CIS 0,08 uM 46,15+£5,01
MET 0,2 mM — CIS 0,08 pM 48,11+4,40
MET 0,04 mM — CIS 0,08 uM 59,66+3,21

Hep2 hiicre hattinda ise, Tablo 4.6’da ve Sekil 4.7°de gosterilen sonuglara
gore 100 uM CIS, 1 mM ve 10 mM’lik MET dozlar ile kombinasyonunun CIS’in

etkisini azalttig1 goriiliirken, 0.8 uM CIS’in MET ile birlikte uygulandiginda

sitotoksik etkisinin arttig1 belirlenmistir. Ayrica, 20 uM CIS’in etkisi 10 mM MET

ile kombinasyonunda artarken,

rastlanmamuistir.

mM MET

ile etkide bir degisiklige
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Sekil 4.7. Hep2 hiicre hattindaki Sisplatin (CIS) ve/veya Metformin (MET)
kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi, *Kontrolden farkli, *Aym
dozda tek basina uygulanan CIS’den farkli, p<0,05

Tablo 4.6. Hep?2 hiicre hattindaki Sisplatin (CIS) ve Metformin (MET)
kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi

Hep2 % Ortalama+SS

Kontrol 100,00+2,49
CIS 100 pM 8,47+2,24

MET 10 mM - CIS 100 uM 23,18+2,46
MET 1 mM - CIS 100 uM 27,21+0,18
CIS 20 uM 56,62+3,09
MET 10 mM - CIS 20 uM 45,99+3 .47
MET 1 mM - CIS 20 uM 59,49+6,73
CIS 4 uM 63,04+5,34
MET 10 mM - CIS 4 uM 53,59+5,91
MET 1 mM - CIS 4 uM 48,77+7,33
CIS 0,8 uM 68,64+3,22
MET 10 mM - CIS 0,8 uM 50,73+0,58
MET 1 mM - CIS 0,8 uM 61,57+1,07

GEM ile MET’in kombinasyonunun ve GEM’in tek basina HepG2 hiicre
hattina farkli dozlarda uygulandiginda elde edilen hiicre canliligi sonuglar1 Sekil

4.8.de ve Tablo 4.7’de verilmektedir. 0,4 uM GEM’in sitotoksik etkisinin sadece 10
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mM MET ile birlikte uygulandiginda azaldigi, 0.08 uM GEM ile 0,2 mM ve 0,04
mM MET ile kombinasyonun uygulanmasiyla ise sitotoksik etkinin arttig1
gbzlenmistir. Bununla birlikte, 0.016 uM GEM ile 10 mM MET kombinasyonu
disindaki MET dozlarindaki uygulamalarda sitotoksik etkinin azaldigi goriilmistiir.
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Sekil 4.8. HepG?2 hiicre hattindaki Gemsitabin (GEM) ve/veya Metformin (MET)
kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi, *Kontrolden farkli, *Aym
dozda tek basina uygulanan GEM’den farkli, p<0,05
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Tablo 4.7. HepG2 hiicre hattindaki Gemsitabin (GEM) ve Metformin (MET)
kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi

HepG2 % Ortalama+SS
Kontrol 100,00+10,23
GEM 0,4 uM 17,32+1,31
MET 10 mM — GEM 0,4 uM 22,68+3,23
MET 1 mM - GEM 0,4 uM 19,53+5,47
MET 0,2 mM- GEM 0,4 uM 16,47+1,76
MET 0,04 mM — GEM 0,4 uM 21,79+5,47
GEM 0,08 uM 33,67+0,00
MET 10 mM — GEM 0,08 uM 30,40+2,04
MET 1 mM — GEM 0,08 uM 32,38+2,08
MET 0,2 mM — GEM 0,08 uM 23,52+1,82
MET 0,04 mM — GEM 0,08 uM 6,72+0,87
GEM 0,016 uM 66,85+0,84
MET 10 mM — GEM 0,016 uM 45,35+0,30
MET 1 mM — GEM 0,016 uM 73,06+0,79
MET 0,2 mM — GEM 0,016 uM 81,3242,99
MET 0,04 mM — GEM 0,016 uM 77,79+0,41

Hep2 hiicre hattinda, 100 uM ve 20 uM GEM’in, sirasiyla 10 mM MET ile
kombinasyonunun sinerjistik, 1 mM MET ile kombinasyonunun ise antagonistik
etkiye neden oldugu gozlenmistir. (Sekil 4.9 ve Tablo 4.8). Dolayisiyla, sadece 10
mM MET uygulamasiyla Hep2 hiicrelerinde GEM’e kars1 goriilen direncin azaldig:
ve hiicre canliliginin %50’nin altina diistiigi goriilmiistiir. Ancak, 0,8 uM ve 4 uM
GEM, MET’in tim dozlarn ile uygulandiginda ise ilacin etkisinin azaldig:

belirlenmistir.
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Sekil 4.9. Hep2 hiicre hattindaki Gemsitabin (GEM) ve/veya Metformin (MET)
kombinasyonunun hiicre canliligina etkisi, *Kontrolden farkli, fAyni
dozda tek basina uygulanan GEM’den farkli, p<0,05

Tablo 4.8. Hep2 hiicre hattindaki Gemsitabin (GEM) ve Metformin (MET)

kombinasyonunun hiicre canliliina etkisi
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Hep2 % Ortalama£SS
Kontrol 100,00+5,35
GEM 100 uM 60,33+2,09
MET 10 mM - GEM 100 uM 48,30+6,70
MET 1 mM - GEM 100 uM 84,93+6,67
GEM 20 uM 60,49+14,59
MET 10 mM - GEM 20 uM 39,02+0,79
MET 1 mM - GEM 20 uM 68,90+2,33
GEM 4 uM 61,80+1,33
MET 10 mM - GEM 4 uM 67,15+4,94
MET 1 mM - GEM 4 uM 73,01£3,56
GEM 0,8 uM 54,81+1,48
MET 10 mM - GEM 0,8 uM 64,91£1,20
MET 1 mM - GEM 0,8 uM 77,34+0,97
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4.2. LDH Salinimu Testi ile Hiicre Canlihig1 Sonuclar:

Hiicre canliligmmin  6nemli bir gostergesi olan ve hiicre enerji
metabolizmasinda laktatin piruvata doniisimini katalizleyen bir enzim olan LDH
salinimi hiicre hasarinin belirlenebilmesi i¢in kullanilmistir. LDH, hasar goéren
hiicrelerde salgilanan ve hastaliklar ve yaralanmalarda belirteg¢ olarak kullanilan bir
enzimdir.

Yapilan c¢alismada, HepG2 hiicre hattinda DOX’in  MET ile birlikte
kullanilmasima bagli olarak ortaya cikan sitotoksik etkisindeki degisiklikler Sekil
4.10’da ve Tablo 4.9°da verilmistir. Elde edilen sonuglara gore, 0,4 uM ve 0,08 uM
DOX’un 10 mM ve 0,04 mM MET ile birlikte uygulandiginda sitotoksik etkide bir

antagonizma oldugu goriilmiistiir.
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Sekil 4.10. HepG2 hiicre hattindaki Doksorubisin (DOX) ve Metformin (MET)
kombinasyonunun hiicre hasarma etkisi, *Kontrolden farkli, *Ayni dozda
tek basina uygulanan DOX’den farkli, p<0,05
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Tablo 4.9. HepG2 hiicre hattindaki Doksorubisin (DOX) ve Metformin (MET)
kombinasyonunun hiicre hasarina etkisi

HepG2 % Ortalama+SS
Kontrol 100,00+2,34
DOX 0,4 uM 83,35+1,83
MET 10 mM - DOX 0,4 uM 91,38+3,77
MET 1 mM - DOX 0,4 uM 85,62+4,70
MET 0,04 mM - DOX 0,4 uM 95,99+1,54
DOX 0,08 uM 90,07+4,86
MET 10 mM - DOX 0,08 pM 100,57+0,85
MET 1 mM - DOX 0,08 uM 91,37+0,02
MET 0,04 mM - DOX 0,08 pM 105,72+4,73
DOX 0,016 uM 93,76+4,56
MET 10 mM - DOX 0,016 uM 88,74+1,54
MET 1 mM - DOX 0,016 pM 91,2043,22
MET 0,04 mM - DOX 0,016 uM 97,55+3,75
DOX 3.2x10° uM 89,49+3.95
MET 10 mM - DOX 3.2x10-3 uM 90,49+2,28
MET 1 mM - DOX 3.2x10-3 uM 89,92+5,81
MET 0,04 mM - DOX 3.2x10-3 uM 99,05+2,51

Hep?2 hiicre hattinda ise HepG2 hiicre hattinin aksine, Sekil 4.11°de ve Tablo
3.10°da goriildiigii gibi sitotoksik etkinin 10 mM MET ile kombinasyonlarinda
DOX’in tiim dozlarinda arttigr goriilmistir. 1 mM MET ile DOX’in birlikte
kullanildig1 kombinasyonlardan yalnizca 4 pM DOX’in etkisinin azaldigi, diger

dozlarda ise sinerjistik etkinin ortaya ¢iktig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.11. Hep2 hiicre hattindaki Doksorubisin (DOX) ve Metformin (MET)
kombinasyonunun hiicre hasarina etkisi, *Kontrolden farkli, *Ayn1 dozda
tek basia uygulanan DOX’den farkli, p<0,05

Tablo 4.10. Hep2 hiicre hattindaki Doksorubisin (DOX) ve Metformin (MET)
kombinasyonunun hiicre hasarina etkisi

Hep2 % Ortalama+SS
Kontrol 100,00+1,42
DOX 100 uM 69,89+1,14
MET 10 mM MET - DOX 100 pM 55,63+2,77
MET 1 mM MET - DOX 100 uM 52,47+2,53
DOX 20 uM 61,98+0,30
MET 10 mM MET - DOX 20 uM 49,77+1,46
MET 1 mM MET - DOX 20 uM 52,37+2,11
DOX 4 uM 85,32+2,93
MET 10 mM MET - DOX 4 uM 74,68+4,41
MET 1 mM MET - DOX 4 uM 92,41+1,21
DOX 0,8 uM 92,36+0,18
MET 10 mM MET - DOX 0,8 uM 62,03+1,20
MET 1 mM MET - DOX 0,8 uM 74,98+0,61

CIS’in kendisi ve MET ile olan kombinasyonlar1 karsilastirildiginda, Sekil
4.12°de ve Tablo 4.11°de gosterildigi sekilde, HepG2 hiicre hattinda 6zellikle 10uM

konsantrasyonda sitotoksik etkinin arttig1 gézlenmistir.




160,00

140,00

120,00

“%Hticre Canhhg

\w““o s o Y0 \> S0 @L W

etV w\‘{“ oo

CIS-HepG2-LDH

R

) \> L \* PR A AW
‘\5 c\% c\"’ otk L\sﬁ Os
it O oo™

Dozlar

QA\’

o1 V0 oy
e N‘&N\

OCAN o)

‘\“ AN
WE T

Sekil 4.12. HepG2 hiicre hattindaki Sisplatin (CIS) ve Metformin (MET)
kombinasyonunun hiicre hasarina etkisi, *Kontrolden farkli, *Ayn1 dozda

tek basina uygulanan CIS’den farkli, p<0,05

Tablo 4.11. HepG2 hiicre hattindaki Sisplatin (CIS) ve Metformin (MET)
kombinasyonunun hiicre hasarina etkisi
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HepG2 % Ortalama+SS
Kontrol 100,00+3,50
CIS 10 uM 128,10+6,23
MET 10 mM - CIS 10 uM 106,45+2,74
MET 1 mM - CIS 10 uM 111,87+7,22
MET 0,04 mM - CIS 10 uM 103,81+5,09
CIS 2 uM 104,31+8,84
MET 10 mM - CIS 2 uM 108,86+5,16
MET 1 mM - CIS 2 uM 110,95+1,42
MET 0,04 mM - CIS 2 uM 112,86+3,55
CIS 0,4 uM 112,96+2,35
MET 10 mM - CIS 0,4 uM 112,34+2,49
MET 1 mM - CIS 0,4 uM 112,20+3,26
MET 0,04 mM - CIS 0,4 uM 112,46+5,68
CIS 0,08 uM 121,77+0,32
MET 10 mM - CIS 0,08 uM 80,67+1,55
MET 1 mM - CIS 0,08 uM 136,60+2,07
MET 0,04 mM - CIS 0,08 uM 90,76+9,01
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Hep2 hiicre hattinda Sekil 4.13 ve Tablo 4.12°de goriildiigii gibi 4 uM ve 0,8
uM CIS’in MET’in her iki dozundaki kombinasyonu ile sinerjistik etki gosterdigi
goriilmiistiir. Diger yandan, 20 uM CIS ile 10 mM MET kombine edildiginde
sinerjistik etki goriliirken, 1 mM MET ile antagonistik bir etki ortaya ¢ikmistir.
Ayrica, 100 uM CIS ile 10 mM MET birlikte uygulandiginda ise sitotoksik etkinin

kismen azaldig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.13. Hep?2 hiicre hattindaki Sisplatin (CIS) ve Metformin (MET)
kombinasyonunun hiicre hasarina etkisi, *Kontrolden farkli, *Ayn1 dozda
tek basina uygulanan CIS’den farkli, p<0,05

Tablo 4.12. Hep2 hiicre hattindaki Sisplatin (CIS) ve Metformin (MET)
kombinasyonunun hiicre hasarina etkisi

Hep2 % Ortalama+£SS
Kontrol 100,00+1,42
CIS 100 uM 49,96+0,89
MET 10 mM - CIS 100 uM 51,55+0,42
MET 1 mM - CIS 100 uM 49,92+1,71
CIS 20 uM 80,92+0,89
MET 10 mM - CIS 20 uM 64,16+£1,93
MET 1 mM - CIS 20 uM 98,62+1,50
CIS 4 uM 106,92+0,75
MET 10 mM - CIS 4 uM 67,862,777
MET 1 mM - CIS 4 uM 83,77+1,32
CIS-0,8 uM 98,78+3,42
MET 10 mM - CIS-0,8 uM 61,65+5,09
MET 1 mM - CIS-0,8 uM 70,60+8,20
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GEM’in tek basina ve MET ile kombinasyonlarinin uygulama sonuglari
karsilastirildiginda HepG2 hiicre hattinda GEM’in 0,4 uM, 0,08 uM ve 0,016 pM’lik
dozlar1 ile 10mM MET birlikte kullanildiginda sitotoksik etkinin arttig1 gozlenmistir.
Buna ek olarak, diger dozlarinda goriilmemekle birlikte, 0,016 uM GEM’in
sitotoksik etkisi 1 mM MET ile kombine uygulandiginda artmistir (Sekil 4.14 ve
Tablo 4.13).
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Sekil 4.14. HepG2 hiicre hattindaki Gemsitabin (GEM) ve Metformin (MET)
kombinasyonunun hiicre hasarina etkisi, *Kontrolden farkli, *Ayn1 dozda
tek basina uygulanan GEM’den farkli, p<0,05
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Tablo 4.13. HepG2 hiicre hattindaki Gemsitabin (GEM) ve Metformin (MET)
kombinasyonunun hiicre hasarina etkisi

HepG2 % Ortalama+SS
Kontrol 100,00+3,50
GEM 2 uM 104,034+4,91
MET 10 mM - GEM 2 uM 93,02+8,60
MET 1 mM - GEM 2 uyM 90,45+4,33
MET 0,04 mM - GEM 2 uM 109,53+8,41
GEM 0,4 uM 108,14+7,78
MET 10 mM - GEM 0,4 uM 84,42+6,75
MET 1 mM - GEM 0,4 uM 105,85+5,04
MET 0,04 mM - GEM 0,4 uM 103,87+9,76
GEM 0,08 uM 109,80+7,41
MET 10 mM - GEM 0,08 uM 87,66+4,22
MET 1 mM - GEM 0,08 uM 91,34+10,83
MET 0,04 mM - GEM 0,08 uM 117,23+2,76
GEM 0,016 uM 118,62+8,67
MET 10 mM - GEM 0,016 pM 100,55+0,24
MET 1 mM - GEM 0,016 uM 86,76+1,61
MET 0,04 mM - GEM 0,016 uM 114,25+5,25

Hep2 hiicrelerinde ise GEM’in tiim dozlarinda 10 mM MET ile yapilan

kombinasyonlarinda sinerjistik etki gdzlenmistir. Buna ek olarak, 100 uM ve 20 uM
GEM 1 mM MET ile kombine edildiginde bir degisiklik gozlenmezken, 4 uM ve 0,8

uM GEM’in MET kombinasyonlarinda sinerjistik etki gorilmiistiir (Sekil 4.15 ve

Tablo 4.14).




120,00

100,00

%Hiicre Canhhg

\@““" e \QQ » \go \\“\

NAAS \Qmw\?‘ \“\

Sekil 4.15. Hep?2 hiicre hattindaki Gemsitabin (GEM) ve Metformin (MET)

N\'LQ \) \»;N\ 0
et ‘“‘“wﬁ‘ e

GEM-Hep2-LDH

80,00
60,00
40,00
20,00

0.00

},\w“‘ ww

GQ\'\

Dozlar

N

Wt \“6\»&6 A

® v“‘w\g% v‘“\\,\gw““

56

kombinasyonunun hiicre hasarina etkisi, *Kontrolden farkli, *Ayn1 dozda

tek basina uygulanan GEM’den farkli, p<0,05

Tablo 4.14. Hep2 hiicre hattindaki Gemsitabin (GEM) ve Metformin (MET)
kombinasyonunun hiicre hasarina etkisi

Hep2 % Ortalama+SS
Kontrol 100,00+1,64
GEM 100 uM 93,24+3,74
MET 10 mM - GEM 100 uM 68,26+0,93
MET 1 mM - GEM 100 uM 90,02+4,52
GEM 20 uM 89,5348,79
MET 10 mM - GEM 20 uM 81,16+8,70
MET 1 mM - GEM 20 uM 87,03+4,66
GEM 4 uM 90,98+1,68
MET 10 mM - GEM 4 uM 69,42+4,07
MET 1 mM - GEM 4 uM 65,07+6,15
GEM 0,8 uM 90,54+1,10
MET 10 mM - GEM 0,8 uM 73,88+4,48
MET 1 mM - GEM 0,8 uM 68,39+7,52
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4.3. Floresans tarafindan Aktive Edilmis Hiicre Siralamasi1 (FACS) ile
Annexin V / Propidium Iyodiir Apoptoz Testi Sonuclar

Akim sitometrinin bir alt tipi olan FACS analizi ile apoptoz antikorlar1 olan
annexin V ve propidiyum iyodiir (43) ile isaretlenerek hiicre apoptozu belirlenmistir.
Analizden elde edilen grafiklerde, Q1, nekrotik, Q2 ge¢ apoptoz evresindeki, Q3
canli ve Q4 erken apoptoz evresindeki hiicrelerin oranini gostermektedir.

DOX’in tek basmma ve MET ile kombinasyonunun HepG2 hiicre hattina 48
saat slireyle uygulanmasi sonucunda elde edilen grafikler Sekil 4.16 ve Sekil 4.17°de
gosterilmektedir. Ayrica, canli, apoptotik ve nekrotik hiicrelere ait % oranlar1 Tablo
4.15’te verilmistir. 0,4 uM DOX ile MET’in tim dozlarinin kombinasyonlarinda
canli hiicre oranlar1 azalirken, ge¢ apoptotik hiicre oranlari artmistir. Bununla
birlikte, 10 mM MET ile birlikte kullanildiginda erken apoptotik hiicre oran1 artmus,
1 mM MET kullanildiginda ise azalmistir. Nekrotik hiicrelerde bu durum tam tersi

olup, 1 mM MET ile oran artarken, 10 mM’da azalmustir.
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Sekil 4.16. Doksorubisinin (DOX) tek basina ve Metformin (MET) ile

kombinasyonunun HepG?2 hiicre hattinda apoptoz ve hiicre canliligina
etkisinin FACS ile degerlendirilmesi. Q1: nekrotik hiicre, Q2: geg
apoptoz evresindeki hiicre, Q3: canli hiicre, Q4: erken apoptoz
evresindeki hiicre
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Sekil 4.17. HepG?2 hiicre hattinda Doksorubisinin (DOX) tek basina ve Metformin
(MET) ile kombinasyonunun apoptoz ve hiicre canliligina etkisi. Q1:
nekrotik hiicre, Q2: ge¢ apoptoz evresindeki hiicre, Q3: canli hiicre, Q4:
erken apoptoz evresindeki hiicre

Tablo 4.15. HepG2 hiicre hattinda Doksorubisinin (DOX) tek basina ve Metformin
(MET) ile kombinasyonunun apoptoz ve hiicre canliligina etkisi

. %Geg %Erken
%Nekrotik . % Canl )
Apoptotik Apoptotik
HepG2 Hiicreler Hiicreler
Q1) Hiicreler Q3) Hiicreler
(Q2) (Q4)
Kontrol 0,4 0 70,2 0
DOX 0,4 uM 8,5 31,9 22,8 8,5
MET 10 mM - DOX 0,4 uM 2,1 37,9 19,5 12,4
MET 1 mM - DOX 0,4 uM 11,7 40,1 17,6 6,3
DOX 0,08 uM 13,2 31,2 24,9 55
MET 10 mM - DOX 0,08 pM 8,6 37 22,3 9,6
MET 1 mM - DOX 0,08 uM 16,3 35,3 24,8 52
DOX 0,016 uM 15,5 36,4 24,7 59
MET 10 mM - DOX 0,016 uM 5,4 36 21,7 12,9
MET 1 mM - DOX 0,016 uM 4,1 48,2 12,2 16,4
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DOX’in tek basina ve MET ile kombinasyonunun Hep2 hiicre hattina 48 saat
siireyle uygulanmasi sonucunda elde edilen grafikler Sekil 4.18 ve Sekil 4.19°da
gosterilmektedir. Canli, apoptotik ve nekrotik hiicrelere ait % oranlar1 Tablo 4.16’da
verilmistir.20 uM DOX ile MET’in tiim dozlariin birlikte kullanilmasi sonucu
nekrotik hiicre oranlarinda artig goriiliirken gec apoptotik hiicre oranlarinda azalma
gbzlenmistir. 4 uM DOX ile MET in tiim dozlarinin kombinasyonlarinda canli hiicre
oranlar1 artarken, ge¢ apoptotik hiicre oranlar1 azalmistir. Bununla birlikte, 10 mM
MET ile birlikte kullanildiginda nekrotik hiicre orani1 artmis, erken apoptotik hiicre
orani azalmistir. 0,8 uM DOX 10 mM MET ile birlikte kullanildiginda nekrotik ver
erken apoptotik hiicre oranlari azalmis canli hiicre orani artmistir. 1 mM MET ile

birlkte kullanimi sonucu ge¢ apoptotik hiicre oraninda azalma gézlenmistir.
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Sekil 4.18. Doksorubisinin (DOX) tek basina ve Metformin (MET) ile
kombinasyonunun Hep2 hiicre hattinda apoptoz ve hiicre canliligina
etkisinin FACS ile degerlendirilmesi. Q1: nekrotik hiicre, Q2: ge¢
apoptoz evresindeki hiicre, Q3: canli hiicre, Q4: erken apoptoz
evresindeki hiicre
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Sekil 4.19. Hep2 hiicre hattinda Doksorubisinin (DOX) tek basina ve Metformin
(MET) ile kombinasyonunun apoptoz ve hiicre canliligina etkisi. Q1:
nekrotik hiicre, Q2: ge¢ apoptoz evresindeki hiicre, Q3: canli hiicre, Q4:
erken apoptoz evresindeki hiicre

Tablo 4.16. Hep2 hiicre hattinda Doksorubisinin (DOX) tek basina ve Metformin
(MET) ile kombinasyonunun apoptoz ve hiicre canliligina etkisi

%Nekrotik %Geg % Canh %Erken
Hep2 Hiicreler Apoptotik Hiicreler Apoptotik
(Q1) Hiicreler (Q2) (Q3) Hiicreler (Q4)

Kontrol 0 0 93,4 0

DOX 20 uM 14,4 79,5 0 0

MET 10 mM - DOX 20 uM 38,5 48 0,2 0,2
MET 1 mM - DOX 20 uM 19,1 69,2 0,3 0,3
DOX 4 uM 39,5 45,3 4 4.4
MET 10 mM - DOX 4 uM 51,6 17,2 15,6 11
MET 1 mM - DOX 4 uM 42,8 331 7,4 3,9
DOX 0,8 uM 71 35,6 23,7 26,3
MET 10 mM - DOX 0,8 pM 1,2 36,3 37,9 12,1
MET 1 mM - DOX 0,8 uM 4,3 29,5 22,6 29,6

CIS’in tek basina ve MET ile kombinasyonunun HepG2 hiicre hattina 48 saat

siireyle uygulanmasi sonucunda elde edilen grafikler Sekil 4.20 ve Sekil 4.21°de
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gosterilmektedir. Canli, apoptotik ve nekrotik hiicrelere ait % oranlar1 Tablo 4.17°de
verilmigtir. 10 uM CIS ile MET’in tiim dozlarinin kombinasyonlarinda canli hiicre
oranlar1 azalmistir. 10 mM MET ile birlikte kullaniminda erken apoptotik hiicre
orani artarken, 1 mM MET ile kombinasyonunda azalmistir. Bununla birlikte, 1 mM
MET ile birlikte kullanildiginda ge¢ apoptotik hiicre oran1 artmisti. 2 uM CIS 10 mM
MET ile birlikte kullanildiginda canli hiicre orani azalip ge¢ apoptotik hiicre orani
artmistir. 1 mM MET ile kombinasyonunda sadece nekrotik hiicre oraninda bir artis
gozlenmistir. 0,4 uM CIS 10 mM MET ile kombine edildiginde genel olarak bir
degisiklik goriilmemistir. Fakat, 1 mM MET ile birlikte kullanildiginda canli hiicre

orani azalirken erken apoptotik hiicre orani artmigtir.
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Sekil 4.20. Sisplatinin (CIS) tek basina ve Metformin (MET) ile kombinasyonunun
HepG?2 hiicre hattinda apoptoz ve hiicre canliligina etkisinin FACS ile
degerlendirilmesi. Q1: nekrotik hiicre, Q2: ge¢ apoptoz evresindeki
hiicre, Q3: canli hiicre, Q4: erken apoptoz evresindeki hiicre
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Sekil 4.21. HepG2 hiicre hattinda Sisplatinin (CIS) tek basina ve Metformin (MET)
ile kombinasyonunun apoptoz ve hiicre canliligina etkisi. Q1: nekrotik
hiicre, Q2: ge¢ apoptoz evresindeki hiicre, Q3: canli hiicre, Q4: erken
apoptoz evresindeki hiicre

Tablo 4.17. HepG2 hiicre hattinda Sisplatinin (CIS) tek basina ve Metformin (MET)
ile kombinasyonunun apoptoz ve hiicre canliliina etkisi

) %Erken
%Nekrotik %Geg % Canh .
) Apoptotik
HepG2 Hiicreler Apoptotik Hiicreler
Q) | Hicdler@ | (@) | oo
ucreier
(Q4)
Kontrol 0,4 0 70,2 0
CIS 10 uM 10 38,7 22 11,2
MET 10 mM - CIS 10 uM 1 35,2 19,3 20,3
MET 1 mM - CIS 10 uM 12,6 42,7 194 7,2
CIS2 uM 6,8 44,8 19,1 9,3
MET 10 mM - CIS 2 uM 7,7 50 12,8 84
MET 1 mM - CIS 2 uM 12,4 43,9 18,4 8,7
CIS 0,4 uM 47 49 15,4 13,7
MET 10 mM - CIS 0,4 uM 3,7 43,4 16,4 11,5
MET 1 mM - CIS 0,4 uM 4,2 48,9 10,6 17,8
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CIS’in tek basina ve MET ile kombinasyonunun Hep?2 hiicre hattina 48 saat
siireyle uygulanmasi sonucunda elde edilen grafikler Sekil 4.22 ve Sekil 4.23’te
gosterilmektedir. Ayrica, canli, apoptotik ve nekrotik hiicrelere ait % oranlar1 Tablo
4.18°de verilmistir. 100 uM CIS her iki MET dozuyla birlikte kullanildiginda erken
apoptotik hiicre oraninda artis goriilmiistiir. Bunun yani sira, kullanilan biitiin CIS

dozlar1 10 mM MET ile kombine edildiginde canli hiicre orani artis gézlenmistir.
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Sekil 4.22. Sisplatinin (CIS) tek basina ve Metformin (MET) ile kombinasyonunun
Hep?2 hiicre hattinda apoptoz ve hiicre canliligina etkisinin FACS ile
degerlendirilmesi. Q1: nekrotik hiicre, Q2: ge¢ apoptoz evresindeki
hiicre, Q3: canli hiicre, Q4: erken apoptoz evresindeki hiicre
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Sekil 4.23. Hep2 hiicre hattinda Sisplatinin (CIS) tek basina ve Metformin (MET) ile
kombinasyonunun apoptoz ve hiicre canliligina etkisi. Q1: nekrotik hiicre, Q2: ge¢
apoptoz evresindeki hiicre, Q3: canli hiicre, Q4: erken apoptoz evresindeki hiicre

Tablo 4.18. Hep2 hiicre hattinda Sisplatinin (CIS) tek basina ve Metformin (MET)
ile kombinasyonunun apoptoz ve hiicre canliliina etkisi

%Nekrotik %Gec %Canh %Erken
Hep2 Hiicreler Apoptotik Hiicreler Apoptotik
(Q1) Hiicreler (Q2) (Q3) Hiicreler (Q4)

Kontrol 0 0 93,4 0

CIS 100 uM 1,9 67,3 3,8 115
MET 10 mM-CIS 100 uM 0,4 18,1 39,7 28

MET 1 mM-CIS 100 uM 0,7 19 13 52,4
CIS 20 uM 0,3 19,2 18,4 54,8
MET 10 mM-CIS 20 uM 0,2 22,1 30,8 333
MET 1 mM-CIS 20 uM 0,1 23,4 1 51,3
CIS 4 uM 0,6 15 18,2 51,1
MET 10 mM-CIS 4 uM 0,5 20,4 41,8 29,1
MET 1 mM-CIS 4 uM 1,2 23,3 11,1 52,9
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GEM’in tek basina ve MET ile kombinasyonunun HepG2 hiicre hattina 48
saat siireyle uygulanmasi sonucunda elde edilen grafikler Sekil 4.24 ve Sekil 4.25°te
gosterilmektedir. Ayrica, canli, apoptotik ve nekrotik hiicrelere ait % oranlar1 Tablo
4.19°da verilmistir. 0,4 pM GEM 10 mM MET dozuyla birlikte kullanildiginda canli
hiicr eoran1 azalirken erken apoptotik hiicre orani artmistir. Benzer olarak 0,08 uM
GEM lo mM MET ile kombine edildiginde canli hiicre oran1 azalip ge¢ apoptotik

hiicre orani artmustir.
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Sekil 4.24. Gemsitabinin (GEM) tek basina ve Metformin (MET) ile

kombinasyonunun HepG2 hiicre hattinda apoptoz ve hiicre canliligina
etkisinin FACS ile degerlendirilmesi. Q1: nekrotik hiicre, Q2: ge¢
apoptoz evresindeki hiicre, Q3: canli hiicre, Q4: erken apoptoz
evresindeki hiicre
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Sekil 4.25. HepG2 hiicre hattinda Gemsitabinin (GEM) tek basina ve Metformin
(MET) ile kombinasyonunun apoptoz ve hiicre canliligina etkisi. Q1:
nekrotik hiicre, Q2: ge¢ apoptoz evresindeki hiicre, Q3: canli hiicre, Q4:
erken apoptoz evresindeki hiicre

Tablo 4.19. HepG2 hiicre hattinda Gemsitabinin (GEM) tek basina ve Metformin
(MET) ile kombinasyonunun apoptoz ve hiicre canliligina etkisi

%Nekrotik %Gec % Canh %Erken
HepG2 Hiicreler Apoptotik Hiicreler Apoptotik
(Q1) Hiicreler (Q2) (Q3) Hiicreler (Q4)

Kontrol 0,4 0 70,2 0

GEM 2 uM 1,8 37,5 25,6 11,3
MET 10 mM-GEM 2 uM 0,7 38,5 21,1 17,1
MET 1 mM-GEM 2 pM 0,2 36,8 23,8 13,9
GEM 0,4 uM 2,9 37,8 25,2 73
MET 10 mM-GEM 0,4 uM 0,7 35,2 19,4 11,8
MET 1 mM-GEM 0,4 uM 0,5 32,8 25,4 9,1
GEM 0,08 uM 51 37,8 20 9,1
MET 10 mM-GEM 0,08 uM 5,7 40,4 15,7 10,2
MET 1 mM-GEM 0,08 uM 2,2 40,1 19,4 10,1

GEM’in tek basina ve MET ile kombinasyonunun Hep2 hiicre hattina 48 saat
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siireyle uygulanmasi sonucunda elde edilen grafikler Sekil 4.26 ve Sekil 4.27°de
verilmistir. Canli, apoptotik ve nekrotik hiicre oranlar1 Tablo 4.20’de gosterilmistir.
Kullanilan tim GEM dozlar1 10 mM MET ile birlikte kullanildiginda canli hiicre

orani artarken erken apoptotik hiicre orani azalmistir. Bu durum 1mM MET ile

kombinasyonunda tam tersidir.
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Sekil 4.26. Gemsitabinin (GEM) tek basina ve Metformin (MET) ile
kombinasyonunun Hep2 hiicre hattinda apoptoz ve hiicre canliligina etkisinin FACS
ile degerlendirilmesi. Q1: nekrotik hiicre, Q2: ge¢ apoptoz evresindeki hiicre, Q3:
canli hiicre, Q4: erken apoptoz evresindeki hiicre
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Dozlar

Sekil 4.27. Hep?2 hiicre hattinda Gemsitabinin (GEM) tek basina ve Metformin
(MET) ile kombinasyonunun apoptoz ve hiicre canliligina etkisi. Q1:
nekrotik hiicre, Q2: ge¢ apoptoz evresindeki hiicre, Q3: canli hiicre, Q4:
erken apoptoz evresindeki hiicre

Tablo 4.20. Hep2 hiicre hattinda Gemsitabinin (GEM) tek basina ve Metformin
(MET) ile kombinasyonunun apoptoz ve hiicre canliligina etkisi

%Nekrotik %Gec % Canh %Erken
Hep2 Hiicreler Apoptotik Hiicreler Apoptotik
(Q1) Hiicreler (Q2) (Q3) Hiicreler (Q4)

Kontrol 0 0 93,4 0

GEM 100 uM 0,2 19,2 17,5 50,5
MET 10 mM-GEM 100 uM 15 28,2 36 24,6
MET 1 mM-GEM 100 pM 0,5 34 15 35,7
GEM 20 uM 0,4 20,5 15,7 48,1
MET 10 mM-GEM 20 pM 0,7 33,6 30,9 24,8
MET 1 mM-GEM 20 uM 0,4 14,9 19,7 51

GEM 4 uM 0,4 16,2 28,6 43,3
MET 10 mM-GEM 4 uM 0,9 27,2 36,7 27

MET 1 mM-GEM 4 uM 0,1 13,5 12,8 56,6
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4.4. Ger¢ek Zamanh Hiicre Analizi (XCELLigence) Sonuclari

XCELLigence, e-plaktaki alternatif akim drencinin degisimine bagli olarak
hiicre indeksini veren, ger¢ek zamanli 6l¢iim yapan bir cihazdir.

HepG2 hiicrelerinde tim DOX dozlarmin sitotoksik etkisinin MET’in
kullanilan dozlar1 ile kombine edildiginde azaldigi gozlenmistir. 0,016 uM DOX,
kullanilan tim MET dozlariyla kombine edildiginde hiicre indeksi azalma

goriilmistiir. (Sekil 4.28 ve Tablo 4.21)

DOX-HepG2-XCell A
4,00
3,50
3,00 P —3
250 /_T_,-f/‘ ——Kontrol
: = b
2.0 DOX 0,4 uM
E /ﬁ i —+—DOX 0,08 uM
s L0 DOX 0,016 pM
= / / .
o 1,00 —+—MET 10 mM
/// —e—MET 1 mM
PO =—
o = —.—
0,00 : : ‘ : ; -
0 saat 24 saat 48 saat 72 saat 96 saat 120 saat
-0,50

Zaman (saat)

DOX+MET Kombinasyonu-HepG2-XCell B

3,50
3,00 3
/}/ —e—Kontrol
2,50
/ —=—MET 10mM -
2,00 DOX 0.4 uM
M\L —+—MET 1 mM -
1.50 24 i DOX 0.4 uM
//I/ \ MET 10mM -
1.00 DOX 0,08 uM

) —%—MET 1 mM -
0.50 - DOX 0,08 uM
i —o—MET 10mM -

Hiicre indeksi

0.00 — . : = ﬁ:—‘ . DOX 0,016 uM
0 saat 24 saat 48 saat 72 saat 96 saat 120 saat MET 1 mM -
050 DOX 0,016 pM

Zaman (saat)

Sekil 4.28. HepG2 hiicre hattinda Doksorubisinin (DOX) tek basina (A) ve
Metformin (MET) ile kombinasyonu (B) i¢in gergek zamanli hiicre
analizi



Tablo 4.21. Doksorubisinin (DOX) HepG?2 hiicre hatt1 iizerindeki gergek zamanli
hiicre analizi sonuglari
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HepG2

%Ortalama+SS

0 saat

24 saat

48 saat

72 saat

96 saat

120 saat

Kontrol

0,23+0,1

0,69+0,1

1,59+0,1

2,210,1

2,81+0,2

3,02+0,1

DOX 0,4
uM

0,23+0,0

0,15+0,0*

0,18+0,0*

0,12+0,0*

0,06+0,0

0,04+0,0*

MET 10
mM -
DOX 0,4
uM

0,20+0,0

0,16+0,0*

0,15+0,0*

0,10+0,0*

0,04+0,0

-0,01+0,0*

MET 1
mM -
DOX 0,4
uM

0,20+0,0%

0,19+0,0*

0,21+0,0*

0,17+0,0*

0,09+0,0

0,06+0,0*

DOX
0,08 uM

0,27+0,0

0,77+0,1

1,83+0,1

2,38+0,2

2,43+0,2

2,78+0,0%*

MET 10
mM -
DOX

0,08 uM

0,24+0,0

0,48+0,0%*

0,80+0,1%**

1,01£0,2%1

1,10+0,2

1,16+0,2%1

MET 1
mM -
DOX

0,08 uM

0,22+0,0

0,65+0,1

1,33+0,1%%

1,77+£0,2%1

1,58+0,3

1,18+0,1%1

DOX
0,016 uM

0,23+0,0

0,71+0,0

2,04+0,0%*

2,63+0,1*

3,26+0,1*

3,59+0,1*

MET 10
mM -
DOX

0,016 uM

0,25+0,0

-0,00:£0,0%*

-0,01£0,0%*

-0,03+0,0%*

-0,04:£0,0%*

-0,040,0%*

MET 1

mM -

DOX
0,016 uM

0,21+0,0

0,01+0,0%*

0,01+0,0%*

-0,01£0,0%*

0,03+0,0%*

-0,05+0,0%*

*Kontrolden farkli, {Ayn1 dozda tek basma uygulanan DOX’den farkli, p<0,05

Hep2 hiicrelerinde DOX’in 20 uM dozunda MET kombinasyonlar: ile bir
degisiklik gozlenmezken, 4 UM DOX ile MET’in her iki dozunun kombinasyonu
sonucunda sitotoksik etkinin azaldigi belirlenmistir. Ancak, 0,8 uM DOX, 10 mM
Met ile birlikte kullanildiginda sitotoksik etkide artis gozlenmistir (Sekil 4.29 ve
Tablo 4.22.).
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DOX-Hep2-XCell A
7,00
6,00 .
5,00 e
f —+—Kaontrol
g 4,00 -
2 M —=— DOX 20 uM
i 3,00 // ot - = —4— DOX 4 pM
2 —— DOX 0.8 uM
F=1 5
£ 200 s
%( \;\ —#—MET 10 mM
1,00 \ - —e—MET 1 mM
0,00 : \4\\.j
0 saat 24 saat 48 saat 72 saat 96 saat 120 saat 144 saat
-1,00
Zaman (saat)
DOX+MET Kombinasyonu-Hep2-XCell B
6,00
—+—Kontrol
5,00 — * oo
. —=—MET 10mM -
4,00 / - DOX 20 pM
= < —+—MET 1 mM -
4 _ pox
E i T -
s n /“———a § DOX 4 uM
:g 2,00 EAN - T # —+#—MET 1 mM -
= ,« L DOX 4 uM
100 L iy —e—MET 10mM -
’ L \ DOX 0.8 tM
o MET 1 mM -
0,00 . : " = = : DOX 0,8 uM
0 saat 24 saat 48 saat 72 saat 96 saat 120 saat 144 saat
-1,00

Zaman (saat)

Sekil 4.29. Hep?2 hiicre hattinda Doksorubisinin (DOX) tek basina (A) ve Metformin
(MET) ile kombinasyonu (B) i¢in gergek zamanli hiicre analizi
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Tablo 4.22. Doksorubisinin (DOX) Hep2 hiicre hatt1 tizerindeki gergek zamanli
hiicre analizi sonuglari

Hep2

%Ortalama+SS

0 saat

24 saat

48 saat

72 saat

96 saat

120 saat

144 saat

Kontrol

1,26+0,3

3,26+0,4

3,58+0,8

4,53+0,2

5,05+0,12

4,74+0,7

4,69+0,4

DOX 20
uM

1,64+0,3

-0,05+0,0*

0,09+0,0*

0,09+0,0*

0,09+0,0*

0,10+0,0*

0,12+0,0*

MET 10
mM -
DOX 20
uM

2,37+0,1%%

-0,03+0,0*

0,09+0,0*

0,09+0,0*

0,09+0,0*

0,10+0,0*

0,11+0,0*

MET 1
mM -
DOX 20
uM

1,50+0,5

-0,06+0,0*

0,07+0,0*

0,05+0,0*

0,06+0,0*

0,07+0,0*

0,08+0,0*

DOX 4
pM

1,60+0,2

2,02+0,2*

1,20+0,34*

0,74+0,23*

0,24+0,1*

0,04+0,1*

0,04+0,1*

MET 10
mM -
DOX 4
uM

2,15+0,1%%

3,76+0,1%

2,83+0,1%

2,45+0,2%%

1,95+0,2%

1,35+0,2%+

0,85+0,2%*

MET 1
mM -
DOX 4
uM

1,67+0,4

2,99+0,0%

3,52+1,0

2,50+0,2%F

1,64+0,1%

1,10£0,4%*

0,50+0,12*
+

I

DOX 0,8
uM

2,06+0,1*

4,43+0,0*

3,77+0,8

4,47+0,0

3,47+1,1

3,70+0,1

2,25+0,7*

MET 10
mM -
DOX 0,8
uM

1,28+0,2%

2,53+0,3%

2,40+0,3

2,16+0,3%%

2,02+0,3*

1,92+0,3%+

1,82+0,3*

MET 1
mM -
DOX 0,8
uM

2,10+0,1*

4,39+0,2*

4,31+0,1

4,610,014

4.74+0,1

4,74+0,01%

4,11+0,0%%

*Kontrolden farkli, *Ayni dozda tek bagina uygulanan DOX’den farkli, p<0,05

HepG2 hiicre hattina 10 pM CIS’in MET’in tiim dozlar ile kombine olarak

uygulandiginda sitotoksik yanitta bir degisiklik gézlenmemistir. Ancak, 2 uM CIS’in

her iki MET dozuyla kullanildiginda da etkisinin arttig1 belirlenmistir. 0,4 uM CIS’in

ise yalnizca 10 mM MET ile kombinasyonunda bu etki goriilmiistiir. (Sekil 4.30 ve
Tablo 4.23.).
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CIS-HepG2-XCell A
4,00
3,50
3,00 . 3
_ 250 = ——Kontrol
: =
: 200 —=—CIS 10 uM
f ///f/' P —4—CIS 2 M
=§ 1,30 //// ——CIS 0.4 pM
= 1,00 ——MET 10 mM
/ —e—MET 1mM
0,50
0,00 - o— —a
0 saat 24 saat 48 saat 72 saat 96 saat 120 saat
0,50
Zaman (saaft)
CIS+MET Kombinasyonu-HepG2-XCell B
4,00
3,50
=
- //’ b —+—Kontrol
2,50 ar
e / + —=—MET 10mM -
2 5w — [ CIS 10 pM
i L T N
g 150 CIS 10 uM
3 " / / l/k,% ——MET 10mM -
= o0 z 5 CIS 2 M
! %/ —< MET 1 mM -
0,50 - CIS 2 M
: —_— —e—MET 10mM -
0,00 : - —— CIS 0.4 uM
0 saat 24 saat 48 saat 72 saat 96 saat 120 saat MET 1 mM -
0,50 CIS 0.4 uM

Zaman (saat)

Sekil 4.30. HepG2 hiicre hattinda Sisplatinin (CIS) tek basina (A) ve Metformin
(MET) ile kombinasyonu (B) i¢in gergek zamanli hiicre analizi
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Tablo 4.23. Sisplatinin (CIS) HepG2 hiicre hatti tizerindeki ger¢ek zamanli hiicre
analizi sonuglart

HepG2 %0 Ortalama+SS

0 saat 24 saat 48 saat 72 saat 96 saat 120 saat
Kontrol 0,2340,1 0,69+0,01 1,59+0,1 2,2140,1 2,80+0,2 3,02+0,1
CIS 10 uyM 0,21+0,1 0,12+0,1%* 0,040,0%* 0,02+0,0%* -0,05+0,0* -0,08+0,0*
MET 10 mM 0,2240,0 0,12:£0,0* 0,0440,0* -0,00+0,0* -0,05+0,0* | -0,08+0,0*
-CIS 10 uM
MET 1 mM " % * N % - *
_CIS 10 uM 0,22+0,0 0,19+0,01 0,08+0,0 0,03+0,0 0,05+0,0 0,08+0,0
CIS 2 uM 0,21+0,0 0,60+0,0 1,22+0,1%* 1,89+0,1* 2,144+0,0* 2,63+0,1*
MET 10 mM 0,20+0,0 0,34+0,0%* 0,48+0,1%* 0,71£0,0%* 0,83£0,0%* 0,96+0,0%*
-CIS2 uM
MET 1 mM 0,23+0,0 0,54+0,01* 0,98+0,1* 1,64+0,4 1,96+0,3* 2,12+0,1%%
-CIS2 uM
CIS 0,4 uM 0,26+0,0 0,70+0,0 1,65+0,2 2,29+0,1 2,71+0,2 3,37+0,01*
MET 10 mM
-CIs04 0,19+0,0 0,40+0,1** 0,740,1%* 1,00+0,1%** 1,15+0,1%% 1,31£0,1%%
uM
MET 1 mM
-CIs0,4 0,18+0,0 0,54+0,01%* 1,378+0,1 2,10+0,1 2,40+0,2 3,23+0,1
uM

*Kontrolden farkli, *Ayni dozda tek basina uygulanan CIS’den farkli, p<0,05

Hep?2 hiicre hattinda ger¢ek zamanl hiicre analizi yonteminde CIS’in kendisi

ile karsilagtirlldiginda tiim dozlarinda 10 mM MET ile kombine edildiginde

sitotoksik etkinin arttig1 goriilmiistiir ve sonuglar Sekil 4.31°de gosterilmistir.
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CIS-Hep2-XCell A

0 —
—+—Kontrol

E *

=} L

E 4,00 ﬂ\i\r —#—CIS 100 pM

=

£ 300 i —4—CIS 20 pM

S / 1 -

= ——CIS 4 uM
=00 rZ —4—MET 10mM
1.00 —e—MET 1 mM
0,00 T T

0 saat 24 saat 48 saat 72 saat 96 saat 120 saat 144 saat

Zaman (saaf)

CIS+MET Kombinasyonu-Hep2-XCell B

T ——Kontrol

—#—MET 10mM -

3 ! i CIS 100 pM
= 4,00 T L METluM-
T N CIS 100 pM
* ——MET 10 mM -
) CIS 20 pM

—+—MET 1 mM -
CIS 20 M

e - ——MET 10mM -
Z CIS 4 uM
1,00 MET 1 mM -

CIS 4 pM

Hiicre Indeksi
] [
(=] (=]
S (=]

0 saat 24 saat 48 saat 72 saat 96 saat 120 saat 144 saat
Zaman (saat)

Sekil 4.31. Hep?2 hiicre hattinda Sisplatinin (CIS) tek basina (A) ve Metformin
(MET) ile kombinasyonu (B) i¢in ger¢ek zamanli hiicre analizi
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Tablo 4.24. Sisplatinin (CIS) Hep2 hiicre hatt1 tizerindeki ger¢cek zamanli hiicre
analizi sonuglari
Hep?2 % Ortalama£SS
0 saat 24 saat | 48 saat 72 saat 96 saat 120 saat 144 saat

Kontrol 1,26+0,3 3,26+0,4 3,58+0,8 4,53+0,2 5,05+0,2 4,74+0,7 4,69+0,4
ft:ll\/? 0 139<0,1 | 275%02 | 374202 | 427202 4,62+0,3 4,74+03 302:0,6
MET10

2,39+0,01% B - ot ;
mM - CIS s 3,52£0,2 | 4,06£02 | 4,09£0,1% | 3,90+0,1%% | 3,53x0,1%F | 3,06+0,1%
100 uM
MET 1
mM - CIS 1,59+0,0 2,90+0,5 3,22+0,1% 3,97+0,4 4,52+0,3 4,90+0,6 4,63+0,5
100 uM
CIS 20 uM 1,88+0,2% | 325+0,2 3,91+0,1 4.24+0,2 4,56+0,2% 4,74+0,2 4,98+0,5
MET 10

2,45+0,01% B - ot
mM - CIS s 3,80+0,1% | 4,27+0,1% 4,23+0,1* 4,03+0,1%% 3,61+0,1% 3,1140,2%%
20 uM
MET 1
mM - CIS 1,30£0,1% | 2,31+0,5% | 2,74+0,2% 3,65+0,5% 4,19+0,4* 4,32+0,7 3,97+1,0
20 uM
CIS 4 uM 1,26+0,2 2,51+0,2 3,44+0,3 4,17+0,2 4,67+0,2 4,84+0,1 4,52+0,2
MET 10
mM - CIS 2,07£0,3%% | 3,16+0,4 3,93+0,2 4,03+0,1* 3,83+0,1%4 3,36£0,1%F | 2,78+0,2%F
4 uM
MET 1
mM - CIS 1,42+0,2 2,52+0,4 3,19+0,3 3,82+0,3* 4,40+0,2% 4,69+0,4 4,59+0,9
4 uM

*Kontrolden farkli, *Ayn1 dozda tek bagma uygulanan CIS’den farkli, p<0,05

HepG2 hiicrelerinde 0.4 pM GEM’in 10 mM MET ile kombinasyonunun

sitotoksik etkiyi antagonize ettigi ve bunun disindaki tiim kombinasyonlarda etkinin

arttig1 gézlenmistir (Sekil 4.32 ve Tablo 4.25).
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GEM-HepG2-XCell A
3,50
3,00 z —3
2,50 /
/ —+—Kontrol
‘g 2,00
3 % —=—GEM 2 uM
= 150 __— —— GEM 04 uM
é 1.00 // / ——GEM 008 M
’ M —+#—MET 10 mM
0.50 —o—MET 1 mM
ol ————
0 saat 24 saat 48 saat 72 saat 96 saat 120 saat
-0,50
Zaman (saat)
GEM+MET Kombinasyonu-HepG2-XCell B
3,50
3,00 —4 —+—Kontrol
2,50 /// —8—MET 10mM -
/ GEM 2 iM
= 2.00 —4—MET 1 mM -
£ GEM 2 uM
E s ——MET 10mM -
s GEM 0.4 M
3 —#—MET 1 mM -
= 1,00 GEM 0.4 M
// —e—MET 10mM -
0,50 GEM 0,08 M
0,00 ; ————— GEM 0,08 uM
0 saat 24 saat 48 saat 72 saat 96 saat 120 saat
-0,50

Zaman (saaft)

Sekil 4.32. HepG2 hiicre hattinda Gemsitabinin (GEM) tek basina (A) ve Metformin

(MET) ile kombinasyonu (B) i¢in gergek zamanl hiicre analizi



Tablo 4.25. Gemsitabinin (GEM) HepG?2 hiicre hatt1 tizerindeki gergek zamanli
hiicre analizi sonuglar
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HepG2

% Ortalama£SS

0 saat

24 saat

48 saat

72 saat

96 saat

120 saat

Kontrol

0,23+0,1

0,69+0,1

1,59+0,1

2,210,1

2,81+0,2

3,02+0,1

GEM 2
uM

0,25+0,0

0,09+0,0*

0,07+0,0*

0,04+0,0*

0,00+0,0*

-0,03+0,0*

MET 10
mM -
GEM 2
uM

0,21+0,0

0,01£0,0%*

-0,02+0,0%*

-0,06:£0,0%*

-0,09:+0,0%*

-0,11x0,0%*

MET 1
mM -
GEM 2
M

0,25+0,0

0,04+0,0%*

0,01+0,0%*

-0,03+0,0*

-0,07+0,0%*

-0,09+0,0*

GEM 0,4
uM

0,24+0,0

0,03+0,0*

-0,01+0,0*

-0,03+0,0*

-0,05+0,0*

-0,06+0,0*

MET 10
mM -
GEM 0,4
uM

0,25+0,0

0,48+0,0%*

0,98+0,1 %%

1,38+0,1%1

1,62+0,1%1

2,01+0,1%%

MET 1
mM -
GEM 0,4
uM

0,23+0,1

0,02+0,0

-0,04+0,1*

-0,06+0,1*

-0,09+0,1*

-0,11+0,1*

GEM
0,08 uM

0,25+0,0

0,39+0,0*

0,05+0,0*

0,01+0,0*

-0,02+0,0*

-0,04+0,0*

MET 10
mM -
GEM
0,08 uM

0,25+0,0

0,37+0,1*

0,08+0,1*

0,01+0,0*

-0,04+0,0*

-0,06+0,0*

MET 1
mM -
GEM
0,08 uM

0,23+0,0

0,48+0,1*

0,06+0,1*

-0,04+0,1*

-0,10+0,1*

-0,123+0,1*

*Kontrolden farkli, *Ayni dozda tek bagma uygulanan GEMden farkli, p<0,05

Hep2 hiicrelerinde yapilan XCELLigence analizlerinde GEM’in 100 puM

konsantrasyonuna karst Hep2 hiicrelerinde bir direng¢ oldugu ve 10 mM MET ile

birlikte uygulandiginda bu direncin azaldig1 ve sitotoksik etkinin arttig1 goriilmiistiir.

Ancak, 1 mM MET ile kullanildiginda tam tersi bir durum ortaya ¢ikarak sitotoksik

etki azalmistir. 20 uM GEM’in MET’in tiim dozlar ile kombinasyonlarinda hiicre
indeksinin arttig1, yani, sitotoksik etkinin azaldigi belirlenmistir. 100 pM GEM ile
goriilen diren¢ 20 uM GEM uygulamalarinda goriilmemistir. Ayrica, 4 uM GEM ile

10 mM MET birlikte uygulandiginda ilacin etkinligi artmistir (Sekil 4.33 ve Tablo

4.26).
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GEM-Hep2-XCell A
7,00
6,00 L
—e—Kontrol
5,00 4 + —#—GEM 100 pM
z /\/ . —+—GEM 20 uM
% 400 5 — ] .
Zz / = /?Q\}\T ——GEM 4 M
é 3,00 T f + —#—=MET 10 mM
= /// /T/ \T —e—MET 1 mM
1,00 T
0,00 ;
0 saat 24 saat 48 saat 72 saat 96 saat 120 saat 144 saat
Zaman (saat)
GEM-+MET Kombinasyonu-Hep2-XCell B
7,00
—e—Kontrol
6,00
—8—MET 10mM -
5,00 GEM 100 uM
= —4—MET 1 mM -
==
Z 400 GEM 100 uM
E ——MET 10 mM
£ 200 GEM 20 uM
R —%—MET 1 mM
< GEM 20 uM
2,00 ——MET 10 mM
GEM 4 pM
1,00 MET 1 mM
GEM 4 pM
0,00 . . .

0 saat 24 saat 48 saat 72 saat 96 saat 120 saat 144 saat
Zaman (saat)

Sekil 4.33. Hep?2 hiicre hattinda Gemsitabinin(GEM) tek bagina (A) ve Metformin
(MET) ile kombinasyonu (B) i¢in gergek zamanli hiicre analizi
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Tablo 4.26. Gemsitabinin (GEM) Hep2 hiicre hatti tizerindeki ger¢ek zamanli hiicre

analizi sonuglart

Hep2

% Ortalama+SS

0 saat

24 saat

48 saat

72 saat

96 saat

120 saat

144 saat

Kontrol

1,26+0,3

3,26+0,4

3,58+0,8

4,53+0,2

5,05+0,2

4,74+0,7

4,69+0,4

GEM
100
uM

1,39+0,1

2,75+0,2%

3,74+0,2

4,27+0,2*

4,62+0,28

4,74+0,3

5,02+0,6

MET
10 mM
-GEM
100
uM

2,39+0,1%+

3,52+0,2%

4,06+0,2

4,09+0,1*

3,90+0,117%*
i

3,53+0,1%+

3,06+0,17%+

MET 1
mM -
GEM
100
uM

1,59+0,0%*

2,90+0,5%

3,2240,1

3,97+0,4**

4,52+0,31

4,90+0,6

4,63+0,5

GEM
20 uM

1,88+0,2

3,25+0,2

3,91+0,1

4.24+0,2*

4,57+0,17*

4,74+0,2*

4,98+0,5*

MET

10 mM
- GEM
20 uM

2,45+0,1%%

3,80+0,1

4,27+0,1

4,23+0,1

4,03+0,07*

3,61+0,1%*

3,11+0,2*

MET 1
mM -
GEM
20 uM

1,30+0,1%%

2,31+0,5%%

2,74+0,2

3,65+0,5%

4,19+0,37

4,3240,7*

3,97+1,0*

GEM 4
uM

1,26+0,2*

2,51+40,2*

3,44+0,3

4,17+0,2*

4,67+0,17*

4,84+0,1

4,52+0,2*

MET
10 mM
-GEM
4 uM

2,07+0,3*

3,16+0,4

3,93+0,2%

4,03+0,1%

3,83+0,14*
s

3,36+0,1%4

2,78+0,2%%

MET 1
mM -
GEM 4
uM

1,4240,2

2,5240,4

3,19+0,3%

3,82+0,3%

4.40+0,18%

4,69+0,4

4,59+0,8

*Kontrolden farkli, *Ayn1 dozda tek bagma uygulanan GEM’den farkli, p<0,05
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5. TARTISMA

Gliniimiizde degisen beslenme aligkanliklar1 ve genetik yapmin kisiler
arasinda farklilik géstermesi nedeniyle, obezite ve T2DM 6nemli birer saglik sorunu
haline gelmistir. T2DM'in patolojik mekanizmasinda oldugu gibi, ¢agimizin
hastalig1 olarak bilinen ve dnceleri metabolik sendrom olarak adlandirilan patolojinin
temelinde de insiilin direncinin yer aldigi artik bilinmektedir. Bu nedenle insiilin
direncini kiran ilaglarla tedavi son yillarda giderek onem kazanmaktadir (6-12).
MET, T2DM'nin tedavisinde kullanilan, biguanid grubundan insiilin duyarliligini
arttiran ilaclardan biridir. Aslinda, ortagagdan beri Goat's rue, Fransiz leylagi ya da
Italyan fitch olarak da bilinen Galega officinalis'in diyabete eslik eden diiirezi
diizelttigi bilinmektedir. Daha sonralar1 bitkideki aktif maddenin guanidin oldugu
kesfedilmis ve normalde oldukg¢a toksik olan bu bilesik 1950' yillarda baglanmis
halde iki guanidin halkasi iceren biguanid haline getirilerek diyabetli hastalarin
tedavisi i¢in kullanima girmistir. Ancak bu grubun ilk temsilcileri olan fenformin ve
buforminin laktik asidoz riskini arttirdiklar1 gosterilmis ve bu nedenle oOzellikle
Amerika Birlesik Devletleri'nde uzun yillar biguanidlerin kullanimina izin
verilmemistir (7, 8). Oysa grubun yeni temsilcisi olan MET digerlerinden farkli
olarak daha az lipofilik olup, ¢ok daha diisiik laktik asidoz riskine sahiptir ve tiim
diinyada yillardir giivenle kullanilan bir antidiyabetik ilagtir (9, 10).

Biguanid grubu ilaglardan olan MET, glikoz dusiiriicii etkisini basta
glukoneogenezin ve daha az olarak da glikojenolizin inhibisyonu yoluyla
gostermekte olup, intestinal glikoz emilimini de azaltmaktadir. Az sayidaki
aragtirmaci tarafindan One siiriilen hipoteze gore ise, MET pirilivat karboksilaz-
fosfoenolpiriivat karboksikinaz aktivitesini inhibe ederek ve bu yolla piriivatin
alanine doniistimiinii arttirarak glukoneojenezi azalttig1 diistiniilmektedir. Ayrica,
MET’in AMPK’y1 aktive ve mitokondriyal solunum zincirindeki kompleks 1'i inhibe
ettigi disiiniilmektedir. Biguanidler, proteinlerdeki divalan katyon bolgelerine
kompetetif olarak baglanir (18) ve ozellikle mitokondrilerde olmak {izere hiicre
icinde tutulan kalsiyum ile etkilesir (19, 137).

MET, ayrica, insiilin duyarliligini artirarak, insiilin direncini de kirmaktadir.
Dolayisiyla, fazla kiloya bagl insiilin direncinin kirilmasinda veya yagl karacigerde
MET kullaniminin faydali oldugu goriilmiistiir (35). Serbest yag asitlerinin miktari
diyabette oldugu gibi obezitede de artmaktadir. Bu artis, hepatik glikoz iiretiminde
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artisa ve insiilin direncine neden olmaktadir (36, 37). Hiperglisemililerde uzun siireli
MET kullanimina bagli olarak plazma trigliserid diizeylerinde %10-20 oraninda
azalma oldugu goriilmiistiir (39). Yapilan bazi ¢alismalarda, MET’in sahip oldugu
diisliniilen  antitimoral aktiviteye bagli olarak da antitiimoral ilaglarla birlikte
alindiginda bu ilaglarin tedavici edici etkilerini arttirdigr belirtilmektedir.

Son yillarda yapilan calismalarda, MET’i kullanan diyabet hastalarinda
rektum, karaciger ve pankreas kanser tiirlerini i¢eren bir¢cok kanserin riskini azalttig
bildirilmistir (41, 42, 54, 55).

DOX antrasiklin grubu kemoterapétik ilagtir. Kullanilan antitimdr ajanlar
arasinda en glglillerinden biri olmasina karsin doza bagh kardiyomiyopati
gelismesine neden oldugu i¢in kullanimi siirlidir. Kardiyomiyositlerde apoptoz ve
miyokardiyal fibrozisin indiiklenmesine yol agar (117). Ayrica, metabolizmasi
sirasinda reaktif oksijen tiirleri olusumunu da arttirmaktadir (100). Yapilan son
caligmalarda, birlikte alindiklarinda, MET'in DOX tarafindan indiiklenmis
kardiyotoksisiteye karst koruyucu etkisi oldugu bildirilmistir. 2014 yilinda
Kobashigawa ve ark. (100) tarafindan yapilan ¢alismada, diisiik doz MET’in, DOX'a
karsi AMPK, PKA/CREBI, Src ve platelet tiirevi biyliime faktorii reseptori
(PDGFR)'ne baglanarak koruyucu bir etki olusturdugu gosterilmistir. Bu ¢alismada,
sican fotal kardiyomiyositleri olan H9c2 hiicre hatt1 ve insan fotal kardiyomiyositleri
hiicresi RL14 hiicre hatt1 kullanilmistir. Calisma sonucunda, diisiik doz (0.1 mM)
MET, kardiyomiyositlerde DOX tarafindan indiiklenmis toksisiteyi azaltmis ve
koruyucu etki gostermistir. BT-474 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre
hatlarinda, MET ve DOX’in tek baslarina ve kombinasyonlar1 halinde kullanildig: bir
calisma sonucunda kombine olarak uygulandiklarinda, timor hiicrelerinin geriledigi
ve DOX’un etkinliginin arttig1 belirlenmistir. Calismada, MET’in hem kanser
tedavisinin etkinligini arttirabilecegi hem de standart kemoterapi tedavisinin
toksisitesini azaltabilecegi ifade edilmistir (15). Bir baska ¢alismada, Argun ve ark.
(118) tarafindan yapilan, DOX kardiyotoksisitesi olusturulan siganlarda MET’in bu
toksisiteyi Onleyici etkisi c¢alisilmistir. Yapilan c¢alismanin sonucunda, DOX ile
MET in birlikte verildigi gruptaki sicanlarin sol karinciklarinda DOX’a bagli olarak
gelisen fonksiyon bozukluguna karst korundugu, histopatolojik degisikliklerinde ise
kardiyomiyosit apoptozunun da azaldig1 gosterilmistir.

CIS, sarkoma, lenfoma, yumurtalik tiimorleri, ve bir¢ok kanser tiiriiniin
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tedavisinde kullanilan kemoterapdtik bir alkilleyici ilagtir (98). CIS’in antitiimoral
aktivitesi, DNA ¢ifte sarmalinda DNA-DNA ig¢i ve arasi ¢apraz baglantilar1 olusturan
DNA'nin piirin bazlariyla olusturdugu kompleksin DNA sentezini engellemesi, yani
DNA cift-zincirinde ¢apraz baglanma yapmasindan ileri gelmektedir (138). CIS’in
klinik kullanimi, basta nefrotoksisite olmak ftizere (101, 139), hepatotoksisite,
miyelosupresyon, norotoksisite, gegici 10kopeni, trombositopeni ve anemi gibi doz
bagimli belirgin yan etkileri nedeniyle kisitlanmaktadir (140-142). Lesan ve ark.
yaptiklar1 bir ¢calismada MKN-45 hiicre hatt1 ile MET ve CIS’in birlikte kullanimini
degerlendirmislerdir. Yapilan bu ¢alismada MET’in, birlikte kullanildiginda CIS’in
antitiimoral etkisini azalttig1 gézlemlenmislerdir (121).

GEM, kolon, mesane, meme, akciger, mide ve pankreas gibi kanser tiirlerinin
tedavisinde kullanilan antimetabolit grubu bir niikleozit analogu kematerapotik
ajandir. Ozellikle ileri ve metastatik pankreas kanserinde standart tedavinin bir
par¢asi olmustur. Pankreas kanseri, Amerika'da kadin ve erkeklerde kanser kaynakli
Oliime neden olan 4. en yaygin etmendir (106, 143), hastaligin belirgin bir erken
uyart veya semptomu bulunmamakta ve genellikle hastalik cok ilerledigi zaman
kendini belli etmektedir. GEM, kanser hastalarinda klinik uygulamalarda 6énemli bir
yarar saglarken, pankreas kanserine etkisi sinirlidir. Bu nedenle GEM’in ve diger
kemoterapoétiklerin  birlikte kullanimiin hayatta kalma oranlarini iyilestirecegi
yoniinde goriis ileri siiriilmektedir (107). Klinikte, ozellikle CIS ile kombine
kullanilan GEM’e kars1 diren¢ olusumu, ilag ile ilgili 6nemli bir sorun olarak ifade
edilmektedir. GEM ile ilgili yapilmis calisma sayist smrli olmakla birlikte
Kawanami ve ark. (126), GEM’in bir insan anti IGF-1R monoklonal antikoru olan
R1507 ve/veya MET ile birlikte kullanimint ve bir apoptoz proteini inhibitorii
indiiksiiyonunu incelemistir. Pankreas kanser hiicrelerine, GEM, R1507 ve MET ile
ayr1 ayri ve kombinasyonlar1 halinde muamele edilmistir. Bu muamelenin etkileri
hiicre proliferasyonu, apoptoz ve apoptozu inhibisyonu ile ilgili genlerin
ekspirasyonu ve kemoterapi direnci i¢in degerlendirilmistir.  Bu c¢alismanin
sonucunda, GEM ile R1507 ve/veya MET kombinasyonunun, GEM’e farkli
duyarlilig: ile birlikte pankreas kanseri hiicre hatlarinda aditif etkiye sahip oldugu;
ancak, GEM’in kemoterapi direncini indiikleyebilecegi goriilmiistiir.

Yapilan arastirmalarda, MET ile sitotoksik ilaglarin etkilesimleri farklilik

gostermektedir ve celiskili literatlir verileri bulunmaktadir. Dolayisiyla, bu tez
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calismasinda, bu konuda gerceklestirilen diger calisma sonuglarindan hareketle,
farkli etki mekanizmasina sahip olan DOX, GEM ve CIS’in ¢esitli dozlarda MET ile
kombinasyonlar1 ile ortaya cikabilecek olasi etkilesimlerinin farkli kanser hiicre
hatlarinda belirlenmesi amag¢lanmustir.

Tez caligmasinda gergeklestirilen MTT testlerinin sonuglarina gore, genel
olarak Hep2 hiicre hattinda DOX’un yiiksek dozlarinda MET ile kombinasyonunda
bir degisiklik gozlenmezken, daha diisiik dozlarda sitotoksik cevapta bir azalma
oldugu belirlenmistir. Literatiirde, DOX’in kemoterapdtik etkisinin temelinde serbest
radikal olusumunun da etkisinin oldugu belirtilmektedir. MET in radikal olusumunu
azalttigina iligkin calismalardan elde edilen bilgiler 1s18inda, DOX’in MET ile
kombinasyonunun MET in radikal siipiiriicii 6zelligine bagli olarak DOX’in etkisini
azaltabilecegi diisiliniilebilir. Metabolizasyonun enzim igerigine bagli olarak daha
yilksek oldugu HepG2 hiicre hatlarinda ise diisik doz DOX ile MET
kombinasyonlarinda genel olarak sitotoksik cevapta bir artis oldugu goriilmiistiir. Bu
sinerjistik etkinin, hiicre hattina da bagl olarak hem DOX hem de MET in literatiirde
belirtildigi gibi, kanser kok hiicrelerini hedef almalarindan kaynaklanabilecegi
diisiiniilebilir. Ancak, bu mekanizmanin aydinlatilabilmesi igin ileri calismalar
yapilmalidir.

Hiicre toksisitesinin belirleyici testlerinden biri olan LDH saliniminda ise
genel olarak, Hep2 hiicre hatlarinda DOX ile MET kombinasyonunun sinerjistik etki
gosterdigi goriilmistiir. HepG2 hiicre hatlarinda ise yiiksek dozda DOX ile MET
kombinasyonunun antagonistik, diisiik dozda DOX ile MET kombinasyonunun ise
sinerjistik etki olusturabilecegi belirlenmistir. Hiicre hatlarinin sahip oldugu hem
metabolik hem de diger fizyolojik farkliliklarin bu etki farkliliklarina neden
olabilecegi diisiiniilebilir.

Hiicrede olusan apoptotik cevabin incelenmesi amaciyla yapilan FACS
analizi sonucunda, Hep2 hiicrelerinde genel olarak DOX ile MET kombinasyonu
antagonistik etki olustururken, HepG2 hiicrelerinde sinerjistik bir etki gozlenmistir.
Diger yandan, gercek zamanli hiicre analizi (XCELLigence) sonuglari
degerlendirildiginde, DOX’in her iki hiicre hatt1 i¢in MET ile kombine edildiginde
sitotoksik etkisinin arttig1 goriilmiistiir.

CIS ile yiiriitilen MTT testi sonucunda CIS’in 6zellikle diisiik dozlarinda

MET ile kombine edildiginde genel olarak etkinliginin arttigi, hiicre canliliginin
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azaldig1 belirlenmistir. HepG2 hiicre hatlarinda ise MET ile CIS kombinasyonlarinda
sitotoksik etkinin azaldig1 gorilmistiir. Literatiirdeki diger ¢aligmalarda da CIS ile
ilgili verilerde hiicre tipine ve doza gore farkliliklar bulunmaktadir. CIS etkisinin
ortaya ¢ikmasinda metabolizmasimnin énemi bulunmaktadir. CIS siiperoksit anyonu
ve hidroksil radikalini de iceren serbest radikallerin olusumunu arttirmakta ve bu
durum CIS’e bagl nefrotoksisiteyi agiklayan mekanizmalardan biri olarak One
siriilmektedir. Hayvan c¢alismalarinda, CIS ile bobrek dokularnin glutatyon
diizeylerinde azalma tespit edilmistir. Bu da, GSH’un CIS ile olusan reaktif oksijen
bilesiklerini baglayarak uzaklastirmasi sonucu miktarin azalmasina baglanmistir
(97, 110, 144). CIS metabolizmasi sirasinda, Pt bir agir metal olarak salinarak DNA
ile katim reaksiyonuna girmektedir. MET in antioksidan etkisi nedeniyle olusan
radikallerin stipiiriilmesi 6zellikle metabolik fonksiyonu fazla olan HepG2 hiicreleri
ile elde edilen sonuglara bir agiklama olarak diisiiniilebilir. Yapilan ¢aligmada, hiicre
hasarmin bir gostergesi olarak LDH salinimi1 degerlendirildiginde her iki hiicre
hattinda da yiiksek dozlarda farklilik goriilmekle birlikte sitotoksik cevabin MET ile
kombine edildiginde arttig1 gériilmiistiir.

FACS analizinde ise apopitoza giden hiicreler kiyaslanmig, Hep2
hiicrelerinde CIS’e bagli apopitozun oOzellikle ImM MET ile kombine edilen
dozlarda arttig1 goriilmiistiir. Bunun yan1 sira, XCELLigence’ta canli olarak hiicreler
izlendiginde CIS’in sadece kendisinin uygulandig: hiicreler ile karsilastirildiginda,
genel olarak Hep2 hiicrelerinde sitotoksik etkinin, MET ile kombine edilerek
uygulandiginda sinerjistik sekilde arttigi belirlenmistir. Tiim veriler bir arada
degerlendirildiginde, CIS’e baghh kemoterapotik etkinin MET ile arttigi ifade
edilebilir.

Pek cok farkli kanser tiiriinlin tedavisinde kullanilan ve tedavi sirasinda CIS
basta olmak lizere farkli kemoterapotiklerle kombine edilen bir antimetabolit ilag
olan GEM ile de tez kapsaminda ¢alisilmistir. Genel olarak, kemorezistans gelisim
orani yiiksek bir ila¢g olan GEM’in MTT analizi sonuglari incelendiginde, her iki
hiicre hattinda da MET ile kombine edildiginde kemoterapotik etkinin azaldig
goriilmistiir. Ancak, ozellikle Hep2 hiicre hattinda genel olarak ilacin genel
etkinliginin de yiiksek dozlar da dahil diisiik oldugu ve bu durumun da MET ile
degismedigi belirlenmistir. LDH salinim testleri goz oniine alindiginda, GEM’e baglh

gelisen hiicre hasarmin MET ile arttigi ve sinerjistik bir etkinin ortaya ciktigi
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gorilmiistir.

Hiicrelerde indiiklenen apoptozisin degerlendirmesi amaciyla yapilan FACS
analizlerinde GEM ile MET kombinasyonunun HepG2 hiicre hattinda olusan
apoptozda anlamli bir degisiklige neden olmadigi belirlenmistir. Hep2 hiicre hattinda
ise genel olarak GEM’in etkisinin MET ile kombine uygulandiginda azaldig:
belirlenmistir. Ayrica, XCELLigence’da gerceklestirilen analiz yonteminde GEM’in
ozellikle yiiksek dozlarina karsi Hep2 hiicrelerinde diren¢ oldugu, ancak, MET
uygulamasmin bu durumu diizeltmedigi gosterilmistir. Buna karsin, HepG2
hiicrelerinde ilacin sitotoksik etkisinin genel olarak MET ile kombine edildiginde
sitotoksik yanit1 arttirdig1 goriilmiistiir. GEM’in doz ve kanser tipine gore hiicrelere
olan duyarlilhiginin degistigine dair literatiir verileri bulunmaktadir (84). Dolayisiyla,
elde edilen verilerdeki degiskenlikler bu literatiir verileri ile uyum gostermektedir.

Elde edilen verilerdeki farkliliklarin, ilaglarin farkli sitotoksik etki
mekanizmalarimin  MET’in  hiicre metabolizmast {izerindeki diizenleyici etkisi
nedeniyle degistirilmesinden kaynaklanabilecegi diisiiniilebilir. MET’in, AMPK
stimiile edici ve antioksidan etkisi gibi farkli biyolojik aktiviteleri, 6zellikle oksidatif
stres olusturarak etki goOsteren sitotoksik ilaglarin etkilerini antagonize etmesini
aciklayabilir.

Elde edilen veriler, genel olarak degerlendirildiginde, kullanilan doza ve
uygulama yapilan hiicre hattina gore sitotoksik yanitin degisebilecegini ortaya
konmustur. Bu durum da literatiirdeki ¢eliskiyi agiklamaktadir. Diger yandan,
yapilan ¢alismalar, genellikle in vitro kosullarda gergeklestirilmistir. Dolayisiyla, in
vivo aragtirma verilerinde eksiklik oldugu goriilmektedir. MET ile kanser ilaglar ile
ilgili olarak yeni hayvan c¢aligmalarina ve klinik verilere ihtiyag bulunmaktadir.
Ayrica, in vitro calismalarin her zaman in vivo modelleri yansitmadig, biitiin bir
organizmanin sistemlerinin kompleksliginin de degerlendirilerek bu etkilesmelerin
yeniden ortaya konmasi gerekmektedir.

MET kullanan diyabetli kanser hastalarinda olasi ila¢ etkilesmelerinin iyi
degerlendirilip, tedavi planlamasinin olasi sonuglar goz Oniline alinarak yapilmasi
gerekmektedir. Kullanilan onkolojik ilaglarin yan etkilerinin ciddiyeti de géz oniine
alindiginda olas: sinerjistik etkilesme sonuglar1 géz oniine alinmalidir. Ote yandan,
diger ilaglarin MET ile birlikte kullanilmalar1 durumunda sitotoksik etkilerinin

azalmasinin da hastanin  gerekli tedaviyi alamamasi ile sonuglanacagi
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unutulmamalidir.

Her yas gubunda sik olarak kullanilan MET, insiilin duyarlililigini artiran ilag
gruplarinin 6nemli bir iiyesidir. T2DM hastalarinin kanser olusumuna daha yatkin
oldugu ve MET’in bu hastalarin tedavi seceneklerinde genis bir alam1 kapladigi
unutulmamalidir. MET ile kemoterapotik ilaglar arasinda goriilebilecek olasi
etkilegsmelerin iyi degerlendirilmesi, insan saglig1 ve tedavi etkinligi acisindan dnem

arzetmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Diabetes mellitus tiim diinyada olduk¢a yaygin bir sekilde goriilen kronik
hastaliklardan biridir. En yaygin formu ise biitiin diyabetik durumlarin %90’dan
fazlasini T2DM vakalar1 olusturur. Cagimizda genetige, stresli calisma kosullar1 ve
dengesiz beslenme aligkanliklarinin da eklenmesiyle ile birlikte obezite ve T2DM
hasta sayilarinda ciddi bir artis goriilmiistir. Hastaligin mekanizmasi, son
donemlerde insiilin direnci ile aciklanmaya baglamis ve insulin direncine karsi
kullanilan MET’in de dahil oldugu insiilin duyarlililigini artiran ilag gruplar ile
tedavi, son yillarda popiiler hale gelmistir. Diyabetli hastalarin pekgok farkli kronik
hastalikla birlikte kansere yakalanma riskinin, saglikli bireylerden daha yiiksek
oldugu ifade edilmektedir.

MET, diyabet tedavisinde siklikla oral olarak kullanilan ve farkli biyolojik
Ozellikleri nedeniyle de adindan sik¢a sz ettiren, biguanid yapida, insiilin
duyarliligini arttiran bir ilagtir. Bu ¢alismada, MET’in farkli etki mekanizmalarina
sahip bazi antikanser ilaglarla gesitli dozlarda kombine edildiginde ortaya ¢ikabilecek
etkilesmeler, farkli yontemlerle degerlendirilmistir.

Yapilan ¢alismanin sonucunda, kullanilan doza ve uygulama yapilan hiicre
hattina gore sitrotoksik yanitin degisebilecegi goriilmiistiir. Bu durum, literatiirde
verilen birbirinden farkli sonuglarla uyum gostermektedir. Sonuglardaki farkliliklar,
ilaglarin sitotoksik etki mekanizmalarinin farkli olmasi, farkli dozlarda ve farkli
kanser tiirlerinde degisik sSitotoksik etkilerin ortaya ¢ikabilmesiyle agiklanabilir.

Yaptigimiz ¢alismadan elde edilen sonuglar, kullanilan analiz yontemi, hiicre
hatt1 ve kullanilan doza da bagl olarak farkliliklar icerse de MET’in sitotoksik
ilaclarla olan kombinasyonunun, genel olarak ilaglarin etkisini arttirabildigi
gorilmistiir. Diger yandan, MET’in hiicre metabolizmasi {lizerindeki diizenleyici
etkisi, AMPK stimiile edici ve antioksidan etkisi gibi farkli biyolojik aktiviteleri
ozellikle oksidatif stres olusturarak etki gosteren sitotoksik ilaglarin etkilerini
antagonize etmesini agiklayabilir.

Calisma hiicre kiltiiriinde gergeklestirilmis olup, in vitro caligmalarda
celigkili sonuglar elde edilebildigi literatiir verilerinden de anlasilmistir. MET ile
kanser ilaglar arasindaki etkilesmenin ortaya konulabilmesi i¢in in vivo modellerde
yapilacak c¢aligmalara ve olas1 klinik aragtirmalardan saglanabilecek verilere

gereksinim bulunmaktadir.



92

Diyabetli hastalar arasinda kanser tedavisi gorenlerin sagligi agisindan
MET’in kemoterapdtik ilaglarla kullanimi ile ortaya cikabilecek olasi etkilesmelerin
bilinmesi 6nemlidir. Bu etkilesmelerin sonucunda, onkolojik hastalarda sitotoksik
ilaglara bagli olarak gelisebilecek yan etkilerin siddeti ve ilaglarin etkinligi

degisebilir.

MET kullanan diyabetli kanser hastalarinda olas1 ila¢ etkilesmelerinin iyi
degerlendirilip, tedavi planlamasinin olasi sonuglar goz Oniine alinarak yapilmasi

gerekmektedir.
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