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OZET

PiOGLITAZON’UN INSAN MESANE HUCRELERINDE HUCRE
CANLILIGINA ETKIiSINIiN VE NEOPLASTIK TRANSFORMASYON
POTANSIYELININ ARASTIRILMASI

EMRE iLKUN

ORDU UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

MOLEKULER BiYOLOJI VE GENETIK ANABILiM DALI

YUKSEK LiSANS TEZi, 89 SAYFA

TEZ DANISMANI: Dog. Dr. VEDAT SEKEROGLU

Glikoz metabolizmasinin bozulmasi sonucu olusan tip 2 diyabet hastaliginin
tedavisinden kullanilan etken maddelerden biri olan pioglitazon (PIO) ¢agimizda en
cok tercih edilen diyabet ilaglarinin basinda gelmektedir. PIO hakkinda bir¢ok yararli
bilgi olmakla birlikte PIO iceren ila¢ kullanan hastalarda mesane kanseri insidansinin
arttigina yonelik iddialar bulunmaktadir. Yapilan in vivo ve grup ¢alismalarinda bu
etkisini bircok kez vurgulanmistir.

PIO’un insan mesane kanseri riskini artirip artirmadigini incelemek amaciyla
hiicre kiiltiirii temeli iizerine kurdugumuz bu calismayla tespit edilmeye calisilmistir.
Uygulanan metodlarda hTERT-Uro Cell olarak adlandirilan immortal saglikli insan
mesane hiicrelerini kullanilmistir. Calismamizda kullanilmasi planlanan PIO’un insan
mesane hiicrelerinde (WTERT-Uro) 24, 48 ve 72 saatlik uygulamalar1 sonucu hiicre
canlilifina etkisi incelenmistir. PIO un sitotoksik etkisi, canli ve prolifere hiicrelerin
tespitini saglayan, mitokondriyal aktivite bazli MTT testi ile, hiicrelerin potansiyel
kanserlesme durumlarmi da Transformasyon (Kontak Inhibisyon) testiyle ve Soft Agar
(Ankoraj Bagimsiz Test) ile Ol¢iilmiistiir. PIO’un deneyde kullanilacak dozlarinin
belirlenmesi ve hTERT-Uro hiicre hatt1 i¢in ICso degerinin belirlenmesi amaciyla 1,
2.5, 5, 10, 25, 50, 100, 250 uM’lik (sirasiyla PIO dozlar1) 8 dozluk bir skala ile mtt
testi gerceklestirilmistir. Bu deneyler sonucunda, 72 saat ugulamada ICso degerleri PIO
icin 44 uM olarak belirlenmistir. Ayrica bu testler sonucu belirlenen PIO dozlarinin
10, 20, 40 uM’lik 3 dozu kontak inhibisyon ve ankoraj bagimsiz testlerinde
kullanilmistir. Deney verilerinin de PIO’un hTERT-Uro hiicre hattinda ve kullanilan
deney sartlarinda dozlarin artisina bagl olarak sitotoksik etki gosterdigini ayrica
kontak inhibisyon ve ankoraj bagimsiz testlerinde hiicrelerde kanserlesmeye neden
oldugu gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Pioglitazon, Insan Mesane Epitel, Kontak Inhibisyon, Hiicre
Canlilig1, Ankoraj Bagimsiz Test



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF PIOGLITAZONE ON CELL
VIABILITY AND ITS NEOPLASTIC TRANSFORMATION POTENTIAL ON
HUMAN BLADDER CELLS
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ORDU UNIVERSITY INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES

MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS

MASTER THESIS, 89 PAGES
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Pioglitazone (PIO), which is one of the active substances used in the treatment
of type 2 diabetes caused by disruption of glucose metabolism, is one of the most
preferred diabetes drugs in our age. Although there is a lot of useful information about
PIO, there are claims that the incidence of bladder cancer is increased in patients using
PIO-containing drugs. This effect has been emphasized many times in in vivo and
group studies.

The aim of this study was to determine whether PIO increases the risk of human
bladder cancer. In the applied methods, immortal healthy human bladder cells called
hTERT-Uro Cell were used. In this study, the effect of PIO on human viability in
human bladder cells (hTERT-Uro) after 24, 48 and 72 hours of application was
investigated. The cytotoxic effect of PIO was measured by MTT test based on
mitochondrial activity, which enables the detection of viable and proliferating cells,
and the potential cancers of the cells by Transformation (Contact Inhibition) test and
Soft Agar (Anchorage Independent Test). In order to determine the doses of PIO to be
used in the experiment and to determine the IC50 value for the hTERT-Uro cell line,
the mtt test was performed with an 8-dose scale of 1, 2.5, 5, 10, 25, 50, 100, 250 uM
(PIO doses respectively). As a result of these experiments, IC50 values were
determined as 44 uM for PIO at 72 hours application. In addition, 3 doses of 10, 20,
40 uM of PIO doses determined as a result of these tests were used in contact inhibition
and anchorage independent tests. Experimental data showed that PIO showed
cytotoxic effect due to increase of doses in Htert-Uro cell line and experimental
conditions used and also caused cancer in cells in contact inhibition and anchorage
independent tests.

Keywords: Pioglitazone, Human Bladder Epithelium, Contact Inhibition, Cell
Viability, Anchorage Independent Test
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1. GIRIS

Giliniimiizde bir¢cok tedavi yaklagimi bulunan diyabet insiilin eksikligine
dayanan veya etkisizligi sonucu gelisen, akut ve kronik komplikasyonlarin eslik
etmesiyle yasam boyu siiren bir hastaliktir. Insiilin eksikligi veya yoklugunda tip 1
(pankreasta insiilin iiretilememesi) veya insiilin direnci (insiilinin dokular tarafindan
kullanilamamasi) tip 2 diyabetin sebepleridir. Tip 2 diyabet diinyada en ¢ok rastlanan
diyabet tipidir. Tiim diyabet tiirlerinin yaklasik %90°1 tip 2 diyabetdir. Diyabet
epidemiyolojisi ¢caligmalarinda tip 2 diyabetin ¢ocukluk dénemi de dahil olmak iizere
her yas grubunda artan siklikta goriildiigiinii gostermektedir. Tip 2 diyabet genellikle
40’lr yaglar civarinda ortaya ¢ikan, yas arttikca goriilme sikligi artan, diyabet
belirtilerinin hafif oldugu, bazen de hi¢ olmadigi, kronik komplikasyonlarin sik
goriildiigli diyabet tipidir. Tip 2 diyabet dokularda instilinin kullanilamamasi (insiilin
direnci) ve insiilin sekresyon bozuklugu ile karakterizedir. Doymus yagdan zengin
beslenme, hareketsiz yasam ve obezite tip 2 diyabet siklig1 ile yakin iligkisi olan

faktorlerdir. Tip 2 diyabette kullanilan birgok ilag tiirii bulunmaktadir (Williams ve
ark., 1998).

Pioglitazon (P10O), bozulmus insiilin sekresyonu ve insiilin direncini igeren bir
dizi metabolik anormallik ile iligkili bir hastalik olan tip 2 diyabet tedavisi i¢in
gelistirilen tiazolidindionler grubunun bir iiyesidir. Tiazolidindionlar, karaciger ve
periferik dokular insiilinin etkilerine kars1 duyarli hale getirerek etki gosterir, bu da

instilin kaynakli glikoz imhasi 1yilestirilmesinde etkili olur.

Japonya menseili Takeda firmasi tarafindan iiretilen ve piyasaya ilk olarak
1999 senesinde sunulan P10, 1999'dan beri ABD'de ve 2000'den beri Avrupa'da
(2002'den beri Fransa) pazarlanan oral bir hipoglisemik ajandir. Avrupa kamuoyunda
PIO degerlendirme raporuna gore, siganlardaki klinik ¢aligmalar PIO maruziyeti ile
mesane tiimorleri arasinda bir iliski oldugunu gosterilmisti. PIO iilkemizde yaklasik
olarak on sene sonra 31 Aralik 2009'da ruhsat almistir. Yillik satis rakamlariin
Diinyada 5 milyar dolara ulagmis olmasi ilacin ne kadar popiiler oldugunu acik¢a
ortaya koymaktadir. Bizde de kullannmi ¢ok yayginlasan PIO i¢in satis rakamlari
hakkinda en net bilgi Eczacilar Birligi Baskan1 Erdogan Colak'in agiklamalari

gostermektedir. Eczacilar Birligi Bagskan1 Erdogan Colak'in verdigi rakamlara gore
1



PIO’un Tirkiye'de 1 yil igerisinde yaklasik olarak 2 milyon 600 bin kutu satilmisg
olmasi bunu apagcik ortaya koymaktadir. Tiim diinyada oldugu gibi bizde de yeni ¢cikan
ilaglar kars1 biiytik bir ilgi gérmektedir. PIO’un etkisinden s6z etmek gerekirse glikoz
ve lipit metabolizmasini diizenleyen c¢esitli proteinlerin transkripsiyonuna neden olan
peroksizom proliferator aktif reseptor (PPARY) aktive eder. Bu proteinler karacigerde
ve periferik dokularda instilinin reseptdr sonrast etkilerini arttirir, bu da insiilinin
endojen salgilanmasinda artis olmadan glisemik kontroliin artmasina neden olabilir.

(Guan ve ark., 1999; Yoshimura ve ark., 2003)

PIO hakkinda yapilan c¢alismalar incelendiginde ila¢ inceleyen Agence
Nationale de Sécurité du Médicament et des Produits de Sant¢ (ANSM) Fransa'da
diyabetli hastalarin tarihsel bir kohortunda PIO kullanimi ile mesane kanseri insidansi
arasindaki olast bir iligkiyi aragtirmak amaciyla yola ¢ikildi. PIO maruziyetiyle iliskili
olas1 bir mesane kanseri riskinin 6zgilligiini degerlendirmek igin, PIO maruziyeti ile
diger bolgelerdeki kanser arasindaki iliski de arastirildi. Calisma sonucunda PIO un
kanser insidansimi artirdigi bulundu. Bu PIO ¢alismasinin sonuglariyla, Haziran
2011'de Fransa'da PIO kullanimi askiya alinmaya karar verilmesi igin ANSM'a
sunuldu. (ANSM, 2011)

Ulkemizde sik¢a kullanilan P10 hakkinda yurt disinda birgok olumsuz yorum
bulunmaktaydi. Bunun iizerine farkli hiicre tiirlerinde yapilan c¢esitli canlilik
testlerinde farkli hiicre gruplan iizerinde canlilik seviyesinde diisiislere ve baslica
etkinlik gosterdigi hiicrelere zarar1 oldugu tahmin edilmekteydi. Bu yonde yapilan
caligmalarda kanserojen etkinligi oldugu hakkinda bilgiler mevcuttu. Bu tezde konu
olarak PIO’un mesane hiicreleri iizerinde potansiyel etkisi arastirildi. Uzerinde
gosterdigi etkinligi 6lgmek icin dncelikle toksisitesi ol¢iildii. Elde ettigimiz verilerde
canlilik seviyelerinde belirli bir seviyede azalma gozlemlemdi. Uygulanan ¢esitli
testlerde mesane hiicrelerinde karsinojenik etkinligi arttirdigi belirli yontemlerle
Olctildii. PIO tiyesi oldugu tiazolidindionlar grubundaki diger birkag¢ diyabet ilac1 gibi

olumsuz etkileri oldugu da diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

Diyabet insiilin eksikligine dayanan ya da etkisizligi sonucu gelisen veya her
ikisindeki kusurlardan kaynaklanan hiperglisemi ile karakterize metabolik bir hastalik
grubudur. Diyabetin kronik olarak hiperglisemiye ve bazi organlarda islev bozuklugu,
ozellikle; gozler, bobrekler, sinirler, kalp ve kan damarlarinin yetersizligi ile iliskilidir.
Diyabet gelisiminde ¢esitli patojenik siirecler s6z konusudur. Bunlar, pankreasin beta
hiicrelerinin otoimmiin yikimiyla sonuglanan insiilin eksikligi ve insiiline kars1 direng
ile sonu¢lanan anormalliklere kadar uzanmaktadir. Diyabetteki karbonhidrat, yag ve
protein metabolizmasindaki anormalliklerin temeli, insiilinin hedef dokularda
etkinliginin azalmasidir. Yetersiz insiilin etkisi, yetersiz insiilin sekresyonu veya
hormon etkisinin karmasik yolaklarindaki bir veya daha fazla noktada insiiline verilen
doku tepkilerinden kaynaklanir. Insiilin sekresyonunun bozulmas: ve insiilin
eylemindeki bozukluklar ayn1 hastada siklikla birlikte goriiliir ve genellikle tek bagina
hangisi olursa olsun, hipergliseminin birincil nedeni olan anormallik belirsizdir
(Edelman ve ark., 2004). Uzun siireli diyabet komplikasyonlar1 arasinda gérme kaybi1
olan retinopati; bobrek yetmezligine yol agan nefropati; ayak tilseri, amputasyon ve
Charcot eklemi riski olan periferik ndropati ve gastrointestinal, genitoiiriner ve
kardiyovaskiiler semptomlara ve cinsel islev bozukluguna neden olan otonom
noropatidir. Diyabetli hastalarda aterosklerotik kardiyovaskiiler, periferik arter ve
serebrovaskiiler hastalik goriilme sikligi artmistir. Hipertansiyon ve lipoprotein
metabolizmasinin anormallikleri diyabetli kisilerde siklikla bulunur. Diyabet
vakalarimin biiyliik cogunlugu iki genis etiyopatogenetik kategoriye ayrilir. Bir
kategoride, tip 1 diyabet, nedeni insiilin sekresyonunun mutlak bir eksikligidir. Bu tip
diyabet gelistirme riski yliksek olan bireyler, genellikle pankreas adaciklarinda
meydana gelen otoimmiin patolojik bir siirecin serolojik kanitlar1 ve genetik belirtecler
ile tanimlanabilir. Diger, ¢ok daha yaygin kategoride, tip 2 diyabet, neden, insiilin
etkisine direng ve yetersiz bir telafi edici insiilin salgilama tepkisidir. Ikinci kategoride,
cesitli hedef dokularda patolojik ve fonksiyonel degisikliklere neden olmak i¢in yeterli
ancak klinik semptomlar olmadan, diyabet saptanmadan Once uzun bir siire mevcut
olabilir. Bu asemptomatik siire boyunca, aglik durumunda plazma glukozunun

Olclilmesiyle veya bir oral glikoz yiikii ile miicadeleden sonra, karbonhidrat



metabolizmasinda bir anormallik gostermek miimkiindiir. (American Diabetes

Assocition, 2001).

2.1 Diyabet Epidemiyolojisi

Diyabet; iilke, 1rk, koken ayrit etmeksizin goriilebilen bir hastaliktir. Bati
toplumlarinda %3-5 oraninda goriilen diyabet orani ozellikle ilerleyen yaslarda ve
yiiksek refah seviyesine sahip tilkelerde giderek artmaktadir (Hardy ve Jabbour, 2004).
Diyabet goriilme siklig1 iilkeler arasinda ve farkli kdkenli insan gruplarda belirgin
diizeyde degisiklikler gostermektedir. Papua Yeni Gine’deki kabilelerde, Eskimolar
arasinda veya Cin’de %]1 olan bu siklik, Avustralya yerlilerinde, Arizona’daki Pima
Kizilderililerinde %20-45’e kadar artabilmektedir. Goriilme sikligindaki bu farklilik
lilkelerden uluslara dogru gittikge daha da belirginlesmektedir. Ornegin Beyaz irka
gore ABD’de Afrika kokenli Amerikalilar arasinda iki kat, Meksika kokenli
Amerikalilar arasinda iki buguk kat ve Yerli Amerikalilar arasinda bes kat daha fazla
tip 2 diyabet goriilmektedir (Haffner, 1998). Farkli toplumlarda goriilen Tip 2 diyabet
prevalansindaki bu cesitlilik biiyiik olashilikla genetik ve cevresel faktorlerden
kaynaklanmaktadir (King ve Rewers, 1993).

Ulkemizde 1999 yilinda yapilan ve Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan
desteklenen bir calisma olan Tiirkiye Diyabet Epidemiyoloji (TURDEP)’e gore, 20-
80 yas grubu diyabet sikliginin %?7.2, glikoz tolerasinin %6.7, bilinmeyen (yeni)
diyabet oraninin ise yaklasik %30 oldugu bulunmustur (Satman ve ark., 2002).

Diyabet prevalansi 20 yas altinda %0.19 iken 20 yas tizeri %8.6’ya yiikselir.
2002’de yapilan bir calismada ABD’de tiim yas gruplarinda diyabet prevalansi %6.3
olarak bulunmustur (18.2 milyon kisi) ve her y1l 1.3 milyon yeni vaka saptanmaktadir
(www.cdc.gov, Erisim tarihi: 13 Ekim 2019). Niifus artis1, sagliksiz beslenme, obezite
ve fiziksel aktivite azligi, yaslanma ve kentlesme nedeniyle Tip 2 diyabet
prevalansinin daha hizli artmas1 beklenmektedir. Uluslararas1 Diyabet Federasyonu
tarafindan, 2025’te diinyada tip 2 diyabetli hasta sayisinin tahminen 334 milyona
yiikselecegi bildirilmistir (Gren ve Hirsch, 2003). Son 20 yilda ¢cogunlugu tip 2 diyabet
olmak {tizere diyabet prevalansinda belirgin bir artis izlenmis olup giliniimiizde tip 2

diyabet epidemisinden bahsedilmeye baslanmistir.
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2.2 Tip 1 Diyabet

Beta hiicrelerinin kesin yikimina bagli olan tip 1 diyabet, diyabetin diger tiiriine
gore daha erken donemlerde baslar. Diyabet hastalarinin sadece %5-10'unu olusturan
bu diyabet grubu, pankreasin beta hiicrelerinin otoimmiin kaynakli yikiminin
sonucudur. Bu diyabet formunda, hiicre yikim hizi olduk¢a degiskendir, bazi kisilerde
(cogunlukla bebekler ve cocuklar) hizlidir ve bazilarinda (¢ogunlukla yetiskinler)
yavaslar. Baz1 hastalar, 6zellikle ¢ocuklar ve gengler, hastaligin ilk belirtisi olarak
ketoasidoz ile ortaya ¢ikabilir. Digerleri, enfeksiyon veya baska stres varliginda hizla
ciddi hiperglisemiye veya ortotoasidoza doniisebilen miitevazi aglik hiperglisemisine
sahiptir. Yine de anneler, ozellikle de yetiskinler, ketoasidozun neden oldugunu
onlemek i¢in yeterli olan artik hiicre fonksiyonuna sahip olabilirler. Bagisiklik aracili
diyabet yaygin olarak ¢ocukluk ve ergenlikte goriiliir ancak yasamin her evresinde

ortaya ¢ikabilir (Todd, 2010).

2.3 Tip 2 Diyabet

Insiilin sekrasyonuna bagl tiirii olan tip 2 diyabet veya yetiskin baslangigh
diyabet olarak adlandirilan diyabetli hastalarin %90-95'ini olusturan bu diyabet formu,
instilin direncine sahip olan ve kesin olmamakla beraber genellikle akraba olan
bireyleri kapsar. Insiilin yetmezligi en azindan baslangicta ve siklikla yasamlari
boyunca bu bireylerde bulunur. Muhtemelen bu diyabet formunun bir¢ok farkli nedeni
vardir (Gaede ve ark., 1998). Her ne kadar spesifik etiyolojiler bilinmese de beta
hiicrelerinin otoimmdiin yikimi gergeklesmez ve hastalar diger diyabet nedenlerinden
herhangi biriyle iligkili degildir. Bu diyabet formuna sahip hastalarin cogu obezdir ve
obezitenin kendisi bir dereceye kadar insiilin direncine neden olur. Geleneksel agirlik
Ol¢iitlerine gore obez olmayan hastalarin agirlikli olarak karin bolgesinde dagilmis
olan viicut yag yilizdesi artmis olabilir. Ketoasidoz nadiren bu tip diyabetlerde
kendiliginden ortaya ¢ikar; Goriildiigli zaman, genellikle enfeksiyon gibi baska bir
hastaligin stresi ile birlikte ortaya ¢ikar. Bu diyabet sekli siklikla yillarca teshis
edilmez, ciinkii hiperglisemi asamali olarak gelisir ve daha erken asamalarda hastanin
klasik diyabet semptomlarindan herhangi birini fark etmesi i¢in yeterince siddetli
degildir. Bununla birlikte, bu tiir hastalar makrovaskiiler ve mikrovaskiiler

komplikasyon gelistirme riski altindadir. Bu diyabet sekli olan hastalarda normal veya
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yiiksek goriinen insiilin seviyelerine sahip olabilirken, bu diyabetik hastalarda kan
sekeri seviyelerinin daha yiiksek olmasi beta hiicresi fonksiyonlarinin normal olmast
durumunda daha yiiksek insiilin degerlerine neden olmasi beklenir (Ceriolla, 1998).
Dolayistyla, insiilin sekresyonu bu hastalarda kusurludur ve insiilin direncini telafi
etmek icin yetersizdir. insiilin direnci kilo verme ve hipergliseminin farmakolojik
tedavisi ile iyilesebilir ancak nadiren normale doner. Bu diyabet formunu gelistirme
riski yas, obezite ve fiziksel aktivite eksikligi ile birlikte artar. Gestasyonel diyabetli
kadinlarda ve hipertansiyon veya dislipidemili bireylerde daha sik goriiliir ve siklig
etnik alt gruplara gore degisir. Genellikle tip 1 diyabetin otoimmiin formundan daha
fazla, giiclii bir genetik yatkinlikla iligkilidir. Bununla birlikte, bu diyabet formunun

genetigi karmagiktir ve agikca tanimlanmamistir (King ve Rewers, 1993).

2.4 Tip 2 Diyabetle Iliskili Kronik Durumlar

Tip 2 diyabet hastalarin ¢esitli doku ve organlarinda bazi fonksiyonel,
morfolojik ve biyokimyasal etkileri goriilmektedir. Bu gibi kronik vakalar, tip 2
diyabetin mortalite ve morbiditesine sebep olan, hastanin yasam kalitesini diigiiren ve

cok daha agir sekilde oliimle bile sonuglanan sorunlardir (Burant, 2004).

Yaygin olarak arteriosklerotik damar hastaligina, inflamatuar ve trombogeneze
ortama yatkinlik olusturmasi nedeniyle tip 2 diyabet; ger¢ek bir vaskiilopati durumu
oldugu diisiiniilmektedir. Tip 2 diyabet vaskiiler komplikasyonlar1 sebebiyle morbidite
ve mortalitenin temel sebeplerinden birisi olduguna isaret edilir. UKPDS (United
Kingdom Prospective Diabetes Study) tip 2 diyabet hastlarinda makrovaskiiler
komplikasyon riskinin (miyokard infarktiisii periferik ve inme arter hastalig1 gibi)
mikrovaskiiler vakalarda (nefropati, retinopati gibi) 4 kat daha fazla oldugunu
gostermistir (Weyer ve ark., 1999). UKPDS tip 2 diyabet hastalarinda kronik
komplikasyonlar1 azaltmasi i¢in planlanan uzun siireli ve en genis ¢alismalardan biri
olup, 23 merkezde 5102 vaka 10 yil izlenmistir. Bu ¢alisma neticesinde diizeltilmis
glikoz seviyeleri ile mikrovaskiiler komplikasyon vakalarinda %25 azalma goriilmiis
olup ayn1 zamanda miyokard infarktiisii ve ani 6liim riskinde %16 oraninda azalma
bulunmasiyla makrovaskiiler vakalarinda insidans1 da azalma saptanmistir. UKPDS
calismasinda A lc diizeylerindeki her %1°lik azalmayla kalp yetersizligi riskinde %16,
miyokard infarktiisii prevalansinda da %14, inme gelisiminde %12, alt ekstremite
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amputasyonlarinda %43 risk azalmasi oldugu saptanmistir. Bu ¢alismalar neticesinde
ayrica glisemik kontrol ile mikroalbuminiiri gelisiminde %34 oraninda risk azalmasi
da bulunmustur. Bunlarinda sonucunda siki kan sekeri kontroliiyle néropati olusmasi
ve ilerlemesinde belirgin azalma goriilmiistiir. UKPDS ve bazi epidemiyolojik
calismalarin sonuclarinda; HbAlc diizeyinin %7 oraninda ve sistolik kan basincinin

130 mmHg’nin bulunmas1 kronik komplikasyonlar1 azalttig1 ifade edilmistir.

Mikrovaskiiler anormalliler sistemik bozukluklar olarak ortaya c¢ikar ve
mikrovaskiiler hastalifin prezantasyonu, etkisi goriilen dokunun islevi ve yapisina
gore degisiklik ortaya ¢ikarir. Ornegin, nonproliferatif diyabetik retinopatide
mikroanevrizma olusmasit ve perisit kaybi goriliir, vaskiiler bariyer islevini
kaybetmeye baslar ve kapiller tikanikliklar olusabilir. Mikrovaskiiler anormaliler
iskemik bir alan olusturur ve bdylece olusan hipoksik ortamda vaskiiler endotelyal
biiyiime faktorii (VEGF) salinimini arttirir. Verilen bu yanitta neovaskiilarizasyonu

arttirabilmektedir (Lu ve ark., 1998).

Diyabetle iliskili nefropatide olusan intraglomeriiler basing artis1 ve
extraselliiler matriks proteinlerinin glomeriilde artis gostermesi bazal membran
kalinlagmasina veya glomeriiler hipertrofiye sebep olabilir. Bu degismeler glomertiler
filtrasyon hizinda azalmalara ve glomeriiloskleroza sebep oldugu diistiniiliir. Diyabetik
nefropati, vakalarin %30-40’1nda, diyabet esnasinda olugmaktadir. ABD’de son
donem bobrek yetmezliginin en sik sebepleri arasinda gdosterilmektedir. Son
zamanlarda bobrek yetmezligi olan hastalarin %50’sinden fazlasi diyabet hastasidir.
Normal populasyona gore, nefropatisi bulunan diyabetik hastalarin 6liim riski, 100 kat

daha fazla oldugu diisiiniiliir (Amiri ve Garcia, 2000; Breyerj, 1992).

Glikoz konsantrasyonun yiiksek olmasi durumunda proteinlerin amino
gruplariin glikozillenmesine ve ileri glikozilasyon son {iriinlerin (AGE) olusmasina
neden olmaktadir. AGE’lerin  olusumast ve  birikmesi  mikrovaskiiler
komplikasyonlarin gelisimine neden olduklar diisiiniilmektedir. AGE’ler reseptorlere
baglanip endotel hiicrelerinde veya makrofajlarda sinyal transdiiksiyonunda
farkliklara sebep olumaktadir. Oksidan maddeler ve AGE’lerin VEGF expresyon
artisina sebep olduguna yonelik yeni bulgular bulunmustur. VEGF vaskiiler

permeabiliteyi arttirmakta ve retinada anjiogenez olusmasi ile iligkilidir (Aiello ve
7



ark., 1994; Brownlee ve ark., 1988). AGE’ler bunun yaninda sitokinlerin saliniminda
artis saglar ve makrovaskiiler komplikasyon olusmasina neden olur (Gaede ve ark.,

1998).

Tip 2 diyabet hastalarinda proteinlerin glikozillenmesi, glikozun
otooksidasyonu ve serbest radikal olusumasi gibi birgok farkli yolla oksidan maddeler
olugmaktadir. Bu oksidan maddeler diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) oksidasyonunda
artis ve proteinlerin ¢apraz baglanmasi gibi birgok hiicresel islevleri etkiledigi
diistiniilmektedir. Oksidanlarin artmas1 durumunda azot monoksitin azalmasina yol
acar. Azot monoksitin azalmasi da ayni zamanda vazokonstriksiyon ve hipoksiye
neden olmaktadir. En son yapilan diyabetik retinopati ¢aligmasinda antioksidan olarak
E vitaminin tecih edilmesi retinal kan akimini normale getirdigi tespit edilmistir

(Bursell ve ark., 1999).

Hiperglisemi, aldoz rediiktaz enzim aktivitesini yiikselterek, daha cok miktarda
glikozun sorbitole doniismesine yol agar. Aldoz rediiktaz enzimi ise en ¢ok retina,
sinirler ve bobreklerde mevcuttur. Bu sebeple bu tip organlarda metabolik
degisikliklere yol actig1 diisiiniilmektedir. Aldoz rediiktaz enzim aktivitesindeki
yiikselmenin diyabetik noropatideki etkin rolii birgok ¢calismaya kaynak olusturmustur
(Grene ve ark., 1988).

Kalp-damar hastaliklar1 (KDH) insanlar1 zorlayan baslica bir hastalik olmasi
yani sira, saglik hizmetlerinin ¢ok fazla kullanilmasi ve erken oliimlere yol agmasiyla
diyabette onlenmesi gereken ciddi bir komplikasyondur (Gu ve ark., 1999). ABD,
Kanada gibi bazi iilkede obezite nedeniyle metabolik bozukluklar diyabet riskini daha
fazla artirip ciddi bir sorun yaratarak durumu daha fazla koétiilestirmektedir (Wyatt ve
ark., 2006). Tip 2 diyabet hastalarinda KDH’den sorumlu ¢ok sayida risk faktoriintiniin
tedavisinde ilk basamak olup doktorlar i¢in 6nemli bir miicadele yapmak anlamina
gelmektedir. Belirlenmis bazi risk faktorleri HbAlc diizeyleri, sistolik kan basinci ve
lipit diizeylerinin yetersiz kontroliiyle birlikte cinsiyet yas sigara kullanimi, etnik
koken ve hastaligin siiresini icermektedir (Buse ve ark., 2007; Stevens ve ark., 2001;

Vijan ve Hayward, 2004).



Son zamanlarda ABD’de ortalama HbA1c degerlerini diisiirmeye yonelik bazi
iyilesmeler yapildiysa da cabalarin siirdiiriilmesinde fayda vardir. Kanitlara dayanan
kilavuzlarin yaygin dagilim ag1 ve yeni tedavi edici ajanlarin bulunmasina ragmen kan
basinci kontrolii, diyet, egzersiz ve tedaviye uyum KDH risk faktorlerinde kiigiik de
olsa bir azalma olmustur. Ayrica, son on yilda T2DM (Tip 2 Diyabet) hastalar1 arasinda
lipit peroksidaz kontroliinde yalnizca kiigiik iyilesmeler saptanmistir (Saaddine ve

ark., 2006; Beaton ve ark., 2004; Kerr ve ark., 2004; Hoerger ve ark., 2008).

2.5 Oral Diyabetikler

Insiilinin diyabet tedavisindeki olumlu etkinligine ragmen agiz yolundan
allmamamasi kullanimi agisindan 6nemli bir sorun olusturmaktadir. Bu nedenle oral
yoldan tiiketilip etkili olabilecek antidiyabetik ilaglarin bulunmasi i¢in uzun siire
aragtirmalar yapilmaktadir. 1lk olarak bitkisel kaynakli bir alkaloid olan
dekametilendiguanid maddesi kesfedilmistir. Bu madde, kan glukoz diizeyini
diisiirmesi yaninda, belirgin bir hepatotoksik etki gosterdiginden kullanilmaktan
vazgecilmisir. Akabinde bulunan bir alkaloid olan hipoglisin A maddesi de hipoglisemi
olusturmasina karsin, toksik etkisinin fazlalig1 ve karacigerdeki etkisi sebiyle tercih
edilmemistir. Karbutamid adl siilfoniliire tiirevi ila¢ kullanilmaya baslanmis ve bunu
daha az toksik olan diger tiirevler izlemistir (Gilmer ve ark., 1997; Kayaalp ve Giirlek,

2012).

Kandaki glikoz miktarini kontrol altinda tutmaya ¢alisan agiz yoluyla alinan
antidiyabetiklerden olan ve genellikle insiilin sekresyonunu arttirma, insiiline karsi
duyarliligr arttirma veya karbonhidrat absorpsiyonunu azaltmaya yonelik etkinlik
gosteririler. Ideal bir antidiyabetik ajan; plazmadaki glukoz miktarni normal
seviyelere diislirmeli ve diyabetin yan etkileri en aza indirgemeye yardime1 olmalidir.
Mikro ve makrovaskiiler komplikasyonlarin gelisimine de engel olmasi tercih
edilmektedir. Bu kriterleri saglayan ideal bir¢ok etken madde ne yazik ki
bulunmamaktadir; buna karsin kan sekerini kontrol etmeye yarayan c¢ok sayida ve
etkinlik acisindan farkli gruplarda bulunmaktadir. Bu ilaglarin avantaj ve
dezavantajlar1 gozetilerek, tek basina ya da karisimlar halinde kullanilmasi1 hastalarda
hedeflenen glisemi degerlerine ulasilmasi agisindan yardimci olabilmektedir (Longo,

2010).



Oral antidiyabetik ilaglarda kullanilan etken maddelere gore asagidaki gibi
gruplandirilmistir (Murphy ve Holder, 2000).

% [Insiilin salgilaticilar (sekretegoglar); Siilfoniliireler ve benzoik asit tiirevleri
(glinidler)

% Insiilin duyarliligin1 artirict ilaglar (insiilin direncini azaltmaya yonelik) ilaglar
(sensitizerler): Biguanidler ve tiazolidindion tiirevleri

+ Glikozun emilim hizin1 yavaslatan ilaglar: Alfa glikozidaz inhibitorleri

% Insiilinomimetikler: Amilin anologlari; Inkretin benzeri - Peptid-1 reseptdr

agonistleri (GLP-1A), Inkretin mimetikler - Dipeptidil peptidaz-4 inhibitérleri

(DPP4-i)

2.5.1 Insiilin Salgilatic1 Ilaclar

Bu tip ilaglar pankreasin B hiicrelerinde insiilin salinimin1 destekleyen siilfo-

niliireler ile glinidler mevcuttur.

2.5.1.1 Siilfoniliireler

IIk olarak 1920’lerde kesfedilip iiretilmeye baslanmistir. Insiilin iiretimini
arttirarak etkinlik saglarlar. Adenozin trifosfat (ATP) duyarli potasyum kanallarinin
(K+ATP) beta hiicreleri tarafindan insiilin saliniminda énemli bir rol oynarlar ve iki
bilesenden olugsmaktadir: bir gézenek ve diizenleyici bir alt iiniteden olusur. Bunlarin
yaninda hepatik glikoz iiretiminin azalamasini desteklerler ve periferik glikoz

kullaniminda da artis saglarlar (Lewis ve ark., 2011).

2.5.1.2 Glinidler (Meglitinidler)

Siilfoniliire benzeri insiilin saliverilmesini arttirict 6zellikteki repaglinid ve
nateglinid gibi ilaglardir. Bu ilaglar 2000’11 yillarin basinda tedaviye girmislerdir. Kisa
stireli etkilidirler ve cabuk emilebilirler. Siilfoniliireler de oldugu gibi potasyum
kanallariin tizerinde etkilidirler, ama mekanizmalar1 ve uyguladiklari islemler
farklidir. Ayni siilfoniliire reseptorlerini etkilerler. Yarilanma omiirleri ¢ok kisadir. Bu
ilaglarin bir 6zelligi de yemekten dnce enjekte edilen kisa etki siireli insiilinin etkisini

taklit etmesidir. Diyet ve egzersizle yeterince kontrol altina alinamayan tip 2
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diyabetlilerde kullanilmaktadir. Metformin ile birlikte de kullanilabilirler (Inzucchi,
2002).

2.5.2 Insiilin Duyarhlastirici ilaclar

Bu grupta biguanid ve tiazolidindion (TZD, glitazon) olmak tizere iki alt grup
ilag yer alir. Biguanidler karaciger diizeyinde, TZD’ler ise daha ziyade yag dokusu
diizeyinde insiilin duyarliligini artirici etki gosterirler. (Lilly ve Godwin, 2009).

2.5.2.1 Biguanidler

Oral antidiyabetiklerin ikinci biiylik grubu olan biguanidler ilk olarak 1950°1i
yillarda ortaya c¢ikmislardir. Bu gruptan metformin giiniimiizde yaygin olarak
kullanilan antidiyabetiklerdendir. Siilfoniliirelerden farki; normal glisemiyi diisiiriir
ancak hipoglisemi yapici etkileri hemen hemen yoktur (Akgay, 2001). Biguanidlerin
etkilerini anaerobik glikolizi dogrudan uyararak glukoz kullanimin1 artirip, glukozun
kan dolagimindan uzaklastirilmasini saglar. Hepatik glukoneogenezi ve ince
bagirsaktan glukoz emilimini azaltarak ve plazma glukagon diizeylerini diisiirlirek
etkilerini gosterirler. Bu sekillerde insiilin reseptorlerine, insiilinin baglanmasindaki
artis yoniiyle de indirekt yolla etkinlik gosterirler. Metformin ve fenformin bu grup

ilaclara ornek gosterilebilir.

2.5.2.2 Tiazolidindionler

Tiazolidindionler, insiilin direncini azaltarak glisemik kontrolii saglarlar. Bu
bilesikler ortak olarak bir tiazolidin-2-4-dion yapisina sahiptir ve her birinin farkl bir
yan zinciri vardir (Bailey ve Day, 2001; Braunwald ve ark., 2004). Bu grup ilaglar
insiilin sekresyonunda etkili degildir. Periferik dokularda insiilinin etkisini arttirirlar

(Mudaliar ve Henry, 2001).

2.5.3 Glikozun Emilim Hizim Yavaslatan Ilaclar

Bu ilaglar bagirsaktan glukoz absorpsiyonunu geciktirerek etkinlik gosterirler.
Bu tip etken maddeler tokluk durumundaki hiperglisemi tedavisinde etkilidir ancak
gastrointestinal yan etkiler nedeniyle uzun siireli kullanimlar1 tercih edilmez. Alfa
glukozidaz inhibitorleri grubunda yer alan ilaglardan, yalnizca akarboz iilkemiz

piyasasinda bulunmaktadir (Chiasson ve ark., 1994).
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2.5.4 Insiilinomimetik ilaglar

Bu yeni grup i¢inde amilin agonistleri ve inkretin mimetik ilaglar ve yeni
gelistirilmekte olan ajanlar yer alir. Genel olarak endojen insiilin sekresyonunu

arttirarak etkili olmaktadirlar (Zinman ve ark., 2009).

% Amilin Analoglari
% Inkretin Benzeri (GLP-1A)
% Inkretin mimetik (Dipeptidil peptidaz 4 inhibitdrleri; DPP4-1)

2.5.4.1 Amilin Analoglan

B hiicre hormonu olan amilinin sentetik analogu olan pramlintidin kullanimiyla
inslilin tedavisine destek amaciyla ABD’de kullanilmaktadir. Tokluk glukoz
diizeylerine etkilidir, giinde 3 kez derialt1 enjeksiyon gerektirir (Anonim, 2012).

2.5.4.2 inkretin Benzeri (GLP-1A)

Tip 2 diyabette en onemli defektlerden birisi olan inkretin hormonlarinin
(glukagon benzeri peptid; GLP-1 ve gastrik inhibitor polipeptidin; GIP) etkisinin
azalmas1 ve glukagon sekresyonunun inhibe edilememesidir. Bu grupta yer alan
inkretin mimetik ya da glukagon benzeri peptid-1 reseptor agonistleri (GLP-1A) ve
dipeptidil peptidaz-4 inhibitdrleri (DPP4-) ilaglar inkretin hormonlar taklid etmek ya
da inkretinlerin degredasyonunu inhibe etmek iizere gelistirilmistir. Glikoza bagimh
etki gosterdikleri i¢in hipoglisemiye sebep olmazlar. Bununla beraber, sekretogoglar
(stilfoniliire, glinid) ve insiiline ilave olarak kullanildiklarinda hipoglisemi goriilebilir.

Bu sebeple ilk ilacin dozu azaltilmalidir (Crandall ve Knowler, 2008).

2.5.4.3 inkretin Mimetik (Dipeptidil Peptidaz 4 Inhibitérleri; DPP4-I

Bu tip etkin maddeler GLP-1 ve GIP’1n yikimini inhibe ederler. Tip 2 diyabetli
hastalarda karbonhidrat alimindan sonra normalde artmasi gereken insiilin yaniti
azalmakta veya gecikmektedir. Glukagon salinim1 artmakta ve sonugta postprandiyal
hiperglisemi olugsmaktadir. Oral glukoz alimindan sonra olusan hiperglisemiye karsi,

normalde insiilin yanitinin artmasi inkretin etki olarak adlandirilmaktadir. Bagirsak
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hormonlari olan inkretinler yemek yenmesini ardindan salinarak, pankreastan instilin
salinmasin1 saglatip glukagon salinmasini inhibe etmekte ve glukoz homeostazinda
onemli rol oynamaktadirlar. Inkretin hormonlarinin bu etkisi tip 2 diyabet hastalarinda
azalmakta ve kan glukoz seviyelerindeki denge bozulmaktadir. Tip 2'lerin ¢ogunda
inkretinlere direng vardir. Pek ¢ok tip 1 ve 2'lerde gastrik bosalma hizinin artmis olmasi

da postprandiyal hiperglisemiye neden olmaktadir (Mu ve ark., 2009; Halimi, 2008).

2.6 Tiazolidindionlar (TZD)

Tip 2 diyabetin metabolik sendromda insiilin direncinin temel mekanizma
oldugunun anlasilmasiyla birlikte yasam tarzi degisikligi, kilo verme gibi geleneksel
yaklasimlarin yaninda insiilin direncini kirmaya yonelik ¢esitli farmakolojik ajanlar
gelistirilmistir. Bu ajanlardan biri olan tiazolidindionler 3 temel gupta etkin madde
altinda siniflandirilmistir; troglitazon, PIO ve rosiglitazon olmak {izere {i¢ siniftan
olusmaktadir (Mudaliar ve Henry, 2001). Yeni sif oral antidiyabetikler olarak
adlandirilan TZD grubu ilaglar, tip 2 diyabetli hastalarda, lipidemi, glisemi ve
instilinemiyi azaltip insiilin hassasiyeti olusturduklarindan metabolik kontrol
saglamak amaciyla kullanilmaktadirlar. TZD’lar, glukoz ve lipid metabolizmasi ve
enerji dengesi ile ilgili etkilerini lipoprotein lipaz, yag asidi tastyici protein, adiposit
yag asiti baglayict protein, yag acil-KoA sentaz, malik enzim, glukoz tasiyicisi,
glukokinaz gibi yapilar icin gerekli kodlar igeren karmasik birka¢c genin
transkripsiyonunu degistirebilen PPARY’y1 uyararak yapmaktadir. Yaygin kabul géren
bu ilaglar hiicre i¢inde bulunan niikleer PPARY’ya etkileri sonucu insiilinin post
reseptor islevlerini yerine getirmesini de kolaylastirmaktadir. TZD’lar adipoz doku,
kas ve karacigerde insiilin rezistansini azaltir. Fakat PPARy gamma agirlikli olarak
adipoz dokuda tanimlanmistir. TZD grubu ilaglar, adiposit farklilasmasi yaparak hiicre
icine yag asiti alinimimi arttirirlar. Pankreas B hiicre fonksiyonlarinin gelismesine
yardime1 oldugu gibi plazma SYA ve TG diizeylerini azaltarak pankreas adaciklarini
SYA’larm lipotoksik etkisine karsi da korumaktadirlar. PPARYy agonistik etki gdsteren
TZD grubu ilaglardan PIO’un lipid diisiiriicii etkisi rosiglitazon ve troglitazondan daha
fazladir. PIO’un lipoprotein lipaz ekspresyonunu arttirdigi, apolipoprotein CIII
ekspresyonunu azalttig1 gosterilmisse de asil etkisinin yag asiti ve trigliserit sentezini

inhibe etmesinden kaynaklandig1 diistiniilmektedir (Lebovitz, 2001).
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PIO ayn1 zamanda LDL-K ve VLDL-K’yi de azaltmaktadur. insiilin direncinin
varliginda insiiline bagimli vaskiiler dengenin bozuldugu goriilmiistiir ancak bu durum
TZD uygulanmasindan sonra tek doz da bile diizelebilmektedir. TZD’larin
vazokonstriiksiyonu azalttigi, L-tipi Ca kanallarin1 inhibe ettigi, vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde etkili oldugu, endotel disfonksiyonda artan TNFa salinimini inhibe ettigi
bilinmektedir. PPAR’larin makrofajlar, T-hiicreleri ve nétrofillerde yer almasi
dolayisiyla TZD’larin  inflamasyonu baskiladigi, bunun da insiilin direnci
sendromunda hizlanan ateroskleroz siirecinde yavaslamaya neden oldugu

gosterilmistir (Goldstein, 2002).

TZD grubu ilaglar bugiin piyasada bulunan ve insiilin rezistansini kirmada en
etkin ajanlardandir. Lipid profili, arteryel tansiyon ve inflamasyon {izerindeki olumlu
etkileride diisiiniildiiglinde, metabolik sendromlu hastalarda monoterapi veya kombine
tedavide kullanilabilmektedirler. Kardiyovaskiiler hastaliklar gibi tip 2 diyabetin
sekonder komplikasyonlarinda da TZD’lar olduk¢a faydali bulunmustur. Bu da insiilin
direncini kirmaya yonelik tedavi yaklagimlarinin ne kadar akilci bir yol oldugunu
diisiindiirmektedir. Diyetle indiiklenen obez fare ve obez sigan modellerinde TZD
uygulandiginda resistin diizeylerinde azalma goriilmiistiir. Insanlar {izerinde yapilan
calismalar TZD’larin adipoz dokuda PPARy’a baglanarak resistin mRNA
ekspresyonunu ve serum resistin diizeylerini azalttigin1 géstermistir (Hartman, 2002).
Metabolik sendrom sadece iilkemizde degil tiim diinyada en 6nemli saglik sorunu
olmaya adaydir. Bu durum da dogal olarak metabolik sendromla ilgili caligmalarin hiz
kazanmasina neden olmustur. Ozellikle etyoloji ve buna ydnelik yeni tedavi
yaklasimlari, iizerinde titizlikle durulan c¢alisma konularidir. Metabolik sendrom
insiilin direnci temelinde klinik tabloyu olusturmaktadir. Son birka¢ yilda kesfedilen
ve metabolik sendromla yakin iliskisi oldugu tespit edilen resistin diizeyleri ile insiilin
rezistansi iizerine etkisi gosterilmis bazi ilag¢ tiirleri, bize bu ilaglarin resistin ile
iliskisinin olup olmadigim diisiindiirdii. TZD 6zellikle PPARy’ya agonistik etkisi ile
giiniimiizde metabolik sendrom tedavisinde etkin olarak kullanilmaktadir. Ancak bu
ajanin resistin ile iliskisi lizerine yaymlar olsa da bu iliskinin diizeyi netlik
kazanmamistir (Dubois ve ark., 2002; Hauner, 2002). Kuersetin, etki spektrumu
oldukga genis bir ajandir. Insiilin rezistansi iizerine etkileri de bilinmektedir. 2008°de

yapilan bir c¢alismada TZD ile karsilagtirildiginda kuersetinin daha etkin oldugu
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gosterilmistir ancak kuersetinin resistin diizeyleri iizerine etkisi aragtirilmamigtir.
Insiilin rezistansina etkili diger bir ajan olan a-Lipoic asit (ALA)’in de resistin
diizeyleri {iizerine etkisi bilinmemektedir. Bu konularda yapilmasi planlanan
caligmalarin 6nemli literatiir katkis1 saglayacagi ¢ok agiktir. Buna yonelik yapilan bir
calismada metabolik sendromlu farelerde, kuersetin, alfa lipoik asit ve tiazolidindion
uygulanmasinin serum resistin diizeyleri iizerine etkilerinin arastirilmis, bu etkilerin
karsilastirilmas1 ve tiim ajanlarin, serum insiilin, glukoz, trigliserit, total kolesterol,
VLDL-K, HDL-K, LDL-K, total antioksidan kapasite (TAOK), plazma HbAlc ve
serum {lirik asit diizeylerinin {izerine etkisinin belirlenmesi amaglanmaktadir (Bailey

ve Day, 2001; Braunwald ve ark., 2004).

2.6.1 Pioglitazon

TZD ailesinden oral bir antidiyabetik ajan olan P1O, 1999'dan beri tip 2 diyabet
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir. TZD ailesinden oral bir antidiyabetik ajan
olan PIO, peroksizom proliferatérle  aktive edilmis reseptor ailesinden PPARy'nin
agonistidir. PPARY dahil oldugu glikoz ve lipit dengesinin diizenlmesi, enflamasyon,
hiicre cogalmas1 gibi islevleri igeren genis bir eylem skalasina sahiptir. Pioglitazon
glikoz ve lipit metabolizmasinda is goren bazi protein ve enzimleri kodlayan genlerin
transkripsiyonunu degistirebilen PPARYy'a baglanir ve bu reseptorii uyararak dokularda

insiiline duyararlilig: artirir. (Cariou ve ark., 2012).

PIO, ABD'de ilk kez onaylandiginda, klinik oncesi bir c¢alisma PIO
tedavisinden sonra erkek siganlarda mesane kanserinin ortaya ¢iktigini ve ileriye
dontik (PROspective PioglitAzone Clinical Trial In MacroVascular Events Outcome)
olaylarda klinik deneme de dahil olmak {izere erken klinik ¢aligmalarin miimkiin
oldugunu gosterdi (PROactive, 2005). insanlarda giivenlik riski ayrica, 2014 yilinda
yapilan meta-analizler, PIO kullanicilarinda mesane kanseri insidansinin artmasinin,
sire ve birikmis dozajla iliskili oldugunu gostermistir (U.S. Food and Drug

Administration, 2011).

PIO, insiilin direnci varliginda hepatik ve periferal insiilin duyarliligini artiran,
boylece hepatik glukoneogenezi inhibe eden ve i¢ organlarin glikoz alimini artiran bir

antihiperglisemik ajandir. PIO genellikle iyi tolere edilir, kilo alim1 ve 6dem en sik
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goriilen yan etkileridir. PIO ile diger etkin maddeler arasinda bilinen herhangi bir ilag
etkilesimi yoktur. Tip 2 diyabetli hastalarda yapilan klinik ¢aligmalarda, monoterapi
olarak PIO veya metformin, repaglinid, insiilin veya bir siilfoniliire ile kombinasyon
halinde kullanilarak glisemik kontrolde ve serum lipid profillerinde hem uzun hem de
kisa siireli gelismelere neden olmustur. PIO, bazi kardiyovaskiiler risklerin ve
arteriyoskleroz dl¢iimlerinin azaltilmasinda da etkili olmustur. Bu nedenle PIO, tip 2

diyabetli hastalar i¢in etkili bir tedavi se¢enegi sunabilir (Swanson ve ark., 1995).

2.6.1.1 Pioglitazonun Farmakodinamik Ozellikleri

PIO’un da dahil oldugu tiazolidindion, ligandla aktive edilmis transkripsiyon
faktorlerinin niikleer reseptor iist ailesinin bir {iyesi olan PPARY i¢in yiiksek afiniteli
ligandlardir. Bir ligand tarafindan aktive edildiginde, PPARy, baska bir niikleer
reseptor olan retinoid-X reseptoriiyle bir heterodimer olusturur (Saltiel, 1999). Bu
heterodimer daha sonra spesifik DNA dizilerine baglanir ve glikoz ve lipidlerin
metabolizmasinda rol oynayan hedef genlerin transkripsiyonel aktivitesini diizenler.
Troglitazon, rosiglitazon ve PIO dahil olmak {izere farkli PPARy agonistleri,
muhtemelen reseptordeki farkli yapisal degisiklikler ve farkli ligandlarin yeterliligi
nedeniyle 100°den fazla PPARY’e yanit veren genlerin diizenlenmesinde farkl etkiler
gostermektedir. Ek bir mekanizma olan transrepresyon, niikleer faktdr (NF)- yB yolu
gibi diger trankipleme faktorlerinin eylemlerine miidahale ederek PPAR'larin anti-
enflamatuar etkilerini diizenleyebilir. PPARy'min PIO tarafindan aktivasyonu,
periferik, hepatik ve adiposit insiilin duyarliliginin artmasina yol acar ancak
mekanizma tam olarak agiklanamamistir (Granberry ve Fonseca, 1999). TZD’lar,
adipositlerin farklilagsmasin1 ve ¢ogalmasmi ve diger insiiline duyarli dokulart ve
muhtemelen pankreas beta-hiicrelerinin yiiksek FFA seviyelerinin zararli metabolik
etkilerinden koruyabilecek serbest yag asitlerinin (FFA) alimin1 ve depolanmasin
tesvik eder. PIO’un faydali etkilerini ortaya koymak icin insiilinin varligi ve
Langerhans adaciklarindaki hiicrelerin fonksiyonlarinin korunmasina da yardimci
olabilecegi gibi, insiilin sekretagogu da degildir. PIO ve aktif metabolitleri, hidroksi
tirevleri MII ve MIV ve keto tlirevi MIII tiirevleri, karacigerde ve periferal dokularda
instilin direncini azaltarak ve karaciger glikozunu azaltarak islevsiz glikoz

homeostazin1 diizeltirler. Hayvan modellerinde, MII, MIII ve MIV, PIO’un %40-
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60'inda antihiperglisemik etki gosterir. Ek olarak, MII'nin trigliserit (TG) diistiriicti
potansiyeli, ana bilesiginkinden 2 kat daha yiiksektir, MIII ve MIV, PIO’dan biraz daha
az TG-diistirticii bir etkiye sahiptir (Lambe ve ark.,1996; Hallakou ve ark., 1997).

2.6.2 Metabolik Etkisi
2.6.2.1 Insiilin Direnci ve Glikoz Seviyeleri

PIO, tip 2 diyabetli hastalarda hiperglisemiyi ve hiper insililinemiyi
azaltmaktadir. PIO, rastgele elde edilmis ve kontrollii, 12 ila 26 haftalik ¢aligmalarda
tip 2 diyabetli hastalarda hem i¢ organlarda hem de periferik dokularda glukoz alimini

artirarak periferal insiilin duyarliligini arttirmaktadir (Kemnitz ve ark., 1994).

2.6.2.2 Yag Dokusu Farkhlasmasi ve Agirhk Artisi

Asirt viseral yag dokusundaki artis insiilin direncinin bir 6zelligidir. PIO’un da
dahil oldugu Tiazolidindionler, lipid depolanmasint ve viseralden deri alti
birikintilerine yeniden dagilimini tesvik eder. Bu da tiim viicut yag dokusunda bir
artisa neden olur. PIO monoterapisi uygulanan tip 2 diyabetli hastalarda agirlik artiglari
(0.3-3.6 kg) bildirilmistir. Bu tiir artiglarin, viseral yagda azalmalar esliginde artmis
deri alt1 yagina bagl oldugu goriilmektedir (Suzuki ve ark., 1999).

2.6.2.2 Kardiyovaskiiler Hiicreler Ustiine Etkisi

Tip 2 diyabet stent veya anjiyoplasti gibi operasyonlar sonrasi koroner kalp
hastalig1 ve koroner restenoz gibi aterosklerotik durumlarin olumusumda etkenlerden
biri oldugu ortaya koyulmustur. PPARy'nin arter duvarlarinin intimasina yerlestirilen
makrofajlarin kolesterol yiiklii kopiik hiicrelerine doniisiimiine katilmis olmasina
ragmen aterosklerozun ilerlemesinde kritik bir adim olan klinik ¢aligmalardan elde
edilen veriler, tiazolidindionler tip 2 diyabetli hastalar1 koruyabilecegini
gostermektedir. Aterosklerozlardan karotis medial intima kalinliginda bir azalma ile
goriiliir.  Ek olarak, koroner stent implantasyonu sonrasi neointimal doku
proliferasyonu, kontrol grubundaki PIO 30 mg/giin tip 2 diyabetli hastalarda kontrol
hastalarina gore anlamli derecede diisiikken, neointimal doku hacmi ve restenoz
insidansi, diyabetik olmayan PIO kullanan bireylerde daha da azalmistir (Egan ve ark.,

1999).
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2.6.3 Farmakokinetik Ozellikler

PIO’un farmakokinetigi ile ilgili veriler, saglikli goniilliiler veya tip 2 diyabetli
hastalarda, treticinin elde ettigi geriye doniisleri ve ilag etkilesimleriyle ilgili

calismalarin incelenmesinden elde edilmistir.

2.6.3.1 Emilim ve Dagilim

Genel olarak, tip 2 diyabetli hastalarda PIO’un farmakokinetigi, saglikli
bireyler ve diyabetli kisilere PIO kullanimiyla elde edilmistir. Oral olarak verilen P1IO
hizla emilir ve ilk 30 dakika i¢inde kan serumu igerisinde Slgiilebilir. Hem kullanilan
ilacin hem de metabolitlerin serum konsantrasyonlari, genellikle 4-7 giin tedaviden
sonra ulasilan seviyesi kullanilan ilacin dozuna bagimlidir. Farmakolojik acidan aktif
metabolit, PIO’nunkinden biiyiikk veya ona esit serum konsantrasyonlarina ulagir.
Besin alimi ile emilim hafifce ertelenir, yemekle birlikte 2 saat ile karsilastirildiginda,
3-4 saat sonra beklenen serum konsantrasyonlarina ulasilir. Bununla birlikte, serum
konsantrasyonu zaman egrisi altina kalan bolgede (sistemik maruziyeti gosterir),
beslenen ve a¢ olan durumlar arasinda benzerdir ve bu nedenle PIO, yemeklerle

birlikte veya yemeksiz alinabilir (Mathisen ve ark., 1999).

2.6.3.2 Metabolizma ve Eliminasyon

PIO karacigerde alifatik metilen gruplarinin oksidasyonu ve hidroksilasyonu
yoluyla, en 6nemli gruplar da CYP2C8 / 9 ve CYP3A4'tlir. Bes primer metabolitden
olugmaktadir. Bunlar: (ML, MII, MIV, MV ve MVI); MIV ayrica MIll'ye metabolize
edilir ve MV, MVI'ya metabolize edilebilir. Kullaniminin ardindan, idrarda PIO
dozunun yaklasik %15-30'u metabolit olarak geri kazanilir. Geri kazanilamayan
PIO’un renal eliminasyonu ihmal edilebilir. Kalintinin safrada degismeden veya
metabolit olarak salgilandig1 ve diskida elimine edildigi varsayilmaktadir. PIO’un
ortalama terminal eliminasyon yar1 omrii (t1/2p) 3-7 saattir; Bununla birlikte, aktif
metabolitleri cok daha uzun bir (tl/2f3)'ye sahiptir ve glinde bir kez PIO uygulamasina
izin veren farmakolojik aktiviteye katkida bulunma olasilig1 yiiksektir (Egan ve ark.,

1999).
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2.6.3.3 Klinik Calismalar

PIO’un monoterapi olarak veya bagka bir antidiyabetik madde ile kombinasyon
halinde verildigi rastgele, c¢ift kontrollii plasebo etkiniligi g6z Oniine alinan
caligmalarda tip 2 diyabetli bireylerin tedavisinde degerlendirilmistir. Tim
calismalarda, PIO giinde bir kez oral yoldan uygulanmistir. Bildirilen ¢alismalarin
¢ogu ABD'de uygulanan c¢alismalardan olusturuyor; PIO un ikinci bir anti-diyabetik
ilac1 ile birlestirildigi durumlarda, ilave herhangi bir antidiyabetik ajan verilmemistir
ve hastalarin PIO baslamadan en az 6 hafta 6nce ikinci bir ilacin sabit bir dozajinda
tutulmalart istenmistir. Bu kombinasyon terapisinde bu duruma uygun deneklerle
calisilmigtir. Calismalarda bazal glikosile edilmis hemoglobin (HbAlc) seviyeleri en
az %8 olarak bulunmustur (Mathisen ve ark., 1999; Kaneko ve ark., 1997).

2.7 Benzer Calismalarda Pioglitazonun Kanserojen Etkinligi

Son kanitlar oral hipoglisemik bir ajan olan PIO’un mesane kanseri riskinin
artmasiyla iligkili olabilecegi ortaya ¢ikmistir. Bu potansiyel bag, ilk olarak PROaktif
(Prospektif pioglitAzone Klinik Arastirma MakroVaskiiler) ¢alismasinda, PIO’un 14
mesane kanseri vakasiyla (%0.5) plasebo grubunda (%0.2) karsilastirildiginda fark
edildi. Bununla birlikte, birka¢ goézlem calismasi tarafindan bildirilen sonuclar da
vardir. Fransa Ulusal Saglik Sigortas1 Bilgi Sistemini kullanan bir popiilasyon temelli
kohort calismasi, PIO ile iliskili olarak mesane kanseri tehlikesini %20 oraninda
bulmustur (hazard ratio, diizeltilmis risk orani-HR 1.22) (confidence index, giiven
endeksi-CI %95 1.05-1.43). Veri kaynagi olarak Kaiser Permanente Kuzey Kaliforniya
(KPNC) diyabet kayit defteri kullanilarak yapilan bir caligmada da benzer sonuglar
bildirilmistir. Buna karsilik, bir Asya popiilasyonundan elde edilen verileri kullanan
bir analiz boyle bir iligski kurulamamistir. Bu nedenle ek ¢alismalar, PIO kullanicilari
arasinda mesane kanseri riskini ¢evreleyen kanitlarin mevcut ¢alismalarda gorece az
sayida mesane kanseri vakasi nedeniyle ¢ok sinirli olmasi nedeniyle garanti altina
alinmaktadir. Ek olarak, PIO maruziyetinin uzunlugu ve mesane kanseri arasindaki
korelasyon heniiz onaylanmamustir. Ayrica, mesane kanseri riski ile diger
tiazolidindionler (6rnegin rosiglitazon) arasindaki iliski hakkindaki mevcut bilgiler

cok sinirlidir. Bununla birlikte, bu sinirlamalar, PIO’un giivenligi hakkinda daha fazla
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bilgiye ve iki tiazolidindionun neden oldugu goreceli mesane kanseri riskinin

karsilastirilmast i¢in biiytik bir giivence gerektirir (Tuccori ve ark., 2016).

Bilim diinyasinin ve iilkelerin saglik sektorii paydaslarinin kusku ve endise
kaynagi1 PIO kullanimi ile mesane kanseri arasindaki baglantidir. Bu tezde s6z konusu
bu iligki smanmistir. PIO’un, in vitro sistemde, insan kaynakli normal iirotelyal
hiicrelerde hiicre canliligina etkisinin mitokondriyal aktivite ile neoplastik
transformasyon potansiyelinin de kontak inhibisyon ve ankoraj-bagimsiz biiyiime
testleri ile belirlenmesi amaglanmistir. Bu amacla planlanip yliriitiilen tezde, konu

hakkindaki tartigmalarin sonlandirilmasina katki saglanmasi hedeflenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1 Materyal
3.1.1 Kullanilan Araclar

¢ Biyogiivenlik Kabini

< Karbondioksit (CO2)’li Inkiibatér
% Hassas Terazi

¢ Hiicre Sayim Cihazi

% Invert Mikroskop

¢ Isik Mikroskopu

++ Mikroplaka Eliza Okuyucu

¢ Santrifijj

«» Su Banyosu

¢ Vorteks Karistirict

3.1.2 Kullanilan Kimyasal Maddeler

3.1.2.1 Pioglitazon (Sigma)
O

] =0

Sekil 3.1 Pioglitazon'un 2D (a) ve 3D (b) Kimyasal Yapisi
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X/
°

Kimyasal Adi(IUPAC): 5-[[4-[2-(5-ethylpyridin-2-yl) ethoxy] phenyl]

methyl]-1.3-thiazolidine-2.4-dione

X/
°e

Kapali Formiil: C19H20N203S

% Molekiiler Agirligi: 356.4 g/mol

% Erime Noktasi: 183-184 °C

% Ortalama Coziiniirlik: 46.85 mg/L at 25 °C (suda)

¢ Buhar Basinci: 2.88X10-14 mm Hg at 25 °C

¢ Suda Dagalim Katsayist: 2.3

& Istikrar / Raf Omrii: Onerilen depolama kosullarinda kararhdir. (PIO
hidroklortir)

% Yanma durumunda olusan tehlikeli bozunma {irtinleri: Karbon oksitler, Azot

oksitler (NOx), Kiikiirt oksitler, Hidrojen kloriir gazi. PIO hidroklortir

3.1.2.2 Keratinocyte-SFM (1X) (THERMO)

Keratinosit-SFM (serumsuz besiyeri), insan keratinositlerinin ve diger tipteki
epitel hiicrelerinin hiicre besleyicisine ihtiya¢ duymadan biiyiimesi ve bakimi i¢in
optimize edilmistir. Keratinosit-SFM, kullanim sirasinda Insan Rekombinant
Epidermal Biiyiime Faktorii (rEGF) ve Sigir Hipofiz Ekstresi (BPE) ile
desteklendiginde serumsuz bir ortamdir. Her iki takviye de rEGF ve BPE, bazal ortam
ile ayr1 bir ambalaj i¢inde tedarik edilir. Kompleks ortam, dermal ikameleri, in vitro
toksikoloji ve gen terapisini igeren ¢aligmalar i¢in insan epidermal keratinositlerini
yetistirmek i¢in kullanilabilir. Bu ortam, servikal epitel hiicrelerini yetistirmek igin
basariyla kullanilmistir ve Insan Kornea Epitel Hiicrelerinin (HCEC'ler) kiiltiirii i¢in
onerilmektedir. Serumsuz kosullar altinda ¢ogaldig1 gdsterilmis olan insan bronsiyal
epitel hiicreleri gibi diger epitel hiicrelerinin yetistirilmesi i¢in bir ortam olarak da
uygun olabilir. Kalsiyum i¢ermeyen Keratinosit-SFM, arastirmacilarin  kendi
uygulamalarinin taleplerini karsilamak i¢in Ca™ konsantrasyonunu ayarlamalarini

saglamak i¢in kullanilabilir.
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3.1.2.3 Bovine Pituitary Extract (BPE) (THERMO)

Sigir Hipofiz Ekstresi (BPE), cesitli viicut fonksiyonlarinin diizenlenmesi i¢in
hayati 6nemi olan ¢esitli hormonlar1 lireten ve salgilayan kii¢lik bir endokrin bezi olan
hipofiz bezinden elde edilir. Hiicre uygulamalarinda (BPE), yalnizca Siinger Bi¢imli
Ensefalopatinin (BSE) kontaminasyon olasiligini onlemek i¢in Yeni Zelanda’da
yetistirilen gen¢ ve saglikli sigirlarin hipofiz bezlerinden tiiretilmistir. Sigir eti, Yeni
Zelanda ve ABD Tarim Bakanligi tarafindan insan tiiketimi igin giivenli olarak
onaylanmuistir. Genis bir yelpazedeki in vitro hiicrelerde, 6zellikle epitelyal menseli ve
kok hiicrelerde saglam biiyiimenin tesvik edilmesinde etkili bir sekilde kullanilan
farazi mitojenlerin genis yelpazesini icerir. Asla liyofilize edilmemistir ve bu nedenle
biyolojik aktivitenin tam spektrumunu korur. Yiiksek safligi ve etkisinden dolayi,
saglikli ve saglam hiicre biiylimesi i¢in hiicre kiiltiirii ortamin1 desteklemek icin
gereken BPE hacmi, serum hacminin sadece bir kismidir, bu nedenle 6nemli maliyet

tasarrufu saglar.

3.1.2.4 EGF, Human Recombinant (THERMO)

EGF, hiicre kiiltiirii uygulamalarinda kullanim amagli biyoaktif bir proteindir.
EGF, spesifik hiicrelerin in vivo farklilagmasi tizerinde derin bir etkiye sahiptir ve hem
ektodermal hem de mezodermal kokenli gesitli kiiltiir hiicreleri i¢in gli¢lii bir mitojenik

faktordiir.

% Dimetil Siilfoksit (DMSO) (MERCK)

% Ultra Saline (LONZA)

s Tripsin-EDTA (LONZA)

% Tripsin Nétralize Soliisyonu (TNS) (LONZA)
% Sivi Azot (LN)

% Metanol (SIGMA)

s Kiristal Viyole (SIGMA)

% Trypan Mavisi (GIBCO)

23



3.2 YONTEMLER
3.2.1 Hiicre Kiiltiirii

Endiistriyel kimyasallar, ilag etken maddeleri, gida katki maddeleri gibi
kimyasal maddelerin ve diger cevresel etkenlerin genotoksik etkilerini belirlemek
insan ve hayvan saglifinin korunmasi i¢in ¢ok 6nemlidir. Uluslararas1 standartlara
uygun bir kimyasalin genotoksik etkisini arastirmak i¢in, 6nceden belirlenen birgok
deney uygulanmasi gerekmektedir. Bu deneyler 6nce in vitro olarak baslamakta daha
sonra in vivo testler, in vitro testleri izlemektedir (Corvi ve ark., 2013). Calismamizda,
mesane kanser hikayesi olmayan bobrek nakli dondrlerinden elde edilen mesane
dokusundan izole edilmis {rotelyal hiicrelerden o6zel olarak tiiretilmis ve
oliimsiizlestirilmis insan transforme olmayan mesane epitel hiicre hatti (h\TERT-Uro)
hTU1-38 kullanilmistir (Kim ve ark., 2011; Speer ve ark., 2017). Benzer fenotip,
karyotip, farklilasma ve kiiltiir biiylimesi karakterlerine sahip olan hTU1-38 ve
benzerleri 6liimsiiz HBLAK ve hTERT-NHU gibi hiicre hatlarinin, tirotelyal in vitro
karsinogenezi, kanser gelisiminin erken durumlari, {irotelyumu etkileyen baska
hastaliklari, kanser ilaglarinin tiimor 6zgilliigi caligmalarinin yani sira normal
tirotelyal hiicre/doku biyolojisi ¢aligmalarinda kullanilabilecegi belirtilmistir (Fadl-
Elmula ve ark., 2000; Georgopoulos ve ark., 2011; Kim ve ark., 2011; Hoffmann ve
ark., 2016). Tezde uygulanan deneylerde PIO’un hTUI1-38 hiicreleri iizerinde

sitotoksik etkisi ve neoplastik potansiyeli test edilmistir.

hTU1-38 hiicreleri; serumsuz keratinosit besiyerinde, 37°C’de, %95 nemde ve
%5 CO2’li inkiibatorde tutulmustur. Besi yerleri kiiltiir bakimi sartlarina uygun olarak
haftada iki defa ya da gerekli goriildiikce degistirilerek hiicrelerin gelisimleri

izlenmistir.

3.2.1.1 Hiicre Hattinin Coziilmesi

Kiiltiir islemlerine baslayana kadar hTU1-38 hiicreleri, -196°C sivi azot
bulunan tankta sivi azot buhar fazi icerisinde muhafaza edilmistir. Kiiltiir zamani
geldiginde sivi azottan ¢ikarilarak su banyosunda hafifce sallanarak ¢oziilmiis ve
sonrasinda dnce igerisindeki DMSO ve FBS uzaklastirilmak i¢in santrifiij edilmistir.

Santrifiij sonrasi altta kalan hiicrelerin iizeri alinip besiyeri eklenmistir. Sonrasinda

24



hiicreler uygun miktarda besiyeri igeren kiiltlir flask icerisine konulmus ve flask
fizyolojik pH’nin saglanmasi icin inkiibatore konulmustur. Serumsuz keratinosit
besiyeri iceren flask icerisine aktarilmis ve %5 CO2’li inkiibatorde 37°C’de ve %95

nemli ortamda inkiibe edilmistir.

3.2.1.2 Hiicre Hattinin Pasajlanmasi

hTU1-38 hiicreleri tam konfluent duruma geldiginde hiicreler split edilmeye
karar verilmistir. Pasaj yapilacak hiicrelerin besiyeri uzaklastirildiktan sonra, hiicreler
tizerine tripsin-EDTA eklenmis ve bes dakika beklenmistir. Tripsin hiicrelerin flask
tizerinde bulunan proteinlerle olan baglantilarin1 kirarak hiicreleri yiizeyden
kaldirmaktadir. Bekleme siiresi sonrasinda, flask igerisine esit miktarda tripsinin
etkisini nodtralize soliisyon (TNS) eklenmistir. Seyreltilmis hiicre siispansiyonu, steril
falkon tiipline alinarak santriflij edilmistir. Sonrasinda siipernatant uzaklastirilmis
pellette bulunan hiicrelerin {izerine sayim i¢in tekrar 2-4 ml besiyeri eklenerek
igerisinde siispanse edilmistir. Hiicre siispansiyonunun 10 pl’si esit hacimde tripan
mavisi ile karigtirilarak sayim lamlarina yiiklenmis ve hiicre sayim aletinde mililitre
soliisyon icerisindeki hiicre sayis1 ve canlilik orani tespit edilmistir. Sayim sonrasi
hiicre soliisyonu ve besiyeri yapilacak ¢aligmanin amacina uygun oranda pipetlenerek
ekimler yapilmistir. Yeterli hiicre saglanincaya kadar bu isleme devam edilmistir. Her

islemde tiretilen bir miktar hiicre ise dondurularak saklanmastir.

3.2.1.3 Hiicre Hattinin Dondurulmasi

In vitro kiiltiir pasajlamasi hiicre hatlarinda geri déniisiimii olmayan genetik
degisiklige sebep oldugu ig¢in, uzun siire pasajlamada kalan hiicreler baslangic
hiicrelerinden daha farkli karakterlere sahip olabilir. Bunun engellenmesi ve
deneylerin ayn1 pasaj seviyesinde tekrarinin saglanmasi i¢in, hiicre kiiltiirleri diizenli
olarak kisa ve uzun siireli s1v1 azotta stoklanmistir. Stoklanma i¢in, bir milyon hiicre
Iml’lik %80 besiyeri, %10 DMSO ve %10 fetal bovine serum karigimi igeren
kriyojenik tiipler igerisine konulmustur. Kriyojenik tiipler, termal soku engellemek
icin 1 gece siireyle -80°C tutulmus daha sonra sivi azot tankina -196°C’ye transfer

edilmistir.
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3.2.1.4 Hiicre Sayim

Hiicre kiiltliriiyle ¢alisirken, hiicrelerin besin ortamindaki yogunlugunu ve
canliligmi belirlemek ¢ok oOnemlidir. Deneylerin kontrol altinda yapilabilmesi
acisindan ekilen hiicrelerin miktar1 biiyiik 6nem arz etmektedir. Bu agidan hiicre

kiiltiirlerinde yapilan hiicre sayimlarinin hassasiyeti biiyiikk 6nem arz etmektedir.

Hiicreler tripan mavisi [Cs4H28NsO14S4] ad1 verilen negatif yiiklii bir boya ile
boyanmuistir. Hiicre zar1 saglikli olan hiicrelerde tripan mavisi, hiicre igerisine giremez.
Cansiz olan hiicreler, boyay1 absorbe ettikleri i¢in, maviye boyanirlar. Hiicreler tripan
mavisi i¢erisinde uzun siire birakilacak olursa canli hiicrelerde boyay1 absorbe edecegi
i¢in bu testin seri bir sekilde tamamlanmasi gerekir. Bizim deneylerimizde 10 pl hiicre
stispansiyonu, 10 pl %0.4’1liik tripan mavisiyle karistirilmis ve bu karigimin 10 pl’si
hiicre sayim lammna aktarilarak &lgiim yapilmistir. Olgiim sonucunda canli hiicre,

cansiz hiicre, toplam hiicre ve hiicre canlilik oran1 belirlenmistir.

3.2.2 Deney Plani ve Gruplar

Deneylerimizde negatif kontrol, PIO dozlari iki grup kullanilmistir. Biitiin
gruplar 24, 48 ve 72 saatlik uygulamalara maruz birakilmistir. Transformasyon
testinde sadece 72 saatlik uygulama siiresi kullanilmistir. Soft agarda ise en az 4 hafta

beklenmistir. Soft agarda transformasyonda toplanan odaklar kullanilmistir.
3.2.2.1 Negatif (Coziicii) Kontrol Grubu

Negatif Kontrol grubu hicbir etkinin beklenmedigi gruptur. Bu gruptaki
hiicreler % 0.1 DMSO igeren besiyeri igerisinde bekletilmistir.

3.2.2.2 Pioglitazon Dozlar1

Toz halindeki PIO % 0.1 DMSO iginde ¢oziilerek stok ¢ozelti hazirlanmais,
daha sonra saf su ile istenen konsantrasyonlarda PIO ¢ozeltileri elde edilmistir. MTT
testinde kullanilmak iizere PIO i¢in belirlenen dozlar Cizelge 3.1°de gosterilmistir. Bu
PIO dozlar1 24, 48 ve 72 siirelerde hTU1-38 hiicrelerine uygulanarak hiicre canlilig
ve buna bagli ICso MTT testi ile belirlenmistir.
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Cizelge 3.1 MTT Testinde Uygulanan PIO Dozlar

Pioglitazon (uM)

1. DOZ 1

2.DOZ 2,5
3.D0OZ 5

4.DOZ 10
5.00Z 25
6.D0OZ 50
7.D0Z 100
8.DOZ 250

3.2.2 MTT Testi

3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum-bromiir (MTT) bir tetrazol-
yum tuzu ¢esitidir. Yapi1 olarak heterosiklik olan organik bir bilesiktir (Altman, 1976).
MTT tuzlar, indirgendiklerinde formazan denilen bir yapiya doniisiirken; renklerinde
de saridan mora kayma goriilmektedir. Tetrazolyum halkasinin kirilmas: ve
indirgenmesi, sadece aktif mitokondri tarafindan yapilabilmektedir. Bu nedenle bir
hiicre kiiltiirti, MTT ile muamele edildiginde renk reaksiyonu yalnizca canli hiicrelerde
gbzlenir ve Oli hiicreler tetrazolyum bilesiklerini kullanamadiklar1 ig¢in renk

degisimine katki sunmazlar (Mossman, 1983; Riss ve Moravec, 2004).

Uygulanan deneylerde hiicre canliligin1 6lgmek i¢in MTT testi kullanilarak

yapilmistir. PBS igerisinde %5’°lik MTT soliisyonu hazirlanmistir. MTT ¢ozeltisi 1s18a
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duyarli oldugu icin -4°C’de karanlikta saklanmistir. insektisite maruz birakilan
hiicrelerin kuyucuklarina 20 pl yiizdesel olarak yiizde 10 givart MTT g¢ozeltisi
eklenmis ve kiiltiir kaplar (hiicre kiiltiirii) inkiibator igerisinde 3-4 saat siireyle inkiibe
edilmistir.  Inkiibasyon sonrasinda MTT iceren besiyeri kuyucuklardan
uzaklastirilmistir. Kuyucuklar igerisinde olusan formazon kristallerinin ¢6ziilmesi igin
DMSO eklenmis ve 15 dk. beklenmistir. Tetrazolium’un indirgenmesi sonucu olusan
formazani iceren ve renk degistiren mor renkli soliisyonun absorbansit 570 nm’de
spektrofotometrik olarak Slgiilmiistiir. Absorbans degerlerinin ortalamalari1 alinmig ve
blank (sadece besiyeri absorbans degeri) ¢ikarilarak degerlerin normalizasyonu

gerceklestirilmistir.

3.2.3 Transformasyon (Kontak Inhibisyon) Testi

Fibroblast hiicrelerinin, in vitro olarak karsilastigi durumlarda gosterdikleri
davraniglarin1 agiklayan temas inhibisyonu 50 yildan daha uzun bir siire 6nce
kesfedilmistir. Normal hiicreler c¢ikintilarini geri ¢ekerler ve temas yoniini
degistirirler. Bozulan hiicre sekresyonu sonucu hiicreler degisik yonelimler

gosterebilir (Abercrombie ve ark., 1954; Hendrix ve ark., 2007).

PIO’un mesane kanseri potansiyeli hakkindaki tartismalardan yola ¢ikarak
mesane dokusundan elde edilen hTU1-38 normal hiicrelerinde bu potansiyelin
belirlenmesi amaciyla transformasyon testi uygulanmistir. Uygulama oncesi hiicreleri
cogaltmak amaciyla ekim yapilmistir. 60 mm’lik petrilere her bir konsantrasyon i¢in 4
ml besiyeri ile 2x10° hiicre ekimi yapilip 48 saat beklenmistir. Hiicreler yeterince
konfluent oldugunda belirlenen 3 doz (72 saatlik MTT sonucu belirlenen ICso degeri
40 uM, ¥2’s1 20 uM ve %4’ 10 uM) uygulanmistir. Petriler her giin gézlenerek ve %80
doluluga ulastiginda her bir konsantrasyon 2 ayr1 petriye ayrilarak ekim yapilirken
sonraki her asamada her petri i¢in 1’er tane ekim yapilmigtir. Tiim gruplarin 3 gilinde
bir besiyerleri degistirilerek odak olusumu her giin mikroskop altinda petrilerin
incelenmesi ile takip edilmistir. Odak olusumu gozlenirken ayn1 zamanda hiicrelerin
invert mikroskopta resimleri periyodik olarak ¢ekilip aradaki fark da gdézlenmistir.
Odak olusumlar1 diizenli olarak fotograflanmistir. Test protokolii kapsaminda odak
olusumlar1 en fazla 10. pasaja kadar incelenerek deney sonlandirilmaktadir. Deney

sonunda mikroskopta belirlenen odaklarin yerleri petrinin alt taraflarindan
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isaretlenmis ve odaklar toplanmadan 6nce petriler ultrasaline ile yikanmistir. Vazelinle
birlikte sabitlenen plastik halkalar igaretlenen odaklara yerlestirilmistir. Halkalarin
igerisine tripsin damlatilip 5 dakika beklenmis sonrasinda TNS eklenerek tripsin
noétralize edilmistir. Bu sayede ¢evredeki normal hiicrelere dokunulmadan istenilen
odaklar toplanip ¢ogaltilmak tizere 6 kuyucuklu kiiltiir plakalarina ekilmistir. Odaklari
alinan petriler crystal violet ile boyanip resimleri ¢ekilip saptanan odaklar sayilmistir

(Xie ve ark., 2009).

2 tanasinl sec ve soft agara ekim yap

i OO 0000 000® N PN

................................

10, paga )
10. pasajdan 10. pasajdan sonra rasgele § tane petriyi

sonra sonlandir .
set ve soft agara ekim vap

Sabpdihpd e b sdos

Sekil 3.2 Transformasyon Test Protokoliine Gore Kiiltiir Kaplarina Ekim Semasi
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Sekil 3.3 PIO Uygulamasi Sonrast Transforme Olan hTU1-38 Hiicrelerinin
Olusturdugu Odaklarin Genel Goriintiisii (4x)

ST o

P . : 'g}":‘ 100 um

Sekil 3.4 PIO Uygulamasi Sonrast Transforme Olan hTU1-38 Hiicrelerinin
Olusturdugu Odaklarin Genel Goriintiisii (20x)
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3.2.3.1 Kfristal Viyole Boyama

Kristal viyole boyasi, 2.5 gr kristal viyole boyasinin 800 ml metanol igerisinde
¢Ozlinmesiyle hazirlanmistir. Bunun tizerine 100 ml %37’°lik formaldehit ve 100 ml
deiyonize su eklenmistir. Sonrasinda boyama islemine baglamak i¢in petriler i¢indeki
besiyerleri uzaklastirilmistir. Petriler 2 kere ultrasaline ile yikandiktan sonra igerisine
metanol koyulup oda sicakliginda 20 dakika beklenmistir. Bu iglem sayesinde
hiicrelerin boya almasi kolaylastirilmistir. Metanol dokiildiikten sonra kristal viyole
koyulup hiicrelerin boyanmasi i¢in 30 dakika beklenmistir. Uygulama sonras1 boya
tekrar kullanilmak i¢in kabina koyulmustur. Petriler yikamak amaciyla muslugun
altina bir kap birakilmigtir. Bu kap muslugun altina getirilip su hafiften agildiktan sonra
petriler yavasca kabin igine daldirilip yikanmistir. Bir gece kurumasi i¢in kuruma
kagitlarinin iizerine birakilan petrilerin resimleri ¢ekilip odaklarin sayisi saptanmistir

(Schwartz, 1983).

3.2.4 Soft Agar (Ankoraj-bagimsiz Biiyiime) Testi

Tiimor ilerlemesinin in vivo mekanizmalarinin arastirilmasindaki dogal
zorluklar g6z oniine alindiginda, hiicrelerin yari-kat1 matrislerde cogalma yetenegini
Olcen yumusak agar koloni olusumu deneyi gibi hiicre bazli deneyler, kanser
arastirmasinin bir 6zelliginin kullanilmasiyla iligkilidir. Bu teknigin konvansiyonel 2D
tek tabakali veya 3D sfero hiicre kiiltiirii analizlerine gére dnemli bir avantaji, 3D
hiicresel ortamin in vivo goriilene yakin bir sekilde taklit edilmesidir. Onemli olarak,
yumusak agar tahlili ayn1 zamanda, etkilerini titizlikle test etmek i¢in ideal bir yol
saglar (Horibata ve ark., 2015). Baglanma ankoraj-bagimli hiicreler ¢ogalmak icin
bulunduklar1 ortamda bir yiizeye tutunma ihtiyact duyarlar. Baglanma-bagimsiz
hiicreler ise ¢ogalmak i¢in bulunduklar1 ortamda herhangi bir yiizeye tutunma ihtiyaci
duymazlar. Bu davranis c¢ogunlukla transforme olmus hiicrelerin 6zelligidir.
Baglanma-bagimsiz hiicrelerin biiytimesi, hiicre kiiltiir kaplarinda daha gelisigiizel ve
rastgele goriiniir. Davranis olarak normal hiicreler gibi monolayer olmak yerine

gelisiglizel yayilim gosterirler.

Calismamizda transformasyon testi ile odaklar toplanmis ve baglanma-bagiml
veya -bagimsiz olup olmadiklari soft agar testi ile belirlenmistir. Soft agar testi i¢in

oncelikle agar ¢ozeltisi hazirlanmistir (Xie ve ark., 2009):
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+ 250 ml’lik cam siseye 100 ml distile su ve 1.8 g Difco Bactor-Agar
eklenmistir.

+ Kapag hafif gevsek sekilde 20 dakika otoklavda steril edilmistir.

Agar cozeltisi hazirlandiktan sonra Oncelikle alt tabaka hazirlanmistir. %28
agar ¢ozeltisi ve %72 Keratinosit SFM besiyeri karisimi hava kabarcigi olmadan 6
kuyucuklu plakalara zemini kaplayacak sekilde damlatilmistir. Petriler yaklagik 1 saat
sogumasi i¢in buzdolabinda bekletildikten sonra donmus olan agar-besiyeri
karisiminin {izerine hiicre ekimi yapilmistir. Ekimi yapilacak hiicrelerin %18 agar %82
besiyerithiicre karisimi hazirlanmistir. Her bir kuyucuga 2.5x10* seklinde ekilen
hiicreler daha sonra invert mikroskopta giinliik olarak izlenmis ve koloni olusumu 4
hafta boyunca go6zlenmis ve goriintiilenmistir. 4 haftanin sonunda kuyucuklar
boyamak i¢in Oncelikle 9.5 ml steril suya 500 ul NBT (4-nitro-blue-tetrazolium
chloride) eklenerek boyama soliisyonu hazirlanmistir. Bu karisim %10 sulandirilmig
ve her bir kuyucuga 200 ul %5’lik damlatilmistir. Kolonilerin bu soliisyon ile
boyanmasin i¢in 1 gece etiivde bekletilmistir. Daha sonra kuyucuklarin resimleri

cekilerek deney sonlandirilmistir. Elde edilen koloni resimlerinden Image-J goriintii

analiz yazilimi kullanilara koloni sayilar tespit edilmistir.

Sekil 3.5 Transforme hTU1-38 Hiicrelerinin Soft Agarda Olusturdugu Koloniler (10
uM PIO Uygulamasi/2. Tekrar)
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Sekil 3.6 Transforme hTU1-38 Hiicrelerinin Soft Agarda Olusturdugu Koloniler (10
uM PIO Uygulamasi/3. Tekrar)

3.2.5 istatistiksel Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Tezde sunulan veriler tiim deneyler i¢in ii¢ tekrarin ortalamasini ve = SE ifade
eder. Deney gruplarindan elde edilen verilerin homojenligi ve gruplar arasindaki
farklar SPSS programi kullanilarak tek yonlii varyans analiz metodu (ANOVA) ile
analiz edilmistir. Gruplar arasindaki farkliliklarin istatistiksel olarak 6nem dereceleri

Student’s t testi ile karsilastirilarak belirlenmistir (p<0.05).
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4. BULGULAR VE TARTISMA
4.1. BULGULAR
4.1.1. MTT Test Sonuclari

MTT testi uygulama siiresi sonras1 kuyucuklarda mitokondriyal aktivitenin
Olgiilerek canli hiicrelerin oraninin belirlendigi bir testtir. Bu test 6ncelikle PIO deney
dozlarinin belirlenebilmesi amaciyla hazirlanan bir doz skalasi belirlenmistir. Bu
belirlenen doz skalas1 24, 48, 72 saat siirelerince hiicrelere uygulanmistir. Bu amacla
96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina hTU1-38 hiicreleri besiyeri icerisinde 1x10%kuyucuk

olacak sekilde hiicre ekimi yapilmistir.

Hiicreler kuyucuklara 3 tekrarli olacak sekilde ekilmistir. Hiicreler ekildikten
24 saat sonra protokol dogrultusunda hazirlanan PIO kuyucuklarin igerisine toplam
hacmin %10’nu olacak sekilde uygulanmistir. Hiicreler 37°C’de, %5 CO:’li
inkiibatorde 24, 48 ve 72 saatlik siireyle PIO’a maruz birakilmistir. Uygulama
sonrasinda MTT protokolde oldugu gibi islemler gerceklestirilmis ve mikroplaka
okuyucu ile 570 nm’de absorbans degerleri okunmustur. Okunan absorbans
degerlerinin ortalamalar1 alinarak bunlardan blank degeri (sadece besiyeri konan
kuyucuklara besiyeri uzaklastirilarak eklenen ¢oziicii (DMSO) niin absorbans degeri)

cikarilip normalizasyon gerceklestirilmistir.

Cizelge 4.1 24 Saat’lik PIO Uygulamasi Sonras1 Olgiilen Absorbans ve Hesaplanan
Normalizasyon Degerleri

Konsantrasyonlar (uM) OD 570 nm+SE Veri dogrulama

(Veri-Blank) = Normalizasyon

1 1.09+0.019 1.02
2,5 1.02+0.134 0.94
5 1.03+£0.044 0.96
10 0.85+0.039 0.8
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Cizelge 4.2 24 Saat’lik PIO Uygulamasi Sonras1 Olgiilen Absorbans ve Hesaplanan
Normalizasyon Degerleri (Devami)

Konsantrasyonlar (uM) OD 570 nm+SE Veri dogrulama

(Veri-Blank) = Normalizasyon

25 0.73£0.008 0.66
50 0.75£0.003 0.68
100 0.68+0.021 0.60
250 0.46+0.032 0.39
Blanck 0.07 0

Cizelge 4.3 48 Saat’lik PIO Uygulamasi Sonrasi Olgiilen Absorbans ve Hesaplanan
Normalizasyon Degerleri

Konsantrasyonlar (uM) OD 570 nm+SE Veri dogrulama

(Veri-Blank) = Normalizasyon

1 0.60+0.137 0.53
2,5 0.57+0.109 0.50
5 0.48+0.055 0.41
10 0.44+0.228 0.37
25 0.47+0.115 0.40
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Cizelge 4.4 48 Saat’lik PIO Uygulamas1 Sonrasi Olgiilen Absorbans ve Hesaplanan
Normalizasyon Degerleri (Devami)

Konsantrasyonlar (uM) OD 570 nm+SE Veri dogrulama

(Veri-Blank) = Normalizasyon

50 0.44+0.078 0.37

100 0.33£0.016 0.26

250 0.15£0.009 0.08
Blanck 0.07 0

Cizelge 4.5 72 Saat’lik PIO Uygulamast Sonras1 Olgiilen Absorbans ve Hesaplanan
Normalizasyon Degerleri

Konsantrasyonlar (uM) OD 570 nm+SE Veri dogrulama

(Veri-Blank) = Normalizasyon

1 0.57+0.082 0.51
2,5 0.63+0.024 0.56
5 0.53+0.054 0.46
10 0.47+0.018 0.40
25 0.39+0.026 0.32
50 0.37+0.017 0.30
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Cizelge 4.6 72 Saat’lik PIO Uygulamas: Sonras1 Olgiilen Absorbans ve Hesaplanan
Normalizasyon Degerleri (Devami)

Konsantrasyonlar (uM) OD 570 nm+SE Veri dogrulama

(Veri-Blank) = Normalizasyon

100 0.34+0.017 0.28
250 0.27+0.008 0.20
Blanck 0.07 0

24, 48 ve 72 saatlik uygulama siirelerinde hTU1-38 hiicrelerinin canlilik
degerleri asagidaki formiil ile hesaplanarak belirlenmistir.
Ortalama Dogrulanmis ilagh Kuyucugun Absorbans Degeri

Hiicre Canlihig1 = X 100
uere Lanihist Ortalama Dogrulanmis Kontrol Kuyucugun Absorbans Degeri

Bu degerlere gore, 24, 48 ve 72 saat uygulama siirelerinde PIO ile test
edildiginde insan hiicrelerinde hiicre canlilik verileri ayr1 ayn ¢izelgelerde ve bu

bulgulara dayanarak c¢izilen grafiklerde gosterilmistir.

Cizelge 4.7 24, 48 ve 72 Saat’lik PIO Uygulamalar1 Sonras1 HTU1-38 Hiicrelerinin
Oransal Canlilik Sonuglari

Konsantrasyonlar (uM) 24 saat 48 saat 72 saat
Sitotoksisite Sitotoksisite Sitotoksisite
Kontrol 100 100 100
1 95.99 94.66 83.39
2.5 88.97 88.55 92.66
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Cizelge 4.8 24, 48 ve 72 Saat’lik PIO Uygulamalar1 Sonras1t HTU1-38 Hiicrelerinin
Oransal Canlilik Sonuglar1 (Devami)

Konsantrasyonlar (uM) 24 saat 48 saat 72 saat
Sitotoksisite Sitotoksisite Sitotoksisite
5 90.37 73.04* 75.85
10 73.15* 66.31* 66.61*
25 62.15* 71.71* 53.13*
50 64.28* 65.48* 49.55*
100 56.99* 46.44* 45.38*
250 36.51%* 13.76%* 33.51*
110 +
100 - I
90 - N
80 - *
g 70 I { I {
)
= 60
< MW 24 saat
O 50 -
g I 48 saat
S 40 -
T W 72 saat
30 -
20 -
10 + I
0 ,
Kontrol 1 2,5 5 10 25 50 100 250
Pioglizaton Konsantrasyonlari (uM)

Sekil 4.1 24, 48 ve 72 Saatlik Uygulama Sonrasi Elde Edilen Hiicre Canliligi
Verilerinden Hesaplanan Canlilik Degerleri (p<<0.05)
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PIO insan mesane hiicrelerinde belirlenen 8 dozda ve 24, 48 ve 72 saat
uygulama siirelerinde sitotoksik oldugu belirlenmistir. PIO hiicre canliligin1 doza ve

zamana bagl olarak diigirmiistiir.

24 saatlik MTT uygulamasi sonucu hTU1-38 hiicrelerinin sagkalimi doza bagl
azalmistir. Hiicre canliligindaki bu diisiis ancak yliksek dozlarda %50 canliliga ulagmis
olup, en yliksek dozda (250 uM) %50’nin altina diigsmiistiir. Bununla birlikte dozlarda
hiicre canliliginda gozlenen bu azalis kontrole gore istatistiksel anlamda (p<0,05)

farkli bulunmamistir (Sekil 4.1).

PIO’un 8 dozu ile 48 saat maruziyet siiresi sonunda uygulanan MTT testi ile
benzer bir sekilde doza bagli sitotoksisite artisgi tespit edilmistir. Orta dozlara kadar
diisiik seviyede seyreden sitotoksisite degerleri 100 uM’lik dozdan itibaren ve
ozellikle en yiiksek {ic dozda onceki dozlara gore daha ciddi artis gostermistir. 48 saat
deney siiresinde hiicre canliliginda gozlenen bu diislisler istatistiksel olarak
degerlendirildiginde (p<0.05), 50-100-250 uM seklindeki en yiiksek ii¢ PIO dozunda
kontrol ile kiyaslandiginda anlamli bulunmustur (Sekil 4.2).

PIO’un hTUI-38 insan mesane hiicrelerinde 72 saat zaman noktasinda
sitotoksik etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan MTT testi ile doza bagl bir etki artisi
gozlenirken ayni zamanda bu en uzun uygulama siiresine gore ilgili insektisit
karistmimin séz konusu hiicrelerde 1Cso (IC=Inhibisyon Konsantrasyonu 50, hiicre
sayisini yariya indiren doz) degeri de belirlenmistir. Bu siirede hiicre canliligindaki
azalig diisiik dozlarda dahi diger uygulama siirelerine gore fazla olmustur. Bunun
yaninda, 8 dozluk skala g6z 6niine alindiginda 6. doz ve sonraki yliksek dort dozda da
hTU1-38 hiicrelerinin sag kalim oranlar1 dramatik bir sekilde diismiistiir. Bu dozlarda
ortaya cikan sitotoksisite seviyeleri kontrol ile karsilastirildiginda aradaki fark
istatistiksel anlamda 6nemli bulunmustur (p<0,05). Bu dozlar sirasiyla, 25, 50,
100,250 uM seklindedir (Sekil 4.3). ICso degeri ise 44,67 olarak belirlenmis olup, 72
saatlik maruziyet icin test edilen doz skalasinda hiicre canliliginin dramatik olarak

diismeye bagladig1 5. ve 6. dozlar arasinda yer almaktadir (Sekil 4.3).

Tezde ii¢ zaman noktasi i¢in uygulanan PIO konsantrasyonlarinin sitotoksisite

seviyeleri ve 72 saat uygulamasi sonucu belirlenen ICso degeri dikkate alindiginda; 40
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uM konsantrasyonu, MTT, kontak inhibisyon ve ankoraj bagiml testleri i¢in en
yiiksek doz olarak belirlenmistir.

4.1.2 hTU1-38 Hiicrelerinde Morfolojik Degisiklikler

Kontak inhibisyon testi sirasinda hTU1-38 hiicreleri mikroskop altinda 1 ay
boyunca gozlemlenmistir. Hiicrelerde kontrol ile kiyaslandiginda doz uygulanmasi
esnasinda ve pasajlamalarda morfolojik degisiklikler gozlenmistir. Hiicreler
olusturduklart morfolojileri itibariyle; bazilar1 yirtik ve pargali olmak iizere hasarl
sitoplazmaya sahip, bazilar1 biiyiik bosluklar1 olan halka goriiniimlii ve ¢ekirdekleri
anormal konumlanmistir. Polaritesini ve multigonal 6zelligini kaybetmis polimorf
hiicrelerin kiiltiirde pleomorfik kiimeler olusturdugu ve normal boyutlarindan farkl
olarak displazik/hipertropik goriinlimle uyumlu olduklar1 gbzlenmistir. Ek olarak
artmis pigmentasyona yorumlanabilecek sekilde graniile sitoplazmaya sahip hiicreler
de mevcuttur. Hiicreler kiiltiirdeki bu degisimleri sonucu monolayer yapisma
0zelliginin aksine st iiste bliylimeye devam etmis, 6zellikle belirlenen transformasyon

sonrasi, multifokal ve asir1 gelisme/gogalma gostererek Kkiiltlirtin  ilerleyen

zamanlarinda hipertropik durum sergilemistir (Sekil 4.2-3).

Sekil 4.2 PIO Uygulamasi Sonrast hTU1-38 Hiicrelerinde Gozlenen Morfolojik
Degisimler-1
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Sekil 4.3 PIO Uygulamasi Sonras1 HTU1-38 Hiicrelerinde Gozlenen Morfolojik
Degisimler-2

4.1.3 hTU1-38 Hiicrelerinin Transformasyonu (Kontak Inhibisyon Testi)

PIO’un hTU1-38 hiicreleri iizerindeki tlimorejenik potansiyelinin arastiriimasi
icin MTT testi sonuglari ile belirlenen dozlarda transformasyon testi uygulanmaistir.
Mesane hiicreleri PIO’un 10, 20 ve 40 uM’lik 3 dozuna 72 saat boyunca maruz
birakilmigtir. PIO’a maruz birakilan gruplarda hiicrelerin degisimi ii¢ giin boyunca
izlenerek goriintiiledikten sonra her doz ikiser tane olacak sekilde pasajlanmistir. PIO
uygulamasi sonrast hiicre kiiltiiriindeki degisimlere kontrol ve en yliksek doz

grubundan Ornekler asagida gosterilmistir (Sekil 4.4-5).
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Sekil 4.5 40 uM PIO Uygulanmis (72s) hTU1-38 Hiicreleri

[k pasaj sonrasi kontrol ile kiyaslanan gruplara ait hiicrelerde degisiklikler
goriilmiistiir. Hiicrelerde gozlenen morfolojik degisikliklere ragmen ilk pasaj sonrasi
odak olusumu goézlenmemistir. Kontrol grubu ilk pasaj sonrasi, en kisa siirede, 3. giin
konfluent hale gelmistir. Bu siireden iki giin sonra en diisiik doz (10 uM), daha sonra
7. glinde orta (20 uM) ve yiiksek doz (40 uM) konfluent duruma ulagmistir. Bu
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asamada kontrol ve gruplar pasajlanmustir. Tk pasaj sirasinda ayn1 giin cekilen farkli

doz gruplarimin kiiltiir goriintiileri asagida verilmistir (Sekil 4.6).

Sekil 4.6 PIO'un 72s'lik Uygulamas1 Sonunda Pasajlanan hTU1-38 Hiicreleri. Kontrol
(1), 10 uM (2), 20 pM (3), 40 M (4)

Hiicreler ikinci pasaj esnasinda gozlemlendiginde ilk transforme hiicre
olusumu en diisiik dozda goriilmiistiir (Sekil 4.7-8). Orta ve yiiksek dozlarda ise daha

sonraki giinlerde transforme hiicreler gdzlenmistir.
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Sekil 4.7 72s’lik 10 pM PIO Uygulamasi Sonrasi 1. Pasajdan ilk Transforme hTUI-
38 Hiicreleri (4X)

Sekil 4.8 10 uM PIO (72s) Uygulamasi Sonrasi 1. Pasajdan Ik Transforme hTU1-38
Hiicreleri (10X)

Deneylerin ilerlerleyen giinlerinde olusan transforme hiicreler bulunduklar
yerlerde iist liste cogalarak odaklar olusturmuslardir (Sekil 4.9). Odaklar gruplarda
genellikle iiciincii pasajda gozlenmistir (Sekil 4.10). 10 uM PIO dozunda 3. pasaj

sonunda yeterli sayida odak topladiktan sonra deney sonlandirilmistir. 20 pM ve 40

44



uM PIO gruplarinda ise deneyler 4. pasaj sonunda tamamlanmistir. Deneyler sirasinda
belirlenen odaklarin belirli giinlerde goriintiileri alinmistir. Gruplardaki odak
gelisimine bagl olarak gerceklestirilen ileri pasajlama islemleri sirasinda hiicrelerde
gbzlenen morfolojik degisimler ve odak olusumlarina ilaveten muhtemel PIO’un

etkileri sonucu hiicre tutunma/yayilma ve proliferasyon oranlarinda degisiklikler

gozlenmistir.

Sekil 4.10 Kontrol ve PIO Gruplarindan Toplanan Odaklar. Kontrol (1), 10 uM (2), 20
uM (3), 40 uM (4)
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Deney gruplarindan toplanan odaklar ¢ogaltilmak amaciyla 6 kuyucuklu kiiltiir
plakalarma ekilmistir. Elde edilen odaklarin bir kisimi ise ileri arastirmalarda
kullanilmak tizere dondurulmustur. Bunlardan bazilar1 (ankoraj bagimsiz biiyiime) soft
agar koloni olusum testinde (bir kismi ise transforme hTUI1-38 hiicrelerin
proliferasyon potansiyelinin parental hTU1-38 hiicreleriyle karsilastirilmasi amacli)

kullantlmistir.

Odaklarin toplandigi petriler odak sayilarinin belirlenmesi igin kristal viyole
kullanigsmis ve boyanan odaklar 1s1ik altinda isaretlenerek bir saya¢ yardimiyla
saytlmistir. 10 uM PIO dozu transformasyon (kontak inhibisyonu) tekrarlarinda
toplam odak sayis1 22 olup, petri basina ortalama 2.2 odak/petri bulunmustur. 20 uM
PIO dozunda 30 adet odak tespit edilmis ve 3 odak/petri sayisina ulasilmistir. 40 uM
PIO doz grubunda ise odak sayilar1 39 toplam ve 3.9 odak/petri seklinde tespit
edilmistir (Cizelge 4.5). PIO konsantrasyonlarinin artisina bagh olarak gruplardaki
odak sayilar1 da artmistir. Bununla birlikte doz yogunlugu baglh artis hiicrelerin

morfolojileri ve davraniglar iizerine etkisinin belirginligi gézlenmistir (Sekil 4.8-10).

Cizelge 4.9 hTU1-38 Hiicrelerinin Transformasyon (Kontak Inhibisyon) Testi Ile
Belirlenen Odak Sayilar

PETRI ve Tekrar SAYILARI 1.Doz 2.Doz 3.Doz
1. PETRI-1 1* 0* 3%
1.PETRi-2 4% 0* 0*
2. PETRI-1 2% 3% 11*
2. PETRI-2 3% 9% 0*
3. PETRI-1 2% 4* 0*
3. PETRI-2 6* 6%* 3%
4. PETRI-1 0* 4* 4*
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Cizelge 4.10 hTU1-38 Hiicrelerinin Transformasyon (Kontak Inhibisyon) Testi ile
Belirlenen Odak Sayilar1 (Devami)

PETRI ve Tekrar SAYILARI 1.Doz 2.Doz 3.Doz
4. PETRI-2 0* 2 9*
5. PETRI-1 0* 0* 3*
5. PETRi-2 4% 2% 6*

Transforme Hucrelerin Odak Sayilari

Sekil 4.11 Transforme Hiicrelerin Odak Sayilar
4.1.4 Soft Agar Koloni Olusum (Ankoraj-Bagimsiz Biiyiime) Sonuclari

Transforme olan hiicrelerin malignite potansiyellerini belirlemek amaciyla
ankoraj-bagimsiz biiylime ve koloni olusturma 6zellikleri soft agar testi uygulanarak
arastirilmistir. Transformasyona ugramis hTU1-38 hiicrelerinin olusturdugu ve kontak
inhibisyon testi sonunda toplanan odaklar, her bir PIO dozundan 4 ayr1 odak secilerek
her biri {i¢ tekrar olacak sekilde ve kontrol olmak {izere 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina

ekilmis ve koloni olusumu 4 hafta boyunca incelenmistir. Hiicreler her giin takip
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edilerek olusan koloniler tespit edilmis ve isaretlenmistir. Birinci giinden doérdiincii
haftanin sonuna kadar 2 gilinde bir goriintiilenerek koloni olusumlar1 ve kolonilerin

bliylimeleri izlenmistir (Sekil 4.11).

Sekil 4.12 Transforme hTU1-38 Hiicrelerinin Soft Agar'da Olusturdugu Kolonilerin
Ortalama 1 Hafta Arayla Biiylime Ornegi

4 haftanin sonunda kolonilerin sayilmasi amaciyla NBT ile boyanarak
fotograflanmistir (Sekil 4.12-15). Asagida sonuglari verildigi lizere, kolonilerin Image

J goriintli analiz yazilimi ile biiytikliiklerine gore sayimi yapilmistir.

Cizelge 4.11 PIO (10 uM) Uygulamas1 Sonrast hTU1-38 Hiicrelerinin Ankoraj-
Bagimsiz Biiytime (Soft Agar) Koloni Sayilar

Odak Numarasi 10 p< 10-100 p >100 p
ODAK 1 61+36.8%* 749+248.1* 225,34+55.7*
ODAK 2 211£102.4 803+247.0%* 329,7+58.8*
ODAK 3 49.3£15% 49.3£20.6 33+15.6
ODAK 4 360.7+171,8 282.3£73.7* 228.7+49.1*

KONTROL 17 21 14
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Cizelge 4.12 PIO (20 pM) Uygulamasi Sonrast hTU1-38 Hiicrelerinin Ankoraj-
Bagimsiz Biiyiime (Soft Agar) Koloni Sayilar1

Odak Numarasi 10 p< 10-100 p >100 p
ODAK 1 287.7£30.9 800,3+£81,3 432,7+91,2*
ODAK 2 92+74.6 311+54.1* 86.2+13.7*
ODAK 3 38.4+19.3* 131.9+40.4* 165.6+£21.1*
ODAK 4 71.3+41.6* 151.9+111.4%* 217.9453.5*

KONTROL 17 21 14

Cizelge 4.13 PIO (40 pM) Uygulamasi Sonrast hTU1-38 Hiicrelerinin Ankoraj-
Bagimsiz Biiylime (Soft Agar) Koloni Sayilar

Odak Numarasi 10 p< 10-100 p >100 p
ODAK 1 286+44.2* 2037.6+221,2%* 428.7+53.9*
ODAK 2 558+37.3* 25954+97.6* 357.3+£88.2*
ODAK 3 191.3£70* 1158.7+£73.9 313£13.3*
ODAK 4 106+7.8%* 916.7+£8.4%* 500+£31.2%

KONTROL 17 21 14




Soft Agar Koloni Sayilarn
25000

20000 *
15000

10000

N 1l aDm = W

Kontrol 10uM 20pMm 40uM

B1-10pm @10-100um [O100<um

Sekil 4.13 Soft Agar Koloni Sayilari

Sekil 4.14 Ankoraj-Bagimsiz Biiyliyen (Soft Agar) Koloni Goriiniimleri-Kontrol
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Sekil 4.15 Ankoraj-Bagimsiz Biiyliyen (Soft Agar) Koloni Goriiniimleri-10 uM

Sekil 4.16 Ankoraj-Bagimsiz Biiyliyen (Soft Agar) Koloni Goriiniimleri-20 uM

Sekil 4.17 Ankoraj-Bagimsiz Biiyiiyen (Soft Agar) Koloni Goriiniimleri-40 pM
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Ankoraj-bagimsiz test ortami (Soft agar) neoplastik transformasyon sonucu,
Ozellikle malgnitenin belirlenebildigi, hiicrelerin ¢ogalabildikleri saglikli hiicrelerin
cogalamadiklar1 bir ortamdir. Elde edilen verilerde en yliksek koloni sayis1 en yliksek
dozda saptanmustir. 72 saatlik PIO uygulamasi, transforme olan hTU1-38 hiicrelerinin
olusturdugu ve soft agarda biiyiiyen kolonilerin sayisin1 doza bagli bir sekilde artirdig:
gozlenmistir (Cizelge 4.8 ve Sekil 4.12-15). PIO dozlart uygulamasi sonrasi gruplarda
olusan koloni sayilar1 Student’s t testi kullanilarak kontrol ile kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli ¢ikmistir (p<<0.05). Normal iirotelyal hiicrelerde doza bagh
olarak in vitro neoplastik transformasyona yol agmasina paralel olarak, PIO’un
organizmada da timor olusumu ve karsinojenez potansiyeline sahip olabilecegini

gostermektedir.
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4.2 TARTISMA

Diyabet tedavisi i¢in sik¢a tercih edilen PIO’un mesane hiicreleri iizerinde
olumsuz etkileri ve mesane kanseri potansiyeli hakkinda tartigsmalar mevcuttur. Bu
konuda genel olarak biribirine zit goriisleri destekleyen kohort (grup) ¢alismalar
bulunmaktadir. Ayrica in vitro ve in vivo c¢alismalar da s6z konusudur. Tiim bu
calismalardan bazilarinda PIO’un mesane hiicrelerinde ¢esitli mekanizmalar1 bozup
hiicrelerin kanserlesmesine yol actig1 belirtilirken bazilarinda ise bu goriisiin aksi
yoniindeki diisiince desteklenmistir. Bu konudaki tartismalarin sonlandirilmasina katki
saglamak i¢in planlanip yiiriitilen bu tezde s6z konusu etken maddenin olasi

etkilerinin in vitro sistemde ¢esitli yontemlerle sinanmasi amaglanmigtir.

4.2.1 Sitotoksisite ve Morfolojik Degisimler

Calismamizda MTT testi sonucu elde edilen sitotoksisite verilerinde PIO un
hiicrelerin ¢ogalmasi lizerine sitotoksik etkisi oldugu belirlenmistir. Doz yogunluklari
ve uygulama siiresi arttik¢a hiicre canlilik orani diismiistiir. PIO’un 2 ile 10 pmol/L
arasinda degisen 5 farkli konsantrasyonun ve ayrica iki farkli PPAR ligandinin da
farkl1 konsantrasyonlarinin 24 saatligine test edildigi bir ¢aligmada hepsi insan
kaynakl1 bir1 non-neoplastik olan dliimsiizlestirilmis, diger ligli mesane karsinomlu
dort farkl trotelyal hiicre hatti kullamilmistir (Nakashiro ve ark., 2001). PPAR
ligandlarinin hiicre biiylimesi tizerine etkileri enzim-baglantili immiinosorbent testi ile
incelenmis bu sonuglar 72 saatlik hiicre kiiltiirii sonunda sayilan hiicre miktar ile
karsilastinlmistir. Ug giinliik hiicre kiiltiirii sayimimin 24 saatlik uygulama sonunda
enzim temelli bir testin Sl¢tiigli hiicre canliliy ile karsilastirilmasmin garipligi bir
yana, ¢aligmada sadece 72 saatlik PIO uygulamasi sonrasi hiicre sayim sonuglari
verilmistir. Buna gore, PIO, 253J hiicreleri harig, diger neoplastik ve non-neoplastik
insan iirotelyal hiicre hatlarinda proliferasyonu inhibe etmistir. Calismanin sonug
kisminda, arastiricilar non-neoplastik hiicrelerin PPAR ligandlarin sitosidal etkilerine,
ilgili genlerin PPAR ekspresyonu bakimindan transkripsiyonel etkinliklerinden dolay1
oldukca duyarli olduklar1 sonucuna varmiglardir ki bu PIO MTT bulgulariyla
celismektedir. Bununla birlikte, ayni arastiricilar, Yang ve ark. (2018)’nin kronik

siirelerde mesane kanser tedavisi i¢in kullanilma Onerilerinin aksine, PPAR
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ligandlarinin normal hiicreler {izerindeki sitotoksik etki potansiyellerine dikkat

cekmistir.

Sonuglarin karsilagtirilabilmesi acisindan 6zetle, Nakashiro ve ark. (2001) ile
Kawakami ve ark. (2002)’nin sonuglar1 PIO’un sirasiyla; mesane kanser hiicreleri
tizerine tedavi edici etkisinden 6nce normal iirotelyal hiicrelerde ciddi sitotoksik
etkiler ortaya ¢ikarabilecegini ve insan normal {irotelyal hiicrelerde proliferasyonu

baskiladigini ortaya koymustur.

Yang ve ark. (2005)’nin renal karsinom hiicrelerinde yaptig1 ¢alismada PIO’un
apoptozu tesvik ettigi bildirilmis olup antikanser potansiyeli olabileceginden
bahsedilmis, Chaffer ve ark. (2006) ise PIO’un metastatik mesane karsinomlu

transisyonel hiicrelerde proliferatik etkisinin olmadigini rapor etmislerdir.

Bu tezin hiicre canliligi verileri ile uyumlu sonuclara ulasilan baska bir
calismada, diger tic PPAR alt tiirliniin agonistleri yaninda PIO ile ayn1 grup bir
diyabetik olan PPARY agonisti troglitazon (TZ) un normal insan {irotelyal hiicrelerde
proliferasyona ve farklilagmaya etkileri incelenmistir. 10 nM ile 100 pM arasinda bir
doz yelpazesinin 6 giline kadar uygulandig1 arastirma sonucu, 5 UM ve daha diisiik
dozlarda uygulandiginda kiiltiir biiylimesinde kiiciik bir inhibisyon disinda énemli bir
farklilik olmamistir. Fakat 5 pM’dan daha biiyliik PPARs ve PPARY agonist dozlari
hiicre oliimiine sebep olmustur. Burada, hiicredeki hareket tarzi, hedef ve etki
mekanizmasi agisindan ayni olan thiazolidinedion grubu PPARYy agonsitleri TZ ve
PIO’un karsilistirilmast uygun olacaktir. Calismamizda 1-250 uM arasinda degisen
sekiz dozun 24, 48 ve 72 saatlik uygulamalarinin MTT analizi sonucu PIO’un insan
normal-0liimsiiz mesane hiicrelerinde doza ve zamana bagl bir sekilde sitotoksik
etkisi gosterilmistir. Her iki ¢aligmada da benzer deney sartlarinda ayni gruptan iki
etken maddenin benzer hiicresel etki ortaya ¢ikardigr sOylenebilir (Varley and

Southgate, 2008).

Suzuki ve ark. (2010)’daki bir makalelerinde, Varley ve ark.’min PPARYy
agonistlerinin, iirotelyal hiicre kiiltiiriinde otokrin ile uyarilan epidermal biiyiime
faktorli reseptdr yolagmin inhibisyonu sonucu, hiicre proliferasyonu ve farklilagsma

potansiyelini engelledigi sonucuna vardiklarin1 belirtmislerdir. Suziki ve ark., bu
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sebeple ve kendilerinin Sican iirotelyal hiicre hattinda yaptiklar1 deneyler sonucu,
PPARYy agonistlerinin iirotelyum {tizerine direkt bir mitojenik etkilerinin miimkiin
olmadigimi belirtmislerdir. S6z konusu arastiricilar, kiiciik benign bir nodiilden elde
edilmis Sican mesane epitel (MYP3) hiicre hattinda, 5 uM’lik PIO’un 72 saatlik
uygulamasi sonrasi hiicre dongiisiiniin tiim aktif sathalarinda mevcut olan ve 6zellikle
stirecin S fazinda dikkate deger bir artig gosteren ve hiicre proliferasyonu ile siki iligki
icinde olan Ki-67 proteinini igeren bir etiketleme yontemiyle proliferasyon tespiti
yapmis ve sonugta PIO’un deney sartlarinda Ki-67 isaretleme indeksini kontrole gore
istatistiksel anlamda diislirdiigiinii agiklamislardir. Suzuki ve ark.’1 bu ve daha onceki
calismalarina dayanarak, PIO’unu da igeren thiazolidinedionlarin hiicre kiiltiiriinde
Sican trotelyal hiicre proliferasyonunu baskiladigini ve hatta farklilagmay1
giiclendirdigini sdylemelerine ragmen bunun Siganlara 6zgii bir fenomen oldugunu
fakat bu ajan ile tedavi edilen insanlarda bir iirotelyal kanser riskine sahip olmadigin

da iddia etmislerdir.

Bu tezde insan mesane hiicresi hTU1-38’da yiiriitiilen mitokondri bazlh
metabolik aktiviteye dayali hiicre canlilig1 deneyleri sonucu goriilen doza ve zamana
bagli goriilen ¢ogalma inhibisyonunun direkt bir etki olup olmadigina ya da hangi
hiicresel yolagin bozulma veya baskilanmasi sonucu gergeklestigine yonelik bir yorum
yapabilmek, mekanistik bir yaklagimla ileride yapilacak incelemeler sonucu miimkiin
olabilir. Ancak, tezde transformasyon deneyleriyle parental hiicrelerden morfolojik ve
kiiltiir davranis1 bakimindan farklilagtig1 belirlenen ve tiim doz uygulamalar1 sonucu
olusan odaklarda ayri ayr1 alinan transforme hiicreler ile parental hiicreler, bu tez
kapsam1 disinda yapilacak farkli deneylerin alt yapisini olusturmasi agisindan hiicre
proliferasyonlar1 bakimindan karsilastirilmistir. 48 saatlik kiiltlir sonucu hiicre sayim
cihazi ile belirlenen sayim sonuglarina gore; transforme hiicrelerin proliferasyon
oranlar1 kontrol parental hiicre proliferasyonundan doza baglh bir sekilde %50 ile

%300 arasinda bir artig gosterdigini belirtmemiz gerekir.

Yang ve ark. (2018)’nin gegen yil yayimladigt PIO ile ilgili bir ¢caligmada
yapilan MTT analizi i¢in Rat normal {iriner transisyonel epitel (NUTE) ve insan tiiriner
karsinom (J82) hiicrelerinin cogalmasi iizerindeki etkilerini degerlendirmek tizere 24,

48 ve 72 saat boyunca NUTE ve J82 hiicreleri 5, 10, 20 veya 40 pumol/L PIO ile
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muamele edilmistir. Diisiik (5-10 pmol/L) veya yiiksek (20-40 pmol/L) PIO
konsantrasyonlarinin J82 hiicrelerinin proliferasyonu iizerinde anlamli bir etkisi
olmadigi, bununla birlikte, NUTE hiicrelerinde ise 10 pumol/L PIO’un, kontrol
grubuyla karsilastirildiginda 24 saat sonra proliferasyonu énemli dl¢lide inhibe ettigi
goriilmistiir. Dahasi, hiicreler 48 saat ve 72 saat boyunca veya 20 pmol/L PIO ile
muamele edildiginde hiicre canliliginda dramatik diisiisler oldugu bununla birlikte
Annexin V ile yapilan Olgiimde 72 saatlik uygulamada yiiksek apoptoz orani
gozlenmistir. Boylece, calismamizda hiicre canlili1 tespitinde kullanilan PIO doz
skalasinda yer alan benzer doz ve siire uygulamalar1 sonrasi farkli bir organizma da
olsa benzer hiicre hattinda elde ettigimiz doza ve zamana bagli sitotoksisite
sonuclarimizla paralel gosteren farkli orijinli (Sican NUTE) {iriner sistem epitel
hiicrelerde PIO’un hiicre ¢cogalmasini zamana ve doza bagh bir sekilde inhibe ettigi ve
kontrolle karsilastirildiginda morfolojik degisimlerin de buna eslik ettigi
belirlenmistir. Ayn1 ¢alismada insana ait karsinom hiicre hattinda ise anlamli bir
proliferasyon diisiisli gozlenmemistir. Buna ragmen, hiicre dongiisii ve apoptotik yolak
proteinlerin ekspersyonuna dayanarak PIO kullaniminin Sican normal tirotelyal NUTE
hiicrelerinde 1. dokuya has apoptozise neden olsa da 2. mesane kanseri riskini
artirmadigr ve {stelik 3. kronik siireclerde mesane kanser hiicrelerinin timor
olusturmasin1 azaltabilece8ini ileri siirmiiglerdir. Biitiinsel bir bakis agisiyla,
calismanin  bulgularina ragmen boyle bir sonuca varilabilmesi; hiicre
karakterizasyonu, organizmalarda tlimor olusum siiregleri ve neoplastik
transformasyon/kanser ~mekanizmalar1 ve bunlarin  molekiiler karmasikligi
diisiiniildiiglinde anlasilmas1 glictiir. Arastiricilar tarafindan hiicre proliferasyonunun
bozulmast ve apoptozdan kacinmanin kanser hiicrelerinin iki 6zelligi oldugunun
belirtilmesi dikkate degerdir, ¢linkii tezimizde PIO hiicre canliligin1 doza ve zaman
bagli olarak diisiirirken hTUI-38 hiicrelerinin farklilagsmasin1 da dogurmustur.
Morfolojik gézlemlerimiz ve daha sonra parental hTU1-38 hiicreleri ve transforme
hiicreler ile yapilan ve transforme hiicrelerin parental proliferasyonun 3 katina kadar
cogaldigini gosteren proliferasyon olgiimleri bu hiicrelerin farklilastigini ve hiicre

dongiisiinlin bozuldugunu desteklemektedir.

Bununla beraber, Tsubaki ve ark. (2018)’nin ayn1 zamanlarda yayimladig bir

baska ¢alismada mesane transisiyonel hiicre karsinomu dahil ¢esitli kanser hatlarinda
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10, 25, 50 ve 100 uM PIO’un 24, 72 ve 120 saat uygulamasinda kaspaz bagimsiz bir
yolla apoptozu indiikledigini gostererek Yang ve ark.’nin son varsayimini

desteklemistir.

Kim ve ark., (2019) bu y1l yayimladiklar1 ¢calismalarinda, insan mesane epitel
hiicrelerinden (HbIEpC) tiiretilen hiicrelere, yiliksek glukoz ve insiilin ile metformin
(MET) veya PIO ile muamelesi sonrasinda MTT testi ile hiicre canliligim
belirlemislerdir. Deney sonucunda PIO’un diisiik ve yiiksek glukoz igeriginde hiicre
canliliginin doza (2.5-25 uM) ve zamana (24 ve 72 saat) bagh bir sekilde diistiiglinii
bildirmislerdir. Deneylerimizde ulasilan sonuglara benzer olarak, Kim ve ark. da 72
saatlik uygulamada kontrole gore istatistiksel oneme sahip dramatik disiisler
gormiislerdir. Ancak, kontrol edilemeyen yiiksek glukoz ve insiilin seviyelerinin
HbIEpC’lerde anormal hiicre dongiisii ve proto-onkogenik proteinlerin ekspresyonuna
yol actigini ve bunun mesane epiteli hiicre dongiisiiniin diizenlenmesi ve onkogenik
protein ekspresyonu i¢in uzun siireli PIO kullaniminin oldugundan daha kritik bir

etken oldugunu ifade etmislerdir.

4.2.2 Transformasyon (Kontak Inhibisyon) Testi

Avrupa Ilag Ajansi (European Medicines Agency=EMA)’nin resmi internet
sitesinde yer alan 9 Haziran 2011 tarihli aciklamada, Fransa Ulusal ila¢ ve Saglik
Uriinleri  Giivenligi Ajanst (ASNM)’nin “Pioglitazon” iceren ilaclarin satigi
Fransa’da durdurma karari aldiklarini Avrupa Ilag Ajansi’na bildirdikleri ifade
edilmektedir. Fransa’da 2006 ve 2009 yillar1 arasinda antidiyabetik ila¢ alan hastalar
tizerinde yapilan incelemeler sonucunda PIO’un mesane kanseri riskini arttirdiginin
ortaya c¢ikmasi Fransa ASNM’n1 PIO igeren ilaglarin satilmasint durdurma karari
almaya yoneltmistir. Avrupa Ilag Ajansi agiklamasinda, ASMN kararinin antidiyabetik
ilaglarin fayda ve risklerine iliskin hali hazirda Avrupa ¢apinda yapilmakta olan
gozden gecirme c¢alismalariin sonucglarinin  beklenmeden alindigina dikkat
cekilmektedir. Avrupa Ilag Ajansi’nin sz konusu aciklamasinda, EMA Beseri
Kullanim i¢in T1bbi Uriinler Komitesi (CHMP), PIO igeren ilaglarin mesane kanseri
riskini artirip artirmadigini incelemek iizere Mart 2011 tarithinden itibaren Avrupa
capinda PIO maddesi iceren ilaglar1 gézden gecirmeye basladigi belirtilmektedir.
Komite, bu siiregte farmako epidemiyolojik arastirmalari, g¢esitli klinik ve klinik
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olmayan ¢aligmalari, ilacin piyasaya siirlimiinden sonraki siirecte mesane kanseri riski
tasiylp tasimadigina yonelik arastirma raporlari ve bunlarin fayda-risk dengesi
tizerindeki etkisini degerlendirmek {izere hazirlanmis ve yaynlanmis tim

degerlendirmeleri ele alarak faaliyetlerini yiiriitmektedir (EMA, 2011).

Avrupa Ilag Ajansinin raporlari, farelerde genotoksik ve karsinojenik etki
gostermemesine ragmen, ratlarla yapilan pre-klinik calismalar PIO maruziyeti ile
erkek rat’larda mesane tlimdrleri olusumu arasinda bir iliski oldugunu gostermistir.
Mesane tiimorlerinin olusumu igin olas1 biyolojik mekanizmanin PPAR’dan
kaynaklandig1 one siiriilmektedir (Yoshimura ve ark., 2003; European Medicines
Agency, 2011). Her ne kadar insanlarda PIO’un dogrudan genotoksisiteyi
indiikledigini gosteren calismalar bulunmasa da PIO verilen rat’larla yapilan bir
calismada hem karaciger hem de kan hiicrelerinde doz artisina bagli olarak DNA
hasarinin arttig1 belirtilmistir (Bedir ve ark., 2008). Arastiricilar PIO un serbest oksijen
radikallerinin olusumunu artirarak yani oksidatif stresi artirarak, rat’larin karaciger ve
periferal kan lenfositlerinde doza bagli olarak DNA hasarin1 indiikledigini belirtmistir.
Rabbani ve ark. (2009) PIO ve glime pirid’in birlikte verildigi diyabetik rat’larda MN
olusumunun ve sperm anormalliklerinin goriildiigiinii bildirmislerdir. Ancak
arastirmacilar yaptiklar1 diger bir ¢alismada, PIO ve metformin uygulanan erkek
rat’larda polikromatik ve normokromatik eritrositlerde mikroniikleus olusumunun
azaldigin1 belirtmistir. Shaik ve ark. (2010) ise hem PIO hem de glimepirid ilaglarini
birlikte uzun siire kullanan tip 2 diyabet hastalarinin bukkal mukoza hiicrelerinde MN
frekansinda artis oldugunu bildirmislerdir. Alzoubi ve ark. (2012) kiiltiire edilmis insan
lenfositlerinde oksidatif DNA hasar1 ve kromozomal hasar1 artirabilme yeteneginden
dolay1, PIO’un genotoksik olabilecegini éne siirmiislerdir. Oz Giil ve ark. (2013) da
yaptiklar1 ¢alismada PIO kullanan Tip-2 diyabetli hastalarda kromozom
anormallikleri, MN ve kardes kromatid degisimi olusumlarinin kontrol grubuna gore

onemli dlgiide arttigini belirtmislerdir.

Yukarida bahsedilen in vitro ve in vivo ¢alismalardan ¢ikan fikir PIO un
genotoksik olabilecegidir. S6z konusu genotoksisite ister kromozomal diizeyde olsun
ister gen diizeyinde olsun DNA hasar1 ile sonuglanir. Bdyle DNA hasarlar

onarilamayacak seviyede olur ise ya da onarimindan sorumlu olan genlerdeki
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yetersizlik, genlerde yaygin mutasyonlara neden olur ve buna bagl olarak kolaylikla
neoplastik transformasyonlar meydana gelir (Elenbaas ve ark., 2001). Genlerdeki
hasarlar, karsinogenezis olayindaki baslica hedef noktalaridir. Bu genlerdeki
degisimler sonucu, neoplastik hiicreler gelisir. Onkogenik proteinlerin tiretimindeki
asiriigl veya antionkogenik proteinlerin tiretimindeki eksikligi, dengeyi neoplastik
transformasyon ve proliferasyon yoniinde degistirebilir. Sonugta genetik hasari tamir
edilemeyen mutasyona ugramis (mutant) hiicrelerde yeni ek mutasyonlar meydana
gelir. Bunlar ¢cogalir, birikir ve hiicre artimi1 yani sira, malign transformasyonlar olusur
(Devereux ve ark., 1999; Corn ve El-Deiry, 2002). Bunlarla paralel olarak,
calismamizda timor olusumunu belirlemek i¢in transformasyon-kontak inhibisyon ve
ankoraj-bagimsiz biliylime seklinde iki yontem kullanmilmistir. Kiiltiirde, normal
hiicreler komsu hiicrelere yapisarak iligkilerini devam ettirirler. Bu yapisma (adezyon)
noktalarinda hiicrelerde elektronca yogun bir plak olusur. Bununla birlikte, hiicrelerin
stoplazmik uzantilarinda yavaglama ve durma goriiliir Bu sekildeki kontak
inhibisyonu hiicre boliinmesini kontrol eder ki konfluent hiicre kiiltiirlerinde hiicre
yogunlugunun artmasiyla hiicre hareketliliginde ve mitotik oranda dramatik bir azalis
goriliir (Puliafito ve ark., 2012). Deneysel olarak, normal hiicreler bir kiiltiir ortaminda
kendilerine saglanan ortam sartlari ne kadar iyi olursa olsun kontak inhibisyon
nedeniyle tek tabaka olusturduktan sonra daha fazla ¢ogalmazlar. Ciinkii boliinme
siirl sayida olur. Fakat kanser hiicreleri siirekli ¢ogalarak birkac tabakali diizensiz
kitleler olustururlar. Bu da kanser hiicrelerinde kontak inhibisyon kaybi oldugunu
gostermektedir (McClatchey ve Yap, 2012; Sun, 2014). Calismamizda uygulanan
deney sartlarinda PIO mesane hiicrelerinde en diisiik dozda dahi kontak inhibisyonu
ortadan kaldirarak hiicrelerin monolayer ¢cogalmadan saparak iist liste gelecek sekilde
odaklar olusturmasina yol agmistir. Hiicreler kanserlesme gibi yasadigi degisimlerle
yonelimi bozularak degisik yayilimlar gisterebilir. Bozulan kontak inhibisyon sonucu
st iiste gelerek belirli bir yerde malign 6zellik kazanabilir (Davis ve Trinkaus, 1981;
Kulesa ve ark., 2006; Paddock ve ark., 1986). Abercrombie ve Heaysman (1954)’1n
fibroblastlardaki gozlemleri, hiicre gruplarinin tutarli yonsel gocii yani hareketliligi ile
ilgili temas inhibisyonunun molekiiler temeli i¢in bir a¢iklama saglayan ve bunun in
vivo olarak meydana geldigini gosteren ilk 6rnegi olmustur. Arastiricilarin tavuk

embriyosu kalp fibroblastlarindaki gozlemlerine ek olarak kontak inhibisyona eslik
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eden Racl, Kadherin ve mikrotiibiil dinamikleri gibi molekiiler siire¢ler Drosophila ve

Zebra baliginda da gosterilmistir (Roycroft ve Mayor, 2016).

Neoplastik transformasyon karsinojenez gibi ¢ok sathali ve kademeli bir
siirectir ve siiphesiz karsinojeneze dahil olan bazi basamaklar1 paylastigi i¢in bir
anoloji gosterdigi soylenebilir (Rhim ve Dritscilo, 1991). Olasilikla bunlardan ilki in
vitro olarak gozlenen Oliimsiizlesmedir ve g¢ogunlukla in vitro transformasyon
donemiyle iliskilendirilen bir dzelliktir. ikincisi ve es zamanli olmasi gerekmeyen,
cogalma kontroliindeki bir degisimdir ki bu durum artik baglanma-bagimli olmayan
ve ¢ok daha hizli ¢ogalan hiicrelerin ortaya ¢ikmasina yol acar. Baglanma-bagimli
hiicreler ¢ogalmak i¢in bir yiizeye tutunma ihtiya¢ duyarken baglanma-bagimsiz
hiicreler bu zorunluluga sahip degildir. Bu, ¢ogunlukla transforme olmus hiicrelerin
ozelligidir. Baglanma-bagimsiz hiicrelerin biiyiimesi, hiicre kiiltiiri kaplarinda daha
gelisi giizel ve rastgele goriiliir (Pullman ve ark., 1980; Weisburger, 1989; Rhim ve
Dritscilo, 1991). Genellikle kontak inhibisyon kaybi ve baglanma bagimsizlig
malignite ile iligkili olmasinin yaninda partikiil veya ¢6zlinmiis Kobalt’in sitotoksik ve
genotiksik potansiyelinin gosterildigi ¢calismada (Speer ve ark., 2017) bu etkilerin de
ozellikle hTU1-38 hiicrelerinde mesane kanserinin gelisimiyle sonuglanabilecegi
belirtilmigtir. In vitro transformasyonun malignite ile siki iliskisinden dolay,
transforme olmus hiicreleri tanimak i¢in kullanilan 6zellikler siklikla in vitro timor
olusumunu belirlemek amaciyla kullanilirlar (Freshney ve Freshney, 2002). Bu tezin
yontemlerinden bir digeri olan soft agar ortaminda hiicrelerin baglanma-bagimsiz
olarak biiyiime 0Ozelligi (ankoraj-bagimsiz biiyiime) incelendiginde, hTU1-38
hiicrelerinin PIO maruz kalmalarinin soft agarda ankoraj-bagimsiz bir biiyiime
gostermelerine ve invazyon yetenegi kazanmalarina yol actigi anlasilmigtir.
Calismanin bu sonuglart PIO’un mesane hiicrelerinde malign degisimi tesvik ederek

karsinojen potansiyel gosterdigini ortaya koymustur.

Mesane tlimorlerinin olusumu i¢in olasi1 biyolojik mekanizmanin PPAR’dan
kaynaklandig1 one siiriilmektedir (Yoshimura ve ark., 2003; European Medicines
Agency, 2011). Peroksizom proliferator ile aktive edilmis bir reseptor-gama agonisti
olan PIO’un mesane kanseri gelisme riskine katkisi ile ilgili tartigmalar yakin zamanda

oldukca yogunlasmistir. Calismamizdan elde edilen bulgular destekler nitelikteki
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retrospektif kohort ve meta-analiz ¢alismalarinin yaninda aksi yonde c¢aligmalar da
mevcuttur. Ozellikle uzun siireli ve yiiksek doz PIO maruz kalan erkek diyabetik
hastalarda, mesane kanseri riskinde artis oldugunu gosteren bu tiir arastirmalar1 bir
araya getiren derlemeler calismamizda elde edilen verileri agik¢a desteklemektedir

(Jin ve ark., 2014; Lewis ve ark., 2014; Tuccori ve ark., 2016).

Ingiltere’de 1 Ocak 1988 ve 31 Aralik 2009 tarihleri arasinda oral hipoglisemik
ajanlarla tedavi edilen tip 2 diyabet hastalarindan olusan retrospektif bir kohort
calismasinda, giris yili, cinsiyet ve takip siiresi baz alinarak karsilastirmalar
yapilmisti. Maruz kalmanin her zaman PIO kullanimi, siire ve kiimiilatif dozaj
Ol¢iimleriyle birlikte tanimlandig1 ¢aligmada 115.727 yeni oral hipoglisemik madde
kullanicis1 icermekte olup, 470 hastaya izlem sirasinda mesane kanseri teshis
konulmustur. Bir yillik takipten sonra tan1 alan 376 mesane kanseri vakast 6699
kontrol ile eslestirilmis, genel olarak, hi¢ PIO kullanmamislara goére mesane kanseri
oraninin artmasi ile iligkilendirilmistir. Bu oran, kullanim siiresinin bir fonksiyonu
olarak artmistir; en yiiksek oran 24 aydan daha uzun siire (1.99, 1.14 ile 3.45) ve
28.000 mg'den (2.54, 1.05 ile 6.14) daha fazla kiimiilatif dozaj olan hastalarda
gbzlenmistir. Sonug olarak, PIO kullanimi, tip 2 diyabet hastalar1 arasinda artmig

mesane kanseri riski ile iliskilendirilmistir (Azoulay ve ark., 2012).

Fransa'da PIO maruziyeti ve mesane kanseri arasindaki iligkiyi aragtirmay1
amaglayan bir diger kohort ¢alisma, Fransiz hastane veri tabani ile baglantili Fransiz
ulusal saglik sigortasi bilgi sisteminden (Systéme National d'Information Inter-
régimes de l'Asurance Maladie; SNIIRAM) verilerini kullanarak hazirlanmistir.
Calismada yer alan hastalar 2006'da PIO igeren ilag i¢in recete yazan 40 ila 79 yaslari
arasindaki hastalar1 igermekte olup grup 42 aya kadar takip edilmistir. PIO maruziyeti,
zamana bagl bir degisken olarak modellenmis ve 6 aylik bir siire boyunca en az iki
recete doldurulmasiyla tanimlanmistir. Yas, cinsiyet ve diger glukoz diisiiriicti ilaglara
maruz kalma icin ayarlanmis ¢ok degiskenli bir Cox modelini igeren istatistiksel
analizlere gore grupta 155.535'1 PIO'a maruz kalan 1.491.060 diyabetik hastalar
arasmnda 175, maruz kalmayanlar 1.841 vaka tespit edildi. Insidans oranlar1 100.000

kisi basina sirasiyla 49.4 ve 42.8 olarak bulunmus ve PIO maruziyeti ile mesane
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kanseri insidans1 ve risk artig1 arasinda anlamli olarak nitelendirilen bir iligki rapor

edilmistir (Neumann ve ark., 2012).

Medline ve Embase gibi elektronik veri tabanlarinin kullanildigi benzer meta-
analiz ¢alismalarinda PIO tedavisinin, diyabetli hastalarda mesane kanseri gelisme
riskini anlamlt bir sekilde artirdigi belirtilmistir (Zhu ve ark., 2012; Ferwana ve ark.,

2013).

Yukarida paylasilan retrospektif, grup ve meta-analiz ¢alismalarindan dordiinii
ve bir randomize calismay1 sistematik bir veri tabaninda PRISMA ve MOOSE
kriterleri dikkate alinarak bir araya getiren bir meta-analiz ¢alismasi, P1O kullanicilar
ve hi¢ kullanmayanlar arasinda mesane kanseri goriilme sikligin1 yilda 100.000 kisi
basina sirasiyla 84.51 ve 66.68 olarak tespit etmistir. Sonuglar PIO’a maruz kalan
hastalarda mesane kanseri riskinde artis oldugunu gostermistir. PIO’un artan
maruziyetini ele alan bu analizler sonucu, kiimiilatif kullanim stiresi ve kiimiilatif dozaj
acisindan PIO kullanim1 ve mesane kanseri gelisimi arasinda bir doz-yanit iligkisini

gozlendigi belirtilmistir (He ve ark., 2014).

Bu c¢alismalarin sundugu verilerin ve arastirmamiz sonucu elde edilen
bulgularin aksine PIO ile mesane kanseri arasinda gii¢lii ve oransal bir istatistiksel
iligki olmadigini raporlayan bazi in vivo, kohort ve derleme ¢aligmalar1 da mevcuttur.
Suzuki ve ark. (2010) da yayimladiklar1 c¢alisma sonucunda PIO gibi PPAR
agonistlerinin ratlarda {iriner tiimdrlerin olusumunu indiikledigini belirtmis fakat bunu
ratlara 6zel bir fenomen olarak tanimlayarak bu ajan ile tedavi edilen insanlarda bir
mesane kanser riski olusturmadiklar1 sonucuna varmiglardir. Yine bazi randomize
kontrollii calismalarda PIO kullanimi ile mesane kanseri arasinda anlamli bir iliski
bulunmadigr ya da PIO’un mesane kanseri riskini artirdigi hipotezini destekleyen
kanitlarin sinirlt oldugu rapor edilmistir (Colmers ve ark., 2012). Ayn1 y1l yayimlanan
tic derlemeden birinde PIO ile mesane kanser riski arasindaki baglantinin farkh
etnisitelerde onemli derecede degisebilecegi One siiriiliirken (Tseng, 2012), digerinde
PIO’un ratlarda doza bagli degisen bir yanit kalibiyla mesane kanseri riskini
artirabilecegi desteklenmistir (Tseng ve Tseng, 2012). Song ve ark., (2012)’nin yaptig1

etnik olarak uyumlu yatkin vakalardan olusan diger bir retrospektif ¢alismada, PIO
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kullanan Kore diyabetiklerde mesane kanseri riskinin artis gostermedigini

bildirilmistir.

Bu konuyu inceleyen ve yine fikir birligine varamayan derlemeler arasinda;
Gale (2015) tekrarlanabilir sonuclara, sistematik derlemelere ve meta-analizlere
dayanan bilimsel bilgilerin PIO kullanimi ile mesane kanseri arasinda tutarli bir
iligkinin varligina isaret ettigini ve PIO’un bir timor destekgisi oldugunu o6ne
stirmiistiir. Bu fikrin aksine derginin ayni sayisinda Ryder (2015), konu hakkinda veri
saglayan ilgili ¢alisma gruplarindan ne PROactive ne de KPNC’dan gelen kanitlarin
PIO’un bir tiimor promotdri oldugunu desteklemedigini savunmustur. Benzer bir
sekilde Wise (2015) PIO ile mesane kanseri arasinda giiclii bir iliskinin bulunmadigini

bildirmistir.

Bunlar disinda, PIO’un etkileri hakkinda fikir ayriliklarinin derinlesmesi ve
goriilen risklerden hastalar1 korumak amagli Avrupa’da regetelenmesinin durdurulmasi
ile artan ilgi sonucu son iki yil i¢inde yapilan iki calismadan biri Yang ve ark.
(2018)’nin PIO’un etkilerini Rat normal iiriner transisyonel epitelinde (NUTE) ve
insan lriner karsinom (J82) hiicrelerinde inceledikleri ¢alismadir. Bir digeri ise Kim
ve ark. (2019)’nin insan mesane epitel hiicrelerinden tiiretilen hiicreleri (HBIEpC)
yiiksek glukoz ve insiilin varliginda ve yoklugunda metformin ve PIO (2.5-25 uM) ile

24 ve 72 saat muamele ettikleri ¢caligmadir.

Yang ve ark., (2018) PIO’u Sigan normal iirotelyal degisici epitel (NUTE)
hiicreleri ve insan mesane kanseri (J82) hiicrelerinde MTT ve Annexin V yontemleri
kullanarak proliferasyon ve apoptoz yaninda morfolojik degisimler bakimindan test
etmis ve karsilastirmistir. Arastiricilar, 72 saatlik uygulamada 10 pmol/L PIO
dozundan baglayarak NUTE hiicrelerinde (J82 hiicrelerinde tespit etmedikleri) asiri
sitoplazmik kabarciklanma ve yirtilmalar gozlediklerini rapor etmiglerdir. Bahsetikleri
degisimlerin bu tezde deneyler sirasinda hTUI1-38 hiicrelerinin izlenmesi sonucu
belirlenen; yirtik ve pargali sitoplazmalar, anormal konumlanmis ¢ekirdekler ve biiyiik
bosluklar1 olan halka gdriiniimler, normal boyutlarindan farkli polimorf sekiller ve
monolayer yapisma 6zelligi gostermeyen {ist iiste binmis gruplar ile uyumlu oldugu
diisiiniilmektedir. Ayrica artmis pigmentasyonu akla getiren graniile sitoplazmaya

sahip hiicreler de gézlenmistir.
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Kim ve ark., (2019)’nin bu y1l yayimladiklar1 PIO (4.2 uM) ve MET (0.4
mM)’in tek baslarina ve kombinasyonunun HbIEpC hiicrelerinde diisiik ve yiiksek
glukoz ve/veya insiilin varliginda 3 ve 7 giinliik siirelerde uygulandigi ¢calismada, PIO
uygulamasinin ve MET ile kombinasyonunun 3. giinde hiicre dongiisii G1/S ge¢isini
saglayan siklinlerin ifadesini ve siklin-bagimli kinaz aktivitelerini baskiladigini, 7.
giinde ise yiiksek glukoz/insiilin varliginin bu etkiyi gecersiz kildigini bildirmislerdir.
Ayni zamanda bu ilaglarin uygulandigi hiicrelerde, yiiksek glukoz ve insiilin
kombinasyonu veya bunlara uzamis siirelerde maruziyetin CDK inhibtorleri
baskiladigin1 ve c-myc/Bax ekspersyonlarini tesvik ettigini de bildirmislerdir. Bu
verilere dayanarak arastiricilar, PIO ve MET kombinasyonunun yiiksek glukoz ve
insiilin varliginda HbIEpC hiicrelerinde kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasini 6nledigini
belirtmis olup, hiperglisemik ve hiperinsiilinemi kosullarinin muhtemelen diyabet
ilaclarindan daha biiyiik kanser risk faktorleri oldugu sonucuna varmiglardir. Ayni
calismada Fransa ve Almanya saglik iirlinleri giivenlik ajanslarinin, ilagla iliskili tiim
risklerin faydalarina agir bastigi i¢in PIO kullanimini 2011°de askiya alindigindan da
bahsedilmistir. Bununla beraber, ¢alismamizdaki transformasyon verileriyle uyumlu
goriinmemesine ragmen anilan arastirmada; PIO’un dikkat ¢ekilen hiicre donglisi
ilerlemesi ve kontrolsiz cogalmayr engelleyen bir nevi timér olusumunun
karsisindaki potansiyeli diisik glukoz varliginda ve insiilin yoklugunda
gerceklesmistir. Oysa, PPARgama reseptoriine etki ederek islevini kolaylagtiran ve
hiicrenin insiiline duyarliligin1 ve instilinin etkinligini artiran, PIO’un kullanim amaci
dogrultusunda etkisini yiiksek glukoz ve insiilin varliginda gostermesi beklenmelidir

ki bu durum ¢alisma sonuglarinda gézlenmemistir.

Genel bir degerlendirme yapabilmek iizere ve ayrica literatiirde/gercekte ilgili
aragtirma gruplar1 arasindaki PIO’un olumlu/olumsuz potansiyeli ya da fayda-risk
tespitlerindeki uyusmazlik ve karmasikliga dikkat cekmek amaciyla, tartisma
boliimiinde izlemeye dikkat edilen kronolojik diizenin disina ¢ikarak asagidaki {i¢
aragtirmanin varsayimlarini ve ¢ikarimlarini ayrica ele alarak tartigmanin gerekli ve

faydali olacag diisiiniilmiistiir.

Bunlardan ilki Lewis ve ark., (2014)’nin proteiniiri testinin uygulanarak risk

degerlendirmesi i¢in yaptiklari kohort (grup) c¢alismasidir. Yapilan bu grup
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calismasinda aragtiricilar, kullanilan rutin test sonuglarina gore tiim idrar analizine
devam edilmesi durumunda proteiniiri testinin mesane kanser tanisi ve PIO kullanimi
arasinda ortaya ¢ikan mevcut iliskideki sapmay1 belirleyebilecegini varsaymiglardir.
Aragtiricilarin kuramsal metod uygulamasi ve veri incelemeleri sonucu iligkinin
giicliniin yiiksek tespit edilmesine ragmen, 6nceki tiim ¢alismalarda proteiniiri testi ile
ilgili verilerin eksik oldugunu ve proteiniiri testi sonuglarinin uzun siireli yiiksek
dozlardaki PIO kullanimi ile mesane kanseri riski arasindaki olasi baglantiyr tam
olarak aciklayamadigini belirtmislerdir. Veri analizinde karsilastiklar1 sapmanin bu
gruba Ozgili olarak kiiciik olsa da baska grup verilerinde bunun degisebilecegini
varsayarak PIO kullanimi ile mesane kanseri arasindaki iligkinin abartildig1 sonucunu
cikarmiglardir. Oysa yukarida bahsedilen caligmalarin ikincisinde, Azoulay ve ark.
(2012) bunun aksine, gruplandirilmis vaka kontrol ¢alismasinda PIO ile uzun siireli
veya yliksek doz tedavisi alan hastalarda artmig mesane kanseri riskini gostermis ve

sonugclarin ¢esitli hassas analizlerde tutarli kaldigini bildirmistir.

Son olarak, PPAR agonistlerinin risk potansiyellerini belirlenmesi igin siganlarda
yiirlitiilmiis bir calismada Cohen (2005) PIO ve benzeri agonistler ile mesane kanseri
arasindaki olas1 bir iliski oldugunu kabul eden bir hipotez sinanmistir. Arastirmada
boyle herhangi bir hipoteze mekanistik yaklasimlarla yonlendirilebilecek cesitli
zorlayic1 noktalar degerlendirilmistir. Bazi celiskiler igeren, birbirini sénlimleyen
onerme-sonug iliskisi kurulan ve hipotezi zorladig: iddia edilen gézlemlerin bizce en
onemli noktasi, PPAR reseptorlerinin lirotelyum biyolojisinde (paralel olarak ligandi
olan agonistlerin etkisi) normal hiicrelerde farklilasmay1 giiclendirdigi, ayrica normal
ve hatta karsinomlu iirotelyal hiicrelerde ¢ogalma inhibisyonu ile iligkili oldugu,
boylece proliferasyonu artiran bir karsinojen i¢in beklenenin tam tersi davranis
sergiledigidir. Bu agiklamaya paralel olarak, bu tezin sitotoksisite sonuglart non-
tiimordjenik transforme olmamis iirotelyal hiicreler i¢in inhibisyon goriislinii
desteklemektedir. Bu durumun ag¢iklamanin ikinci kismindaki proliferasyon tesviki ile
z1t gibi gorlinmesini saglayan kritik nokta artmis hiicre boliinmesinin bozulmus hiicre
dongiisii sartlarina bagli oldugu ve bunun da tlimoérijenik olarak doniismiis kanser
hiicresinde gerceklesecegidir. Bu noktada, tezin ikinci yontemini olusturan

transformasyon testinde PIO’un hiicrelerin transformasyonunu indiikledigi ve odaklar
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olusturan transforme hiicrelerin parental hiicrelere oranla (yaklasik 3 kata kadar)

artmis proliferasyon ornekleri gosterdiklerine dikkat ¢cekmek gerekmektedir.

Non-tiimorijenik olan tiiretilmis Oliimsliz veya normal hiicreler ve karsinom
hiicrelerinde paylasilan bir 6zellik olarak ilging bir kromozomal anomali olgusu
aciklanarak tartigma boliimii sonlandirilabilir. Baud ve ark. (1998) malignite hikayesi
bilinmeyen seker hastalarindan alinan tirotelyal 6rneklerin %50’si kromozom 9’da p-
q kol kayiplar1 veya kismi delesyonlar sergiledigini tespit etmislerdir. Ayrica baska bir
calismada, molekiiler anomalisi olan ve olmayan Ornekler arasinda histopatolojik
olarak dnemli bir fark gozlenmeyip, mesane kanserli hastalarin normal morfolojili
tirotelyal Orneklerinin yaklasik %10’unda kromozom 8p veya 9 delesyonlari
goriildiigii raporlanmistir. Bu delesyonlarin %73’ 9q, %40°1 9p delesyonu olup
toplamin %47’sinde her iki delesyon birlikte tespit edilmistir. Bu ve diger delesyon
tipleri ilgili karsinoma sahip tirotelyumlarda (T24 gibi) da goriilmistiir (Stoehr, 2005).
Calismanin sonucunda kromozom 9 delesyonlarindan 6zellikle 99 nun mesane kanseri
gelisiminin en erken gergeklesen genetik olgusu oldugu sonucuna varilmis olup, buna
paralel, hTU1 ve HBLAK gibi 6liimsiiz hiicre hatlarinin tiiretildigi non tiimdrejenik ve
transforme olmamis parental hiicrelerin (TRT-HU1, NHUC gibi) de bu delesyonlara
sahip oldugu ve bunlarin dogada pre-neoplastik/malignant olarak bulunabilecegi 6ne
stiriilmiistiir (Fadl-Elmula ve ark., 2000; Kim ve ark., 2011; Hoffmann ve ark., 2016).
Normal iirotelyal hiicreler in vitro ¢calismalarda kullanilmak i¢in senesens vb. etkiler
nedeniyle siirli yasam siirelerine sahiptirler. Dolayisiyla bu hiicrelerden kdken alan
ve cesitli yontemlerle oliimsiizlestirilen tiirev hiicre hatlarina ihtiyag duyulmustur.
Genel c¢aligma amaglarina uygunluk agisindan, karyotipinde 6nemli herhangi bir
kromozomal degisiklik bulundurmayan normal iirotelyal hiicrelerden tiirevlenmis
Oluimsiiz hatlar gelistirilmisse de boyle hiicre hatlar1 farklilasma ve fonksiyonel
kapasite bakimindan 6diin veren ve normal iirotelyal hiicre/doku biyolojisi ve
fizyolojisinin incelenmesinde sinirli 6neme sahiptir (Chapman ve ark., 2006;

Georgopoulos ve ark., 2011).
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5. SONUC ve ONERILER

Antidiyabetik ilaglar kullanilmas1 esnasinda birgok ilagta olabilecegi gibi bazi
yan etkileri olabilmektedir. Diinya genelinde ¢ok yaygin goriilen diyabet hastaliginda
sikca bagvurulan antidiyabetik ilaglardan biri de PIO’dur. PIO kullanim1 ve olasi
sonuclart nedeniyle ilgili ¢eliskiler hala siirmektedir. PIO, bazi kardiyovaskiiler
risklerin ve arteriyoskleroz ol¢iimlerinin azaltilmasinda da etkili olmustur. PIO, tip 2
diyabetli hastalar i¢in etkili bir tedavi secenegi sunabilmesi yaninda (Swanson ve ark.,
1995) etkiledigi mekanizmalardan, organizmadaki hareket tarzindan ve olusturdugu
sonuglardan diyabet disinda kalp sagligina iyi geldigi hatta bazi kanser tiplerinde
terapotik ajan olabilecegi bile iddia edilmektedir. Bu nedenle mesane kanseri riskini
artirdig1 fikirler bulunmakla birlikte PIO’un mesane kanserli diyabetik hastalar i¢in
faydal1 olabilecegini ile ilgili fikirler de mevcuttur (Shao L ve ark., 2018). PIO etken
maddesini iireten firmanin yaptirdigi ¢alisma sonrasinda mesane kanseri riskini ¢ok az
oranda artirdig1 ancak bunun kullanicilarla da baglantili olabilecegi ve kesin bir sonuca
varilamadig1 vurgulanmustir (Ferrara ve ark., 2014). Ilgili retrospektif kohort veya
meta-analiz ¢aligmalarinda belirtildigi gibi kanser tanis1 konmamis seker hastalarindan
elde edilen dokulara ait ya da mesane kanseri hikayesi olan dokulardaki normal
morfolojideki transforme olmayan hiicrelerde ve ayni zamanda iirotelyal karsinomlu
hiicrelerde yapilan karakterizasyon ¢aligmalarinda bu hiicrelerce paylasilan 9.
kromozomdaki kol kayiplar1 veya kismi delesyonlarin tespiti, normal {irotelyal
hiicrelerin herhangi bir etken sebebiyle ya da spontan olarak neoplastik
transformasyona yatkinligini gostermesi agisindan ¢ok onemlidir. PIO gibi bir
kimyasal ~ajanin bu  duyarlilikla  beraber neoplastik transformasyonu
kolaylagtirabilecegi ve hizlandirabilecegi unutulmamalidir. PIO’un baglatici,
kolaylastirict veya hizlandirict herhangi bir karsinojenik potansiyeli olmadig: fikri
skeptik bakistan fazlasiyla nasibini alacak sekilde bilim diinyasini ve tiim paydaslar

tatmin edinceye kadar ayrintili ve ¢ok tekrarli arastirmalarla sinanmalidir.

Daha fazla kanit ortaya ciktikca PIO kullanim risklerinin faydalarina agir
bastigt ve kullanimla mesane kanseri olusumu arasindaki iliskinin gii¢lendigi
gercektir. Hekimler, hastalar ve diizenleyici birliklerin PIO ile tedavinin tiim risk ve

faydalar1 degerlendirilirken bu iligskinin farkinda olmalar gerektigi diisiintiliirse,
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riskleri ve faydalari dengeleyen holostik bir bakis agisiyla yiiriitilecek, farkli ve
mekanistik yontemlerle iirotelyal hiicrelerde yapilacak ileri arastirmalar PIO’un in
vitro hareket tarzinin belirlenmesinde g6z ardi edilemeyecek bilgilere ulasilmasini

saglayacaktir.

PIO’un sz konusu potansiyelinin aydinlatilmasi i¢in yapilacak farkli in vitro
calismalarda kullanilmak iizere secgilecek hiicre hatti konusunda diyabetli hastalardan
alman mesane dokusuna ait normal veya timor hiicre hatlarinin kullanilmasi
onerilmektedir. Bu sayede uzun siire ilag¢ kullanan hastalarda PIO etkisinin organizma

acisindan in vitro modellemesi yapilabilecektir.

Bunun yaninda, giiniimiizde iilkemizde yaklasik 11 milyon diyabet hastasi
bulunmaktadir. iglerinden diyabetik ilaglar kullanan 6 milyon diyabet hastas1 oldugu
g6z Oniine alindiginda, bu konuda karsilastirmali olarak etkisi kanitlanmis ve iyi
arastirilmis  Ozellikle dogal iirtinlerin (kuersetin vb.) de yer aldigi yeni tedavi
stratejilerinin gelistirilmesi insan yasaminin kalitesinin artirilmasi agisindan ve

ekonomik kaynaklarin daha verimli ve dogru kullanilmas1 acisindan ¢ok énemlidir.
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