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Okaryotik kromozomlarin stabilitesi ve replikasyonu igin dnemli olan DNA yapilarina
“telomer” denir. Telomerler her hiicre boliinmesinde kisalmakta ve telomer yapisini uzatan
telomeraz enzimi yeterli aktiviteyi gosteremezse, hiicre kritik bir uzunlukta boliinmeyi
durdurmaktadir. Bu durum yaslanmanin da sebeplerinden biri olarak goriilmektedir. Bunun
aksine telomerlerin kisalmadig1 kanser hiicrelerinde ise sinirsiz boliinmeyi saglayan, biiyiik
Olciide telomeraz enzimi aktivitesidir. Bu yiizden telomeraz enzimi hem yaslanma hem de
kanser icin kritik 6neme sahiptir. Bu arastirmada kullanilan metformin, ibuprofen ve
asetilsalisilik asit, dlinya capinda receteli veya recetesiz bir sekilde milyonlarca insan
tarafindan kullanilabilen ilaglardir. Bu tez ¢alismasinda bu ilaglarin Mus musculus swiss
albino farelerin karaciger dokusunda telomeraz aktivitesi lizerindeki etkilerine bakilmistir.
Telomeraz aktivitesi PCR-ELISA bazli bir kit ile dlglilmiistiir. Elde edilen verilere gore
metformin, uyguladigimiz dozlarin diisiik olaninda, telomeraz enzim akivitesi iizerinde
hafif bir inhibitdr etki gdstermistir. Ibuprofen’de ise yiiksek doz kullanildiginda anlaml,
disiik dozda ise az da olsa bir inhibitér etki soz konudur. Asetilsalisilik asitte ise
istatistiksel olarak anlamli olmasa da hafif bir aktivator etki tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: telomer, telomeraz, metformin, ibuprofen, asetilsalisilik asit

Hazirlanan bu Yiiksek Lisans tezi Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinatorliigii tarafindan 0546-YL-18 proje numarast ile
desteklenmistir.
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DNA structures that are important for the stability and replication of eukaryotic
chromosomes are called “telomeres”. Telomeres shorten at each cell division and if the
telomerase enzyme, which extends the telomere structure, does not show sufficient
activity, the cell stops dividing at a critical length. This is seen as one of the reasons of
aging. In contrast, in cancer cells where telomere is not shortened, it is largely the activity
of telomerase enzyme, which allows for unlimited division. The telomerase enzyme is
therefore critical for both aging and cancer. Metformin, ibuprofen, and acetylsalicylic acid
used in this research are drugs that can be used by millions of people over the world, with
or without a prescription. In this thesis, the effects of these drugs on telomerase activity in
liver tissues of Mus musculus swiss albino mice were investigated. Telomerase activity
was measured by PCR-ELISA based method. According to the data obtained, metformin
showed a slight inhibitory effect on telomerase enzyme activity in the lower doses. In
ibuprofen application, there is a significant inhibitory effect when high doses are used, and
a low inhibitory effect at low doses. In acetylsalicylic acid application, a slight activator
effect was detected, although not statistically significant.

Keywords: telomere, telomerase, metformin, ibuprofen, acetylsalicylic acid
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1. GIRIS

Okaryotik kromozomlarin uclarma “telomer” denir. 1930'larin sonlarinda ilk dnce
Herman Muller tarafindan sineklerde, sonra da musirlarda Barbara McClintock tarafindan
kesfedilmistir. Muller, bu yapinin kromozom stabilitesi i¢in gerekli oldugunu sdylemistir.
McClintock, telomerlerin temel islevlerinden birinin de kromozom uglarinin hem birbirleriyle
hem de indiiklenmis c¢ift sarmal kopuklariyla kaynasmasini onlemek oldugunu ortaya
koymustur (Zakian, 2012). Daha sonra birkag bilim insani siliyat protozoalarda kromozomal
genomu siralamaya basglamistir ve organizmaya bagh olarak G-C bakimindan zengin
sekanslarin tandem tekrarlarindan olustugunu bulmuslardir. Bu 6nemli ¢alismalarda Szostak
ve Blackburn, siliyat Tetrahymena thermophila'nin terminal tekrarlarinin, tomurcuklanma
mayas1 Saccharomyces cerevisiae'de telomer islevi saglayabildigini gosterdiklerinde bu
dizilerin islevsel iligkisini gdstermislerdir. Bu c¢alismalarin  bir pargasi olarak,
Saccharomyces'in kromozom uglarinin siliyatlarda gozlenenden farkli olmayan sekans
tekrarlar1 igerdigini de gostermislerdir. Bunun sonucunda basit telomerik tekrarlar insanlar
dahil birgok yiiksek Okaryotta tanimlanmistir. Omurgalilarda, telomerlerin uzunlugu tipik
olarak 10 ila 50 kb'dir. 5’TTAGGG 3'lin ikili tekrarlarindan olusur. Telomerin uzunlugu,
tiirlere gore degisebilmektedir. Insanlarda yaklasik 10 kb iken Mus musculus dogal suslarinda
50 kb'dir. Ayrica, telomer uzunlugu ilgili dokunun hem tipine hem de replikasyon geg¢misine
baghidir (Johnson ve Broccoli, 2007).

1980'lerin ortasinda Blackburn ve Greider'in, dogal kromozom uglarina tandem
heksantikleotitler ekleyen hiicre 6ziitleri i¢indeki enzimatik bir aktivitenin varligini gosteren
caligmasi sonunda telomerazin kesfedilmesine neden olmustur (Lu vd., 2013). Telomer DNA,
telomerlere 6zel spesifik bir ters transkriptaz yani telomeraz ile normal DNA sentezinden
bagimsiz olarak eklenmektedir. Telomeraz, telomer DNA'min sentezi i¢in RNA sablonu
icermektedir. Son ¢alismalar telomer uzunlugunun hem insan timoér olusumunda hem de
yaslanmasinda rol oynadigin1 gostermektedir. Somatik hiicrelerde telomeraz inaktif bir
sekilde etkisizdir. Bu yiizden telomerlerin her bir replikasyon turunda gittikce kisaldigi,
kromozom instabilitesine ve yaslanmaya yol agtig1 goriilmiistiir (Rhodes ve Giraldo, 1995).

Telomeraz, telomer, yaslanma ve tiimorler arasindaki iliskinin kesfedilmesi, timor
biyolojisi arastirmalarinda nemli bir mesafe kat edilmesini saglamistir. Insanlarda telomeraz,

telomerleri kritik derecede kisa oldugunda boliinmeyi durduran somatik hiicrelerin ¢gogunda



etkin degildir. Bu replikatif yaslanma olarak da bilinmektedir. Insan hiicrelerinin ¢ogu,
yaslanmay1 ve krizi yenemez. Bu da hiicre biiyiimesini kisitlar ve onkogeneze karsi
korumaktadir. Bir¢ok insan hiicresi telomeraz diizenlemesi gibi bir mekanizma edinmedigi
stirece, hiicre biiylimesi ve 0liim arasindaki denge gibi kriz doneminde kalmaktadir. Kacis
krizini siirdiiren hiicreler siirekli biiyliyebilir ve genellikle telomer stabilitesi ve telomeraz
aktivitesi ile karakterize edilir. Bunun kanserojenezde ¢ok Onemli bir adim olduguna
inanilmaktadir (Chen ve Zhang, 2016).

Gelismis kanserli hastalar i¢in tedavi genellikle cerrahi tiimor rezeksiyonu, yogun
multimodal kemoterapi, radyasyon terapisi veya bu rejimlerin bir kombinasyonunu
icermektedir. Ideal kanser tedavisi &zellikle kanserli hiicreleri hedef alir ve normal hiicreler
iizerinde ¢ok az etkisi olur veya etkisi olmaz. Neredeyse tiim kanser tiirlerinde telomeraz
aktivitesi saptanirken, normal insan hiicrelerinin ¢ogunun telomeraz sessizligi arasindaki
zorlayic1 korelasyon nedeniyle telomeraz, kanser terapoétikleri i¢in neredeyse evrensel bir
hedef olarak ortaya c¢ikmaktadir. Telomeraz aktivitesi ¢ogu insan somatik hiicresinde
bulunmadigindan, telomeraz bazli tedaviler geleneksel kemoterapotik yaklasimlara kiyasla
daha fazla spesifiklige, daha diisiik toksisiteye ve azaltilmis yan etkilere sahip olmaktadir
(Shay ve Wright, 2011).

Bu tezin amaci, Tip 2 diyabet i¢in giivenli ve uygun maliyeti sebebiyle sik¢a Onerilen
bir ilag olan metformin (Huffman vd., 2016), diinya ¢apinda biiylik miktarlarda tretilmis ve
Diinya Saglik Orgiitii’niin ilac listesindeki baslica ilaglardan ibuprofen (Mathias vd., 2018) ve
cogu agr1 ve ates yiikselmesi durumunda sik¢a recetesiz olarak kullanilabilen ve bu sebeple
diinya ¢apinda en popiiler ilaglardan biri olan asetilsalisilik asitin (Modena vd., 2017), fare
telomerazlari iizerindeki potansiyel aktivator veya inhibitor etkilerinin saptanmasidir.

Bu ilaclarin secgilme sebebi her iigiiniin de antikanser veya Omiir uzatici etkilerinin
olduguna dair literatiirdeki bazi bilgilerdir. Telomeraz enzimi hem kanser hem de Omiir
uzunlugu tizerinde etkili olan bir enzim oldugu i¢in, bu ilaglarin literatiirde bahsedilen bazi
etkilerinin telomeraz kaynakli olup olmadiginin arastirilmasimin  faydali  olacag:

distinilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Telomer Yapi1 ve Fonksiyonu

70 seneden daha uzun bir siire 6nce Muller ve McClintock, dkaryotik kromozomlarin
uc kisimlarmin farkli bir yapiya sahip oldugunu saptamislardir (Gomez vd., 2012). Once
Herman Muller tarafindan sineklerde, sonra da Barbara McClintock tarafindan misirda
kesfedilen, (Zakian, 2012) okaryotik kromozomlarin u¢ kisimlarina konumlanmis 6zel DNA

(13

yapilarina “ telomer” denir (lwano vd., 2003). Kromozomlarin uglari olan telomerler,
okaryotik kromozomlarin stabilitesi ve replikasyonu i¢in onemlidir (Chang vd., 2004). Sekil

2.1’ de kromozom ucundaki telomerler goziikmektedir.

Sekil 2.1. Telomerin FISH yontemi ile goriintiilenmesi (Popp vd., 2002)

Telomerlerin molekiiler analizi, 1970'lerin sonunda Tetrahymena kromozomlarinin en
u¢ kisminin 5'-TTGGGG-3 'dizisinin tekrarlarindan olustugu kesfedilince baglamigtir. Daha
sonra yapilan ¢alismalar, telomer yapisinin yiiksek oranda korundugunu ve hemen hemen tiim
okaryotik telomerlerin G bakimindan zengin tekrarlardan olustugunu ortaya koymustur
(Shippen ve McKnight, 1998). Bu dizilerin ve bu tekrarlarin organizasyonu birgok tiire gore
degisebilir ¢linkii bu tekrarlar genellikle 3 veya daha fazla G grubunu igerir ve bunlar1 igeren
iplik her zaman kromozomlarin 3' ucunu olusturur. Telomerdeki tekrar sayis1 farkli
organizmalar arasinda ve bir organizmadaki farkli telomerler arasinda bile farkliliklar
gosterebilir. Insanlar dahil tiim omurgalilar icin, tekrarlayan dizi TTAGGG dir (Gomez vd.,
2012). insan kromozomlarinda telomerlerin uzunlugu yaklasik 15 kbp'dir (Chang vd., 2004).



Buna karsilik fareler 50 kb'yi asabilen ¢ok daha uzun telomerik DNA dizilerine sahiptir
(Broccoli, 2004).

Bugiine kadar incelenen tiim normal somatik hiicrelerde kromozomlarin telomerik
dizilerinin hiicre boliinmesi basina yaklasik 50 ila 200 niikleotitini kaybettigini, bu durumun
DNA polimerazin lineer DNA'nin kopyalarin1 ¢ogaltmadaki yetersizligi ile tutarli oldugu
gosterilmistir. Telomerlerin bu kisalmasinin, hiicrelerin bdliinmelerini sayan mitotik bir saat
oldugu one siiriilmiistiir ve yeterince kisalan bir telomer yapist normal hiicrelerde replikatif
yaglanmanin bir isareti olarak kabul edilmistir. Buna karsin bugiine kadar incelenen tiim
Oliimsiiz hiicreler hiicre boliinmesinden sonra herhangi bir telomer kaybi yasamadigindan
hiicrelerin replikatif yaslanmadan kagmasi i¢in telomerlerin korunmasinin gerekli oldugunu
diistiniilmektedir (Kim vd., 1994). Bunun yaninda 6zellikle hematopoetik sistem gibi kendi
kendini yenileyen somatik dokularda telomer kaybi diger somatik sistemlere goére ¢cok daha
azdir. (Broccoli, 2004).

Insanlarda telomerler, ss ve ds telomer DNA ile etkilesime giren RAP1, TIN2, TPP1
ve POTI ile etkilesen TRF1 ve TRF2'den olusan alti proteinli bir kompleks tarafindan
baglanmaktadir. insan hiicrelerinde bilinen en iyi telomer baglayici proteinler TRF1 ve
TRF2'dir. TRF1’in C-terminali dizisi 6zel bir telomer DNA fragmanini tanimakla gorevlidir.
Ayrica N-terminal ucunda DNA'ya sikica baglanmak i¢in bir dimerizasyon da
gerektirmektedir. Ayni zamanda TRF1 telomer uzunlugunun negatif bir regiilatorii olarak
gorev yapmaktadir. Tekrarlanan TTAGGG'ye baglanan bir baska protein yapis1 da yine TRF1
gibi  telomer uzunluklarinin negatif bir regiilatorii olarak gdrev yapan TRF2'dir. TRF2,
telomerdeki c¢ikintili G diziliminin sabitleyicisi olarak onemli bir isleve sahiptir. Ayrica
telomer fiizyonlarin1 da 6nlemektedir. insan telomerlerinde TRF2 nin baglanmasima yardimci
olan, asir1 ekspresyonu telomer uzamasina neden olan protein yapist ise RAP1'dir. RAP1
memeli telomerlerinde shelterin kompleksinin bir bilesenidir. Fakat in vivo rolii heniiz
bilinmemektedir. RAP1 eksikliginin telomer rekombinasyonunun ve kirilganliginin artmasina
yol agtig1 gosterilmistir. RAP1 sadece telomerlere degil aym1 zamanda TTAGGG tekrarl
dizinin taninmasi sirasinda telomerik olmayan diger bolgelere de baglanabilmektedir. TIN2
proteininin islevsel farklar1 heniiz bilinmemektedir. Insan TPP1 protein yapisinmn in vivo
olarak telomeraz etkilesiminde gerekli oldugunu gosterilmistir. POT1 protein yapisinin ise
konumuna bagli olarak aktivator veya inhibitor etki gosterdigi belirlenmistir. Ayni zamanda
POT]1 protein yapisi telomerlerin korunmasi i¢in gerekli bir yapidir (Gomez vd., 2012). Sekil

2.2’de telomer yapisindaki proteinler gosterilmistir.
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Sekil 2.2. Telomer yapisindaki proteinler (Shay, 2018)

Telomerik DNA'nin tamamen replikasyonu telomeraz enzimini gerektirmektedir.
Telomeraz ilk olarak telomerik DNA yapisim1 taklit etmek i¢in tasarlanan hiicre 6zleri ve
substratlar1 kullanilarak in vitro sekilde yapilmis biyokimyasal deneylerle kesfedilmistir. Bu
polimerizasyon etkisinin daha sonra in vivo olarak telomerlerde gerceklestigi gosterilmistir.
[k olarak * telomer terminal transferaz olarak adlandirilan enzim, daha sonra bilinen adiyla

“telomeraz” olarak adlandirilmigtir (Chan ve Blackburn, 2003).

2.2. Telomeraz

RNA’ya bagl aktivite gosteren, telomerik DNA sekanslarinin de novo sentezi igin bir
sablon olarak kendi RNA bileseninin sekanslarmmi kullanan ve bir riboniikleoprotein
kompleksi oldugu belirlenen yapiya terminal transferaz ya da telomeraz denilir (Dahse vd.,
1997). Tirler arasinda telomeraz bilesenlerinin bilyiikliigli ve dizisi bakimindan 6nemli
farkliliklar vardir, ancak bu farkliliklar enzimin RNA kisminda ¢ok daha belirgin bir
durumdadir (Mason vd., 2011). Cesitli yardimci proteinler, in vitro enzim aktivitesi igin
vazgec¢ilmez olmakla birlikte, diizenleme, biyogenez ve lokalizasyonda Onemli roller
oynamaktadir (Chen ve Zhang, 2016). Sekil 2.3’de ise telomer yapiSindaki proteinlerle

telomeraz yapis1 gosterilmistir.



Sekil 2.3. Telomer yapisindaki proteinler ve telomeraz (Sandin ve Rhodes, 2014)

2.2.1. Telomerazin Yapisi

Telomeraz, bir protein katalitik alt birim TERT ve TER olarak adlandirilan bir RNA
sablonundan olusan bir riboniikleoprotein kompleksidir (Schumpert vd., 2015). DNA'ya bagh
DNA polimerazlarimin eksik replikasyonlar1 sonucu ortaya c¢ikan zarari telafi etmek igin
telomerler diger DNA replikasyon faktorleri ile koordineli ¢alisan telomeraz
riboniikleoprotein ters transkriptazini kullanir. Telomeraz, kromozom 3’ uglarin1 uzatmak
icin integral RNA alt birimi i¢indeki tanimli bir diziyi kopyalamaktadir (Cunningham ve

Collins, 2005). Telomerazin ii¢ boyutlu yapist Sekil 2.4’de goriilmektedir.

Sekil 2.4. insan telomeraz dimerinin ii¢ boyutlu yapisi (Sandin ve Rhodes, 2014)

TER, kromozomlarin 3’ ucuna ardisik tekrarlarin eklenmesi icin bir sablon olarak
kullanilan telomer tekrar1 igin bir dizi tamamlama bélgesi igerir. In vitro telomeraz aktivitesi

icin sadece TERT ve TER gerekli iken, fizyolojik olarak fonksiyonel bir holoenzim RNP
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gereklidir. Bu alt birimlerden tigii TERT, TER ve La-aile proteini p65'in in vivo olarak
birlestirilmesi aktif bir RNP i¢in gereklidir. Ayrica yapida p75, p50, p45, pl9 ve Tebl gibi
protein yapilart da bulunmakla birlikte sadece Teb1’in islevi bilinmektedir. Teb1 proteini de
ekleme islemi yapilirken DNA iriiniiniin etkilesim ve stabilitesi i¢in gereklidir (Jiang vd.,

2013). Telomeraz yapisindaki proteinler ve telomeraz yapist Sekil 2.5’de gosterilmistir.

o N,

*Teb1B
@
P N

TERT/TER

Sekil 2.5. Tetrahymena holoenzim kompleksi (Jiang vd., 2013)

2.2.2. Telomerazin Onemi

"

Dogrusal kromozomlu herhangi bir organizma, siklikla " u¢ replikasyon problemi
olarak adlandirilan DNA'sinin terminal sekansinin korunmasinda 6nemli bir engelle karsi
karsiya kalmaktadir (Rauda ve Skordalakes, 2007). Tek hiicreli oOkaryotlarda, germ
hiicrelerinde, kanser hiicrelerinin ¢ogunda ve muhtemelen ¢ok hiicreli organizmalarin kok
hiicrelerinde yaslanmaya karsi koymak i¢in telomerik tekrarlarin spesifik sentezi telomeraz ile
saglanmaktadir (Kachouri-Lafond vd., 2009). insan telomeraz-negatif somatik hiicrelerinin
her bir bireysel DNA replikasyon olayi, 100 bp telomerik sekans kaybina yol agmakta ve her
hiicresel boliinme ile telomer uzunlugunda bir kisalmaya yol agmaktadir. Bu telomer
kisalmas1 nedeniyle, insan somatik hiicreleri yaslanmadan 6nce sadece yaklasik 50 ila 80
hiicresel replikasyon olayma maruz kalabilmektedir. Bu nedenle, telomer uzunlugu normal

hiicresel fonksiyon ve proliferasyonun yani sira kromozom stabilitesi i¢in gerekmektedir
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(Schumpert vd., 2015). Somatik hiicrelerin ¢ogu diisiik telomeraz aktivitesine sahiptir, bu da
telomer uglarinin eksik replikasyonu nedeniyle telomer yipranmasina neden olur ve bu da
hiicresel yaslanmaya veya apoptoza yol agabilmektedir (Singh vd., 2012).

Yapilan calismalar, daha kisa telomerleri ve diisiik telomeraz diizeylerini olumsuz
saglik davranislari, yaslanma, yasa bagli hastaliklar ve mortalite ile iliskilendirmistir (Glaser
ve Glaser, 2010).

Telomer uzunlugu ve aktivitesinin insan saglig1 tizerindeki etkileri yagh niifus arttikca
daha da onemli hale gelmektedir. Bu, kardiyovaskiiler sistemin savunmasiz organlar1 i¢in bir
endise kaynagidir. Yaslanmaya ek olarak, yiiksek stres ve zayif beslenme gibi yasam tarzi,
azalan telomer uzunlugu ve zararl saglik sonuglari ile de iligkilidir. Telomerazin farmakolojik
aktivasyonu bazi hastaliklarin tedavisi ve yaslanma siirecini geciktirmek i¢in bir besin
takviyesi olarak onerilmistir (Wills ve Schnellmann, 2011).

Telomer uzunlugunu yaslanma siirecine baglayan ilk baglanti, insan primer
fibroblastlarinin, dondr yasi arttikga daha kisa telomerlere sahip oldugu ve telomerlerin kritik
derecede kisa bir boyuta ulastig1 zaman, proliferatif yetenek kaybi oldugu bilinen hiicreler igin
bir baslica kosulu oldugu gézleminden gelmistir. Ozellikle yetiskin kok hiicre béliinmeleri
baglaminda telomer kisalmasinin, kok hiicre mobilizasyonunun ciddi sekilde bozulmasina ve
dokularin yeniden iiretilebilme kabiliyetinde bir bozulmaya neden oldugu gdsterilmistir.
Bunun nedeni, kisa ve / veya korunmasiz kromozom uglarinin, DNA tamir mekanizmasini
ve p53 yolunun aracilik ettigi hiicresel yaslanmay1 veya apoptozu tetikleyen, kalict ve / veya
onarilamayan DNA kopmalar1 olarak taninmasidir (Jesus ve Blasco, 2013).

Kok hiicreler ve lenfositler disindaki ¢ogu insan somatik hiicrelerinde, dogumdan
sonra telomeraz aktivitesi azalir, boylece telomer uzunlugu her bir hiicre boliinmesiyle kisalir.
Dogru telomer islevini saglamak ve replikatif yaslanma veya hiicre 6liimii ile sonuglanan
DNA hasar yollarmin aktivasyonunu onlemek icin kritik uzunlukta bir telomer tekrari
gerekmektedir. Kok hiicreler c¢ogalma kapasitesine sahip olduklarindan, birgok hiicre
boliinmesi yoluyla telomer uzunlugunu koruyan bir mekanizmaya sahip olmalidirlar. Aslinda,
noronal, cilt, intestinal kript, meme epitel, pankreas, adrenal korteks, bobrek ve mezenkimal
kok hiicreler gibi hematopoetik ve hematopoetik olmayan kok hiicreler dahil olmak iizere
insan yetigkin kok hiicrelerinde diisiik telomeraz aktivitesi seviyeleri bulunmustur. Temel
olarak, insan ve fare hiicrelerinde telomer ve telomeraz aktivitesi farki g6z 6niine alindiginda,
kok hiicre popiilasyonlarinda telomer ve telomeraz durumu insanlar ve fareler arasinda
farklidir. Telomeraz diizeyi, insan kok hiicrelerinin ¢ogunda diisiiktiir, oysa, hematopoetik

progenitdr hiicreler, aktive edilmis lenfositler veya keratinositler gibi hizli genislemeye maruz
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kalan hiicrelerde ve hatta bazen beyin gibi telomeraz aktivitesi diisiik hiicreli dokularda bile
artabilmektedir.

Telomeraz g¢ekirdek bilesenlerinde, TERT ve TER mutasyonlari, aplastik anemi ve
diskeratoz konjenital muzdarip hastalarda bulunmustur. Her iki hastalik da, hematopoetik kok
hiicre boliinmesinin korunmasindaki kusurlardan kaynaklanan kemik iligi yetmezligi ve /
veya cilt anormallikleri ile karakterize edilir. Ayrica, telomeraz roliiniin 6nemli oldugu iki
biyolojik siire¢ olan kanser ve yaslanma, kok hiicre hastaliklar1 olarak giderek daha fazla
tanimlanmaktadir. Ornegin, baz1 kanserler, normal kok hiicrelerin veya progenitor hiicrelerin,
kanser kok hiicreleri olarak adlandirilan transformantlarindan kaynaklanabilir, oysa yaslanma
bazi kok hiicrelerde progresif bir fonksiyonel azalmayla indiiklenir (Hiyama ve Hiyama,
2007).

Telomeraz aktivitesindeki bir artis, genellikle kanserin bilinen bir isareti olan
hiicrelerin kontrolsiiz biiylimesiyle dogrudan iliskilidir. Telomeraz ve 6zellikle de katalitik alt
birimi TERT, kanserlerin % 85-90'inda asin etkilidir ve yaygin olarak kabul edilebilir bir
timor belirteci ve antikanser terapdtikleri icin popiiler bir hedef haline gelmistir. Kromozomal
sapmalar ve gelisen kanser hiicreleri, bir DNA hasar sinyaline maruz kalmasi sonucu
telomerazin aktivasyonunu veya reaktivasyonunu gosterir. Boylece hiicre dongiisii kontrol
noktalarint atlar ve kontrolsiiz biiyiimeye ve proliferasyona yol agar. Kanser tedavisinde
telomeraz hedeflemenin iki genel stratejisi vardir. Bunlardan biri telomer kisalmasina yol
acan telomeraz katalitik aktivitesinin dogrudan inhibe edilmesidir. Digeri ise telomeraz alt
birimlerinin ekspresyonunun azaltilmasi veya telomerazin substratlarina erigiminin bloke
edilmesidir (Chen ve Zhang, 2016).

Kanser hiicrelerinde telomerlerin uzunlugu, her hiicre dongiistindeki telomer kisalmasi
ile telomeraz aktivitesinden kaynaklanan telomer uzamasi arasindaki dengeye baghdir.
Orijinal dokuya goére daha kisa telomerlere sahip tiimorler, birgok kanser tiirlinde tespit
edilmistir. Noroblastomda, endometrial kanser, meme kanseri, 16semiler ve akciger kanseri,
azalan telomer uzunluklar ile artan hastaligin siddeti arasinda bir iligki tanimlanmistir. Kisa
telomerler malign hiicrelerde karyotip instabilitesinin birincil nedeni gibi goriinmektedir.

Noroblastom gibi bazi tlimor tipleri erken evre kanserlerinde daha diisiik telomeraz
aktivitesi gosterirken gec¢ evre vakalarinda ekspresyon daha yiiksektir. Kisa telomere sahip
olan veya hi¢ telomeraz aktivitesi olmayan veya zayif telomeraz aktivitesi olan 6zel bir evrede
noroblastomlarin kendiliginden gerileme egiliminde oldugu gozlenmistir.

Kanser tanisinda ve klinik sonucun prognostik bir gostergesi olarak telomeraz

aktivitesinin bir bagka Ornegi mide kanserlerinde bulunan sonuglardir. Hiyama ve dig.,
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caligmalarinda saptanabilir telomeraz aktivitesi olan tiimorleri olan hastalarin hayatta kalma
oranlarinin telomeraz aktivitesi olmayanlara gore daha kisa oldugunu gostermistir.

Bu bulgular telomerazin yeniden aktive edilmesinin, hiicre 6liimsiizlesmesinde ve
¢ogu tlimorijenez durumunda zorunlu bir olay olabilecegini gostermektedir. Bu nedenle,
enzimin herhangi bir inhibisyonu, telomer kisalmasinin yeniden baslamasina yol agabilir ve
hiicresel yaslanma yolunu aktive edebilir. Telomerazin bir¢cok insan somatik dokusunda
bulunmamasi ve gerekli olmamasi, ancak tiimor biiyiimesi i¢in gerekli olmasi, bu enzimi
antikanser tedavisi i¢in ideal bir hedef haline getirmektedir.

Kanser tedavisindeki en biiyiik zorluklardan biri, istenen reaksiyonlar1 maksimize
ederek ve istenmeyen yan etkileri en aza indirerek yiiksek bir terapotik etki elde etmektir. in
vivo olarak yararli bir antitimor etkisi elde etmek i¢in; antitimor ajanin timor hiicrelerinin
coguna ve belki de % 100'line sokulmasi, hedefe ulasan antitimor ajan, tiimdr hiicre Sliimii,
normal hiicrelere kabul edilebilir toksisite, zararli bir konak immdiin tepkisinin olmamas1 gibi
kosullarin saglanmasi gerekmektedir.

Bu hedeflere ulagsmak i¢in en umut verici yaklasimlardan biri oligoniikleotit bazli gen
terapisidir. Genetik bilginin ekspresyon, tamamlayici duyu ve antisens niikleik asit tellerinin
eslestirilmesiyle diizenlenmesi, “antisens” olarak adlandirilmistir. Artik, bir sekansta genlerin
ekspresyonuyla eslesebilen ve fonksiyonel olarak inhibe edebilen antisens DNA
oligoniikleotitleri veya antisens RNA'lar1 tasarlamak miimkiindiir. Bu yiiksek 6zgiilliik
derecesi, antisens yapilari terapotik ajanlar i¢in gekici adaylar haline getirmistir (Dahse vd.,
1997).

Telomeraz inhibisyon 0Ozelliklerine sahip birkag sentetik bilesik son yillarda
gelistirilmis olmasma ragmen, bu bilesiklerin c¢ogu oldukca toksiktir. Ek olarak, bu
inhibitorlerin telomeraz iizerinde dogrudan veya dolayli bir etkiye sahip olup olmadiklarini
belirlemek zor olabilir. Bilesikler, telomeraz inhibisyonuna dogrudan neden olabilirler veya
apoptozis yoluyla hiicre oliimiine neden olarak telomeraz aktivitesini yavaslatip veya
durdurabilirler. Telomeraz inhibitorleri gelistirmek icin RNA sablonu, TERT proteini ve ilgili
proteinler gibi cesitli hedeflerin arastirilmasi gerekmektedir. Klinik olarak ilgili bir bilesik
olan imetelstat, telomeraz aktivitesinin spesifik bir oligoniikleotid rekabetc¢i inhibitorii olarak
bugiine kadar gelistirilmistir.

Telomer uzunlugu hiicresel yaslanma ile iliskili oldugundan, normal hiicresel
yaslanmay1 tersine c¢evirmek ve yaslanmanin semptomlarini tedavi etmek icin telomeraz
aktivatorlerinin gelistirilmesine yonelik ilging sorunlar olmustur. Geron Corp ve TA

Therapeutics tek bir molekiil telomeraz aktivatorli, sikloastragenolii gelistirmislerdir. Bu
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kii¢iik molekiiliin artik cogalmayan T lenfositlerdeki telomerazi gegici olarak aktive ettigi
gosterilmistir. Stirekli tedavi ile, bu ajan HIV / AIDS ve bagisiklik yetmezligi olan hastalar
icin yararli olabilir. Ayrica, bu molekiil bagisiklik fonksiyonunu ve cilt durumunu iyilestirmek
icin nutrasotikler ve kozmesotikler gelistirmek ic¢in kullanilmaktadir. Bununla birlikte, bu
irlinlerin hareket mekanizmasin1 ve giivenligini belirlemek i¢in daha fazla calisma
yapilmalidir (Sprouse vd., 2012).

Telomer uzunlugunu stabilize eden telomerazdan bagimsiz mekanizmalar da mevcut
olabilir. Yapilan ¢alismalar sonucunda Oliimsiiz insan hiicrelerinde saptanabilir telomeraz

aktivitesi olmayan telomer uzamasi oldugu da bildirilmistir (Dahse vd., 1997).

2.2.3. Telomeraz inhibisyon Yéntemleri

1990'larin baginda, telomer, telomeraz, yaslanma ve kanser arasindaki iliskinin
kesfedilmesi tiimdr biyolojisi aragtirmalarinda antikanser tedavisi i¢in tamamen yeni bir yol
agmistir. Telomeraz aktivitesi olmayan ve yaslanmaya girinceye kadar her hiicre
boliinmesinde telomer kisalmasi yasayan ¢ogu normal insan hiicresinden farkli olarak hiicre
dongiisii kontrol noktalarinda sorunlu olan hiicreler (6rn., P53, p16 veya ARF / CDKN2A
icermeyen erken evre malign hiicreler) béliinmeye devam etmektedir. Insan hiicrelerinde,
hiicre biiylimesini sinirlayan bu iki mekanizma (yaslanma ve kriz) kansere karsi korunma i¢in
giiclii mekanizmalardir. Insan hiicrelerinin ¢cogu bu kriz déneminde kalir, hiicre biiyiimesi
hiicre o6liimii ile dengelenir, ancak nadir durumlarda bir hiicre, telomerleri koruyabilen veya
uzatabilen telomeraz ifadesi gibi bir mekanizma kazanir. Krizden kacan hiicreler genellikle iki
ozellik ile karakterize edilmektedir. Bu oOzellikler telomer stabilitesi ve telomeraz
ekspresyonunun yeniden etkinlestirilmesidir. Bu nadir goriilen hiicre tipi daha sonra siirekli
olarak biiyliyebilir. Bunun da kanserojenezde ¢ok dnemli bir adim olduguna inanilmaktadir

(Mocellin vd., 2013).

2.2.3.1. Antisens Oligoniikleotitler (AS-ODNSs)

Telomeraz hedeflemesi i¢in antisens oligoniikleotitler yaklasimi ilk olarak mRNA'min
translasyonunu RNA'y1 tamamlayan bir sekansla engellemek icin tiiretilmistir. Baslangigta,
1995'te bir antikanser tedavisi olarak kullanilmistir. AS-ODN'ler, telomerazin Katalitik
bilesenini veya RNA sablonunu hedeflemek icin kullanilmakta ve kisa tek iplikli DNA
dizilerinden olusmaktadir. RNA sablonuna tamamlayici sekilde baglanarak telomeraz

aktivitesini inhibe eder. AS-ODN'ler iizerinde yogun olarak ¢alisilmis ve son on yilda yapilari

11



degistirilip ve Onemli Olgiide gelistirilmistir. Halen gelistirilmekte olan en basarili AS-

ODN'ler GRN163L ya da imetelstat olarak adlandirilan oligoniikleotidlerdir.

2.2.3.1.1. GRN163L

GRN163, en umut verici oligoniikleotittir. hTER'i hedef almaktadir. GRN163,
telomerazin inhibe edilmesinde iyi sonuglar vermesine ragmen, bir lipit tasiyicisinin eksikligi
ve sinirlt alim nedeniyle potansiyeli diisiik kalmistir. Bu sorunu ¢d6zmek i¢in, GRN163L adli
bir lipit modifiyeli versiyon gelistirilmistir. GRN163L, dogrudan bir telomeraz RNA sablonu
antagonisti olarak gorev yaparak telomeraz aktivitesinin inhibe edilmesine neden olmaktadir

(Ruden ve Puri, 2013).

2.2.3.2. Hammerhead Ribozimler

Hammerhead ribozimler, spesifik endoriboniikleaz aktivitesine sahip kiigiik RNA
molekiilleridir. Hedef bolgenin taninmasinda islev goren anti-sens dizileriyle gevrili bir
katalitik cekirdekten olusurlar. Yokoyama ve arkadaslari, hTERT'de farkli dizilerin 3 " ucunu
hedef alan ti¢ farkli ribozim yapist kullanmis ve bunlari bir endometriyal kanser hiicresi
hattina sokmuslardir. Sablon bolgeyi hedefleyen ribozimin telomeraz aktivitesinin
azaltilmasinda etkili oldugu ve buna ek olarak dort haftalik bir siire iginde telomer
kisalmasina neden oldugunu kanitlamislardir. Bu siire zarfinda bu hiicrelerde proliferasyon

hizinda bir degisiklik goriilmemistir. (White vd., 2001).

2.2.3.3. Baskin Negatif \TERT

Baskin negatif -hTERT yapilari, hTER'yi baglayarak ve kenetleyerek telomeraz
aktivitesinin telomerlerin korunmasini potansiyel olarak engelleyebilen katalitik olarak inaktif
hTERT mutantlaridir. Bu mutasyona ugramis telomeraz, telomerik yapilar1 baglar, ancak
telomeraz-iliskili RNA'y1 baglamaz. Dolayisiyla, yeterince yiiksek seviyelerde eksprese
edilirse, boyle bir telomeraz mutanti, gerekli bir telomeraz bilesenini tiiketmek icin

kullanilabilir ve boylece telomeraz aktivitesinin bir inhibitdrii olarak islev gorebilir.

2.2.3.4. Ters Transkriptaz Inhibitorleri

Ters transkriptaz inhibitorleri (RTI), ters transkriptaz enziminin uygun sekilde
caligmasin1 engelleyen bir molekiiller sinifidir. Genellikle DNA'ya entegre olmalari i¢in

endojen niikleik asitlerle rekabet ederek hareket edip daha sonra ters transkriptazin zincir
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uzatma fonksiyonuna miidahale ederler. RTI, HIV tedavisinde yogun olarak g¢alisilmis ve

kullanilmistir.

2.2.3.5. RNA Interferans (RNAi)

RNA interferans, genlerin ekspresyonunu modiile eden bir transkripsiyon sonrasi gen
susturma anti-sens mekanizmasidir. RNAi, uzun ¢ift sarmalli RNA  molekiillerinin,
kendisinden 20-21 niikleotid daha kisa dsRNA fragmanlara bir endoriboniikleaz enzimi
olan Dicer tarafindan islenmesini ve sonrasinda Okaryotik hiicrelere sokulmasini
saglamaktadir. Bu fragmanlar daha sonra coziilerek RNA kaynakli susturma kompleksi
(RISC) ve bunu takiben antisens sarmalinin RISC'ye entegrasyonu ile tek ipliklere ayrilir.
Daha sonra, RISC'deki ssRNA'lar Watson Crick baz eslesmesi ile hedef RNA'larina baglanir
ve mRNA'nin RISC'nin endoniikleaz aktivitesi ile boliinmesini saglar.

Cesitli arastirma calismalari, RNAi'nin telomeraz enzim aktivitesini onemli Olgiide
Onleyen bir ara¢ olarak Onemini gostermisti. RNAi, SEG-1 Barrett's adenokarsinom
hiicreleri, CCL-121 insan osteosarkom hiicreleri, HT-1080 insan fibrosarkom hiicreleri de
dahil olmak tiizere gesitli insan kanserli hiicrelerde telomeraz aktivitesinin inhibe edilmesine
yol agan hem hTERT hem de hTER'nin hedeflenip azaltilmasinda basarili olmustur (Agrawal
vd., 2012).

2.2.3.6. Iimmiinoterapi

hTERT'in immiinoterapi i¢in potansiyel bir hedef olarak kesfedilmesi durumu, timorle
iligkili antijenlerin, spesifik anti-kanser T-lenfosit tepkilerine karsi aracilik edebileceginin
anlagildig1 son 10 yildaki deneysel bulgulara dayanmaktadir. 1990'larin baslarindan kalma
oncli calismalarda, anti-kanser T hiicresi tepkilerinin molekiiler hedefleri, hasta kaynakli T
hiicrelerinin kapsamli analizleriyle karakterize edilmistir. Her ne kadar bu ¢alisma baslangicta
melanomay1 temel alsa da, daha sonra T-lenfositlerinin potansiyel olarak saldirabilecegi diger
bazi malignitelere de genisletilmistir. Kansere karsi antijen spesifik terapotik asilama
stratejileri gelistirmeye yonelik yontemler, 6zellikle melanom ve hematolojik malignitelerdeki
caligmalar sonucunda, tiimorle iligkili antijenlere karsi asilamanin giivenli ve potansiyel

olarak etkili oldugu diisiincesini biiyiik 6l¢iide arttirmistir (Vonderheide, 2002).

2.2.3.6.1. GRNVAC1

Dendritik hiicreler, gii¢lii bagisiklik tepkisi iiretebilen ve giiglii T-hiicresi epitoplarin

tiimorler i¢in kullanilabilen en verimli antijen sunan hiicrelerdir. MHC allel kisitlamasina gore
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siirlanmadiklarindan, birgok HLA alleli tipi igin epitoplart kodlayabilirler. GRNVAC 1, hem
CD4 + hem de CD8 + immiin tepkilerini uyarabilen otolog bir dendritik hiicre asisidir.
GRNVACI, hTERT' ve lizozoma bagli membran proteininin bir kismin1 kodlayan tam bir
mRNA sekansiyla ex vivo olarak transfekte edilmis olgunlasmamis DC'lerden olusur. LAMP-
1, hTERT'yi bir lizozoma yonlendirerek peptitlere kolayca ayristirir ve daha giiclii bir immiin

tepkiye yol agar (Ruden ve Puri, 2013).

2.2.3.7. Gen Terapisi

Telomeraz gen terapisinde, intihar gen terapisi ve onkolitik viral terapi olmak tizere iki
genel yaklagim vardir. Telomeraz gen terapisinin preklinik ¢alismalari, normal hiicre suslari
ve kapsamli bir kanser modelleri dizisi kullanilarak, 6zgiilliik ve etkinlige dikkat ¢gekmektedir.
Hem hTERT hem de hTER promotérleri, onkolitik viriis ve intihar gen terapisi ortamlarinda,
caligmalarinda iimit vaat etmektedir. Bununla birlikte onkolitik viriis ¢alismalarindan ortaya

cikan hedef dis1 etkiler konusunda bazi1 kiigiik kaygilar bulunmaktadir.

2.2.3.7.1. Intihar Gen Terapisi

Adeno ile iliskili viriisler diisiik immiinojeniklik gosterir, bilinen bir patojeniteye sahip
degildir, proliferatif olmayan hiicreleri hedef alir ve ayr1 genom yerlestirme bolgelerine sahip
olabilir. “Intihar” gen terapisinin, bir AAV vektoriiniin kullanimiyla oral kanser hiicre
cizgilerinde uygulanabilir oldugu gosterilmistir. AAV vektorleri ayrica, klinik 6ncesi kanser
modellerinde antisens veya ribozim genlerini transfer etmek i¢in basariyla kullanilmistir.
AAV vektorlerinin beyinde, iskelet kasinda, karacigerde ve muhtemelen CD34 + kan
hiicrelerinde verimli bir sekilde transdiiksiyona neden oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte
bazi dezavantajlar1 da bulunaktadir. Bazi hiicreler ¢ok yiiksek bir enfeksiyon ¢esitliligine
thtiya¢c duyar yani transdiiksiyonu saglamak i¢in gereken hiicre basina viral pargaciklarin
sayist degiskenlik gostermektedir. AAV genomu kiiciiktiir. Yaklasik 4.8 kb’lik bir DNA i¢in
olanak saglamaktadir. Bunun yan sira viral partikiillerin iiretimindeki problemler heniiz tam

olarak ¢oziilememistir (Mali, 2013).

2.2.3.7.2. Onkolitik Viral Terapi

Bu yaklasim, telomeraz eksprese eden kanser hiicrelerini segici olarak hedef almalarini
ve yok etmelerini saglayan onkolitik veya kanser Oldiiriicii 6zelliklere sahip olmak ig¢in
manipiile edilmis veya tasarlanmig adenoviriislerden faydalanir. Adenoviriis replikasyonunu

diizenleyen telomeraz (hTERT) geninin promotdr bolgesi, kanser hiicrelerinde segici viral
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yayllim saglar, ancak telomeraz ifade etmeyen normal hiicrelere izin vermez. Bdylece,
telomeraz spesifik viriisii igeren telomeraz eksprese eden tiimor hiicreleri, sonunda bitisik
hiicrelere yayilarak lizis olur. Bu ayni tasarlanmig virlisler normal somatik hiicreleri enfekte

ettiginde, ¢ogaltma veya 6ldiirme etkisi olmaz (Shay ve Keith, 2008).

2.2.3.8. BIBR1532

BIBR1532, bugiine kadar en umut verici hTERT spesifik aktif bolge inhibitdrlerinden
biridir. BIBR1532, hTERT'nin aktif bdlgesine rekabetsiz bir sekilde baglanarak telomerazi
inhibe eden, niikleotidik olmayan, kiigiik molekiillii bir sentetik bilesiktir. BIBR1532, temel
sablon kopyalama adimlarini engellemez, fakat TTAGGG tekrarlarinin sayisini azaltarak
ozellikle sablon kopyalama iizerine DNA substratinin uzamasini etkiler. Bu nedenle,
BIBR1532'nin enzim-DNA-substrat kompleksinin translokasyonu tizerinde bir etkiye sahip
olabileceginden veya enzim sablon kopyalama sirasinda DNA substratindan ayrismaya neden
olabileceginden siliphelenilmektedir. BIBR1532 iizerinde yapilan c¢oklu caligmalardan elde
edilen sonuglar, yiiksek konsantrasyonlarda BIBR1532 ile telomeraz dozuna bagli bir
inhibisyon gdstermistir ve normal insan hiicreleri lizerinde 6nemli bir etki gostermemistir

(Ruden ve Puri, 2013).

2.2.3.9. G-quadruplex stabilizatorleri

G-quadruplex, Hoogsteen hidrojen baglari ile stabilize edilmis dort guanin bazi
tarafindan olusturulan bir tetrad diizlemsel yapidir ve bu yapi, telomerler de dahil olmak iizere
guanin bakimidan zengin niikleik asitlerde olusabilir. G-quadruplex yapilarinin varsayilan
islevi telomer uglarini niikleaz saldirisindan korumaktir. Bu koruyucu dortlii konfigiirasyonlar
taninir ve kismen 3' u¢ uzatma igin telomeraz ile ¢oziilir. Buna karsilik G-quadruplex
yapilarinin “stabilizatorler” ile baglanmasi, dortlii konfigiirasyonda telomerleri etkili bir
sekilde “kilitler” ve telomeraz veya ALT tarafindan telomer uzamasini onler. Bu, telomer
kisalmasini ve ardindan hiicre 6liimiinii hizlandirir. Telomer kilitleme 6zelligine ek olarak, G-
quadruplex ajanlar1 telomerin kapanmasini indiiklemek icin telomer yapisina da miidahale

etmektedir.

2.2.3.10. T-oligo

T-oligo, tek zincirli, zincir ¢ikintis1 dizisine homolog olan 11-baz oligoniikleotit
sekansindan (GTTAGGGTTAG) olusan bagka bir yeni antikanser ajandir. T-oligo'nun kanser

hiicrelerine girmesi, DNA hasar cevabini, apoptoz veya otofajiyi uyarir. Melanom
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hiicrelerinde yapilan bir calisma, T-oligo'nun p53 aktivitesini arttirdigini, hiicresel
farklilagsmaya ve apoptozise yol agtigin1 gostermistir. Ek olarak, veriler ayrica T-oligo aracili
hasar yanitlar1 i¢in pozitif telomer uzatma diizenleyicisi olan tankiraz-1'in gerekli oldugunu

gostermistir. Telomer hedefli T-oligo'nun etki mekanizmasi halen arastirilmaktadir.

2.2.3.11. Tankiraz inhibitorleri

Tankiraz, telomer uzunlugu diizenlemesi de dahil olmak iizere c¢esitli hiicresel
islemlerde rol oynayan poli ADP-riboz polimeraz protein siiper ailesine aittir. Telomerin
uzamasi, telomerazin telomere erisebilmesi i¢in TRF1'in telomerden ayrilmasini saglar.
Tankiraz, TRF1'in ubikuitin bozunmasi1 yoluyla telomerden TRF1’in ayrismasini
kolaylasgtirir. Bu nedenle, tankiraz inhibisyonu TRF1'in telomerden ayrismasini azaltir ve
telomerazin telomere baglanmasini dnler, boylece telomer uzunlugunu inhibe eder. Bugiine

kadar, tankiraz inhibisyonunun telomer kisalmasini ve hiicre 6liimiinii arttirdig1 gosterilmistir

(Xu ve Goldkorn, 2016).

2.3. Metformin

Iki ana biguanid bileseni olan metformin ve fenformin, 1950'lerin sonlarinda piyasaya
stiriilmiistiir. Fenformin, 1970'lerin sonunda laktik asidoz ile bir iliskisi tanimlandigindan
bir¢ok tilkede klinik kullanimdan g¢ekilmistir. Bu biguanidlere karsi bir onyargi olusmasina
neden olsa da metforminin laktik asidoz ile bir iligskisi bulunmamistir ve su anda bir¢ok
iilkede yaygin bir sekilde kullanilmaktadir (Bailey vd.,1996). Sekil 2.6’da metforminin

kimyasal yapis1 gosterilmistir.

NH NH

o

‘ N NH.,

Sekil 2.6. Metforminin kimyasal yapisi

Metformin, uzun yillardir tip 2 diyabet tedavisi i¢in 6nemli bir ilag olmustur. En sik

kullanilan oral antihiperglisemik ajandir ve halen yeni tan1 almis tim T2D hastalar1 icin
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birinci basamak tedavi olarak Onerilmektedir. Hipoglisemiye veya kilo alimma neden
olmadan ve kardiyovaskiiler sisteme zarar vermeden hiperglisemiyi hafifletmektedir (Foretz
vd.,2014).

Diyabet, tiim iilkelerde yayilmis, siirekli biiyiiyen, popiilasyonu tehdit eden kiiresel bir
salgindir (Simon-Szabo vd., 2014). Hiperglisemi ve lipidlerin, karbonhidratlarin ve insiilin
direncinin metabolizmasindaki degisiklikler ile karakterize metabolik bir hastaliktir ve
bulasict olmayan hastaliklar i¢cinde diinya ¢apinda 6liime neden olan 6nemli hastaliklardan
biridir. 2013 yilinda diinya capinda T2D ile yaklasik 382 milyon insanin yasadigi tahmin
edilmekte ve bunlarin yaklasik % 90'inin T2D oldugu diisiiniilmektedir. Mevcut bilgilere gore
2035 tahminleri diinya ¢apinda 592 milyon T2D vakasi olacagini gostermektedir (Ochoa-
Gonzalez vd., 2016). Diyabetli hastalarin yaklasik % 95'inde asir1 kalorik alim, sinirl fiziksel
aktivite ve obezite sonucu gelisen tip 2 diabetes mellitus vardir. T2D, en yaygin olarak yash
insanlart etkilemekte ve insiilin direnci, adacik hiicresi fonksiyon bozuklugu ve insiilin
sekresyonunda asamali bir azalma ile de karakterize edilmektedir (Morales ve Morris, 2014).
Metformin, hepatik glukoz ¢ikisini inhibe edip periferal dokularin insiilin duyarliligini
artirarak ve glikozun intestinal emilimini azaltarak antihiperglisemik etki gostermektedir
(Sehdev vd., 2015). T2D'de kullanimmin yani sira, polikistik over hastaligi, diyabetik
nefropati ve gebelik diyabetinin tedavisinde de metformin kullanimi s6z konusudur (Foretz
vd., 2014). Metformin, hepatositler, iskelet kasi, endotel hiicreleri, pankreas beta hiicreleri ve
ndronlart igeren ¢esitli dokularda mitokondriyal solunum zinciri kompleksi 1'i spesifik olarak
inhibe etmektedir. Mitokondriyal solunum zinciri kompleksi 1'in inhibisyonu, hiicresel enerji
durumunda gegici bir azalmaya neden olmakta ve bu adenosin trifosfat {iretimi ve tiikketimi
arasindaki dengeyi degistirerek, adenosin monofosfatin ATP'ye oranla artmasina neden
olmaktadir. Artan AMP seviyeleri, diizenleyici bolgelere baglanarak AMP ile aktive olan
protein kinazi aktive etmekte ve enzimde konformasyonel bir degisime neden olmaktadir.
AMPK, hiicresel enerji durumunu izleyen ve enerji kisith kosullar altinda hiicresel
fonksiyonlar1 koruyan filogenetik olarak korunmus bir protein kinazdir. AMPK'nin
aktivasyonu, hiicrenin ana metabolik enzimlerin fosforilasyonu ve gen ekspresyonunu modiile
eden transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu yoluyla enerji dengesini yeniden saglama
girisimi sirasinda anabolikten katabolik duruma ge¢mesine neden olmaktadir. Sirasiyla aktive
edilmis AMPK, karacigerde yag asidi oksidasyonu ve glukoz alimmi uyarirken
glukoneogenez, lipogenez ve protein sentezinin inhibisyonuna yol agmaktadir. Bununla
birlikte metformin, fruktoz-1,6-bisfosfataz gibi enerji metabolizmasinda yer alan anahtar

enzimlerin diizenlenmesi yoluyla gen ifadesinden bagimsiz bir mekanizmada glukoneogenezi
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de inhibe edebilmektedir. Ayrica, metforminin birincil hedefinin mitokondriyal solunum
zinciri kompleksi 1 oldugu disiiniilmesine ragmen, metforminin karakteristik olarak
mitokondri icermeyen eritrositlerin metabolizmasini etkiledigi gosterilmis oldugu i¢in ayr1 bir
etki mekanizmasinin olabilecegi diistiniilmektedir (Morales ve Morris, 2014).

Yapilan ¢alismalar metforminin antikarsinojenik Ozelliklere sahip oldugunu ve
kullaniminin meme kanseri, yumurtalik kanseri, kolon kanseri ve prostat kanseri gibi birgok
kanser tiirlinde olumlu sonuglar ile iligkili oldugu goéstermektedir (Wang vd.,2015; Patel
vd.,2015). Metforminin kanser gelisimi ve tiimor gelisimi tizerindeki inhibitor etkilerini
iirettigi mekanizmalar tam olarak anlasilmamustir fakat bunlar sistemik insiilin veya glukoz
seviyeleri lizerindeki dolayli etkileri veya tiimor hiicresi biiyiimesi ve sagkalimi iizerinde
etkileri oldugu diistintilmektedir. Metforminin kanser hiicreleri tizerindeki dogrudan etkileri,
hiicre c¢ogalmasinin inhibe edilmesini ve hiicre Oliimiiniin indiiklenmesini igermektedir.
Metformin etkisi ile kanser hiicresi ¢cogalmasinin inhibe edilmesi, AMP ile aktive edilmis
protein kinazin aktivasyonunu, mTOR aktivitesinin inhibisyonunu, protein translasyonunu ve
siklin D1'in G1'de hiicre dongiisiiniin durmasina sebep olan bir siiregtir. Metforminin hiicre
Olimiint arttirdig1 gosterilen calismalarda, mekanizmanin apoptotik yollarin aktivasyonunu

icerdigi goriilmektedir (Zhuang ve Miskimins, 2011).

2.4. ibuprofen

NSAID'ler, ¢esitli antienflamatuar, analjezik ve antipiretik 6zelliklere sahip farmasotik
ajanlardir. Kimyasal olarak bunlar heterojen bir gruptur ve yapi agisindan yakindan iligkili
degildir. Bununla birlikte ortak ¢esitli terapotik eylemlere ve yan etkilere sahiptirler. Bu grup
icinde en yaygin kullanilan farmasoétikler asetilsalisilik asit, parasetamol, diklofenak,
ibuprofen ve naproksendir (Islas-Florez vd.,2013). Ilk olarak Aralik 1961'de sentezlenen
ibuprofen, kisa bir eliminasyon yar1 dmriine ve istisnai gastrointestinal tolere edilebilirlige
sahiptir. Ibuprofen, giiniimiizde ¢ogunlukla dismenore, migren dahil bas agrisi, ameliyat
sonrast agri, dis agrisi, kas-iskelet sistemi ve eklem iltihab1 spondilit, osteoartrit ve romatoid
artrit gibi eklem hastaliklar1 gibi durumlarda hafif-orta siddette agri ve iltihaplanma
tedavisinde ve atesi azaltmak i¢in de kullanilmaktadir (Bramlage ve Goldis, 2008). Diinya
Saglik Orgiitii'niin “Temel ilaglar Listesi” nde yer alan ibuprofen bu baglamda diinya ¢apinda
biiyiik miktarlarda iretilen ilaglardan biridir (Han vd.,2010). Sekil 2.7°de ibuprofenin

kimyasal yapis1 gosterilmistir.
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Sekil 2.7. Ibuprofenin kimyasal yapisi

Ibuprofen oncelikle karacigerdeki oksidasyonla 2-hidroksi ibuprofen ve 2-karboksi
ibuprofen olarak metabolize edilmektedir (Al-Nasser, 2000). Ibuprofen gastrointestinal
sistemden emilip ve alimdan yaklasik 1 ila 2 saat sonra pik plazma konsantrasyonlarina
ulasmaktadir. Biyoyararlanim % 80'in iizerindedir. Idrarda hizla metabolitler ve konjugatlari
olarak atilmaktadir. Degismeyen ibuprofen olarak idrarla yaklasik % 1 oraninda atilim
goriilmektedir (Bramlage ve Goldis, 2008).

Ibuprofen, hem hayvanlarda hem de insanlarda anti-enflamatuar, antipiretik ve
analjezik aktivite gostermektedir (David ve Pancharatna, 2009). Ibuprofen istenilen anti-
enflamatuar etkiyi iretmek i¢in iltihaplanmaya katkida bulunan arasidonik asit
metabolizmasindan tiiretilmis bir grup bilesik olan prostaglandinlerin azalmasina neden
olmakta ve secici olmayan bir siklooksijenazi inhibe ederek istenilen etkiyi yaratmaktadir
(Jeffries vd., 2015).

Prostaglandinler, siklooksijenazlarin artisi, onkojen sentezi ve ekspresyonu, viral
aktivasyon, sinyal bozulmasi, basarisiz apoptoz, timor baglatilmast ve tesviki, anjiyogenez,
metastaz, immiinosiipresyon, otoimmiinite ve telomeraz aktivasyonu gibi olas1 karsinojenez
mekanizmalarindan sorumludurlar. Prostaglandinler, genlerin ve onkojenlerin sentezini,
inhibisyonunu ve ekspresyonunu ve hiicrelerin replikasyonunu diizenler. Bu yiizden Aspirin
ve ibuprofen gibi prostaglandin inhibitérlerinin kronik kullanimi, kolon ve diger kanserler
riskini azaltabilir (Lieb, 2007).

COX enzimi izoformlar1 1, 2 ve 3 viicutta bulunur ve agri, iltihap ve atesin fizyolojik
transdiiksiyonunda ve ayrica gastrointestinal mukozanin koagiilasyonu ve kemoproteksiyonu
dahil olmak tizere diger fizyolojik iglevlerin sayisiz roliinde kritik rol oynamaktadirlar. COX-
1 trombositlerde ve GI mukozasinda ifade edilirken, COX-2 iskelet, diiz ve kalp kasi boyunca
bulunmaktadir. Su anda COX-3 hakkinda ¢ok az sey bilinmesine ragmen, beyinde ifade
edilmektedir. Cogunlukla NSAID'ler, COX-2'nin inhibisyonu yoluyla arzu edilen klinik
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etkilerini gosterirken, COX-1'in inhibisyonu, kanama veya GI sistemde komplikasyonlara
yol agabilir (Kroll, 2012). Ayrica kardiyovaskiiler etkiler, renal etkiler ve hepatik etkiler dahil
olmak {tizere ibuprofen kullanimiyla iliskili ¢ok c¢esitli olasi yan etkiler vardir (Al-Nasser,
2000). Buna ilaveten yapilan bazi ¢alismalar ibuprofenin eser konsantrasyonlarinin toksik

etkilerini tanimlamistir (Islas-Florez vd., 2013).

2.5. Asetilsalisilik Asit

Asetilsalisilik asit, ilk olarak 1897'de Felix Hoffmann tarafindan sentezlenmistir. Bu
yeni ilag, ertesi yilinda hastalar {izerinde test edilmistir ve aspirinin ticari iiretimi baglamistir.
Klinik ve hayvan deneylerinden elde edilen sonuglar 1899'da yaymlanmistir. 1904'te toz
formu tablete doniistiiriilmiis ve bu da giinliik kullaniminin artmasina neden olmustur. O
zamandan beri aspirin diinya ¢apinda en yaygin kullanilan ilag haline gelmistir (Pasche vd.,
2014). Aspirin, siklikla analjezi i¢in veya diisiik dozda miyokard enfarktiisii ve inmenin
Onlenmesi i¢in bir antiplatelet ajani1 olarak kullanilan yaygin bir steroid olmayan anti-
enflamatuar ilagtir. Aspirin, siklooksijenazi geri doniislimsiiz bigimde inhibe edilmesi ile etki
edip prostaglandinlerin sentezi i¢in gerekli olan PTGS-2'nin aktivitesini degistirmektedir

(Fraser vd., 2014). Sekil 2.8’de asetilsalisilik asitin kimyasal yapis1 gosterilmistir.
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Sekil 2.8. Asetilsalisilik asitin kimyasal yapisi

Son yillarda kanserde kemopreventif etki gdsteren en eski ajanlardan biri, klinik
uygulamada 19. yiizyildan beri kullanilan aspirindir. Aspirin, dogal olarak meyve ve
sebzelerde olusan salisilatlarin sentetik bir analogudur (Jankowska vd., 2010). Gegtigimiz
yillarda aspirin alimi ile kanser riskinde azalma arasinda bir iliski oldugu tespit edilmistir.
Aspirinin kanser tanili hastalarda antikanser ajan olarak kullanilip kullanilamayacagi yakin
zamana kadar bilinmiyordu fakat yapilan son caligmalar, aspirinin bazi1 kanser tiirlerinin
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adjuvan tedavisinde terapotik fayda saglayabilecegini diisiindiirmektedir (Pasche vd., 2014).
Steroid olmayan anti-enflamatuar ilaglardan 6zellikle aspirinin, birgok yaygin kanser tiirii i¢in
kemo-koruyucu veya hatta terapotik ozelliklere sahip oldugu diisiiniilmektedir (Fraser vd.,
2014). Diisiik dozajda kullanilan aspirin anti-trombosit bir ajan olarak etki gosterebilmektedir.
Trombositler, timor hiicresi gociinde o©Onemlidir ve deneysel veriler, aspirinin dolasimdaki
timor hiicrelerinin platelet kaynakli yapigmasini inhibe edebilecegini ve metastaz olusumunu
onleyebildigini gosterilmistir. Ozellikle meme kanserinde hem in vitro, hem de hayvan
modellerinde aspirin i¢in anti-anjiyojenik ve pro-apoptotik etkiler, ayrica timor hiicresi
ekstravazasyonu ve doku istilasinin baskilanmasi gibi etkileri gézlemlenmistir (Mc Menamina
vd., 2017). Kadinlarin her giin 100 mg aspirin veya plasebo alacak sekilde randomize edildigi
bir klinik calismada, aspirin alan kadinlar arasinda meme kanseri riskinde bir azalma
gbzlenmemistir. Bununla birlikte 2008 yilinda yayinlanan, 38 ¢alismay1 ve 2 milyondan fazla
kadimi kapsayan bir meta analiz, herhangi bir aspirin veya diger steroidal olmayan anti-
enflamatuar ilaglarin kullanimi ile baglantili olarak genel olarak meme kanseri riskinin

azaldig1 sonucuna varmistir (Clarke vd., 2017).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Model Organizma: Mus musculus

Fare genomu insan genomuna % 99 benzerdir ve insan geninin benzerlerini veya
islevsel olarak iliskili genleri igermektedir. Farenin émrii kisadir ve laboratuvarda liremesi ve
kullanim1 kolaydir. Daha da Onemlisi, fare genomu kolayca manipiile edilir. Bu spesifik
genlerin in vivo ¢alismasinin detayli bir sekilde incelenmesini ve ¢esitli insan hastaliklari i¢in
miilkemmel modeller temin edilmesini saglayan istenilen O6zellikte mutant fare suslarinin
tiretilmesini miimkiin kilmaktadir. Boylece fare temel ve uygulamali arastirmalar i¢in onde
gelen bir memeli model sistemidir (Han vd., 2016).

Bu ¢alismada deney hayvani olarak Mus musculus Swiss albino fareler kullanilmistir.
Bu fareler Siileyman Demirel Universitesi Deney Hayvanlar1 ve Tip Arastirmalar1 Uygulama
ve Arastirma Merkezi’nden temin edilmis olup 42 adet disi Mus musculus Swiss albino’dur.
Farelerin kullanimi ve farelere yapilan uygulamalar, MAKU Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu’nun 15.08.2018 tarihli 391 no’lu karar1 geregince yapilmistir.

Deney hayvanlarmin barinmasi ise Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uretim ve Deneysel Arastirma Laboratuvari tarafindan saglanmistir. Fareler

standart kafeslerde pelet yem ile beslenmistir.

3.1.2. Deney Hayvanlarina Verilen Maddeler, Maddelerin Hazirlanmasi ve Verilisi

Metformin, ibuprofen ve asetilsalisilik asit etken maddesi iceren ilaglar DMSO’da

¢Ozllmiistiir.

22



Sekil 3.1. Maddelerin farelere verilmesi

Bu etken maddeler, 30 giin boyunca belirtilen dozlarda, 10 pl siv1 igerisinde deney
hayvanlarina mikropipet vasitasiyla verilmistir. Tablo 3.1°de belirtilen dozlar Sekil 3.1°de
gosterildigi gibi deney hayvanlarina verilmistir. Bu dozlar, insanlarda metformin i¢in yaklasik
giinde 1000 mg ve 2500 mg; ibuprofen i¢cin 200 mg ve 1000 mg; asetilsalisilik asit icin ise
yine 200 mg ve 1000 mg’a karsilik gelmektedir.

Tablo 3.1. Farelere uygulanan maddeler ve doz miktarlari

ETKEN DOZLAR
MADDELER
13 mg/kg
Metformin ve
32 mg/kg
2 mg/kg
Ibuprofen ve
10 mg/kg
2 mg/kg
Asetilsalisilik asit ve
10 mg/kg
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3.1.3. Cahsmada Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Bu c¢alismada; santrifiij (Hettich), vortex (Dragon Lab Mx-f), doku homojenizatorii
(Qiagen), manyetik karigtirict (WiseStir MSH-20A), mikroplaka ¢alkalayici inkiibatorii
(Zhwy-2000), Termal cycler cihazi (Biorad C1000 Touch), PCR kabini (Bioair), ELISA
okuyucu(Thermo), spektrofotometre (PG T70 UV/VIS), buzdolab1 (Argelik) ve otoklav (Alp)
cihazlar1 kullanilmigtir. Bunlarin yaninda pens, pipet, makas, ependorf tiipler, PCR tiipleri,
pipet uclari, cam siseler ve diger malzemeler kullanilmistir ve bu malzemeler kullanilmadan

once otoklavda steril edilmistir.
3.2.  Yontem

3.2.1. Deney Hayvanlarimin Diseksiyonu

Diseksiyon ¢alismalar1 Burdur Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney Hayvanlari
Uretim ve Deneysel Arastirma Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir.

Fareler disekte edilmeden Once dietiletere maruz birakilarak  bayiltilmislardir.
Diseksiyonla ¢ikarilan karaciger dokusu hemen hazir bulunan % 0,9 luk soguk serum
fizyolojik ¢ozeltisi ile buz icerisinde perflize edilerek olabildigince kandan armdirilmistir.

Daha sonra epondorf tiiplere alinarak buza konulmustur.

3.2.2. Telomeraz Aktivitesi Ol¢iimii

Yapilan bu ¢alismada Roche Telomerase PCR-ELISA kiti kullanildig1 i¢in ¢alismalar

bu kitin prosediiriine uygun bir sekilde yiriitiilmstiir.

3.2.2.1. Dokulardan Ekstrakt Eldesi

Onceden hazirlanmis ve otoklavlanmis ependorf tiipler igerisine 200 ul lizis soliisyonu
eklenmis ve derin dondurucu da muhafaza edilen karaciger dokularindan yeteri miktarda tiipe
koyulmustur. Daha sonra dokular1 homojenize etmek i¢in Qiagen Tissue Raptor cihaz
kullanilmistir. Dokular homojenize edildikten sonra 30 dakika boyunca buz iizerinde inkiibe
edilmistir. Inkiibe edildikten sonra 9500 rpm de 20 dakika boyunca santrifiij edilip
santrifiijden sonra olusan siipernatanlardan 175 pl kadar ayr tiiplere alinmistir. Ayn tiiplere

alian siipernatanlar PCR islemi ger¢eklestirilene kadar derin dondurucuya kaldirilmistir.
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3.2.2.2. PCR

Steril PCR tiiplerinin her birine kit ile birlikte gelen 25 pl reaksiyon karigim soliisyonu
eklenmistir. Reaksiyon karigim soliisyonu eklenen bu tiiplere 3 pl doku ekstraktr konulmustur.
Daha sonra her tiipe 22 pl ultra saf su ilave edilmis ve tiipler PCR islemi i¢in hazir hale
getirilmistir.

Bu islemler kontaminasyon olmamasi i¢in PCR kabininde ger¢eklestirilmistir.

PCR islemi i¢in termal cycler cihazi;

o 20 dakika 25°C’de 1 dongii olarak ¢aligmistir. Bu asamada telomeraz enzimi ile
primerlerin uzamasi amaglanmistir.

. Daha sonra 5 dakika boyunca 94°C de 1 dongii olarak ¢alismistir. Bu agama ise
telomeraz enziminin inaktive olmasi i¢in yapilmistir.

o 94°C’de 30 saniye denatiirasyon, 50°C’de 30 saniye baglanma ve 72°C’de 30
saniye polimerizasyon sathalari 25 dongii olarak gergeklestirilmistir.

o Son olarak ise 72°C’de 10 dakika boyunca 1 dongii olarak son uzama sathasi
yapilmis ve PCR islemi tamamlanmaistir.

PCR islemi tamamlandiktan sonra PCR {iriinleri ELISA islemi gerceklestirilene kadar
derin dondurucuya kaldirilmigtir. PCR hazirhik asamasi Sekil 3.2°de gosterildigi gibi
gergeklestirilmistir.

Sekil 3.2. PCR hazirlama asamasi

3.2.2.3 ELISA

Reaksiyon tiiplerine 10 pl denatiirasyon soliisyonu ile 2,5 pl PCR iirlinii eklenmistir.

Olusan karisim 10 dakika 15 — 25 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon isleminden sonra
25



tiiplere 100 pl hibridizasyon soliisyonu eklenmistir. Hibridizasyon soliisyonu eklendikten
sonra her tiip kisa bir siire vortekslenmistir.

Vorteksleme isleminden sonra her tiipteki karisimdan 100’er pl alinmig ve kit ile gelen
mikroplakadaki vellere yiiklenmistir. Yiikleme islemi bittikten sonra mikroplakanin tizeri
kapatilmis ve calkalama 6zelligi olan inkiibatorde 2 saat boyunca 300 rpm’de 37 °C’de
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon islemi bittikten sonra hibridizasyon soliisyonu mikroplakadaki
vellerden uzaklastirilmistir. Bu islemden sonra -mikroplakadaki biitiin veller 250 ul yikama
soliisyonu( kullanilmadan 6nce 1:9 oraninda otoklavlanmis distile su ile seyreltilmistir) ile 3
kez yikanmistir. Her yikamada en az 30 saniye beklenmistir. Bu asamalardan sonra her bir
vele 100 pl anti — DIG — HRP soliisyonu ( kullanilmadan 6nce 240 pl otoklavlanmis distile su
ile ¢ozllmiistiir, bu ¢ozelti konjuge diliisyon soliisyonu ile 1:20 oraninda seyreltilmistir)
eklenmistir. Soliisyon eklendikten sonra tekrardan tistii kapatilmis ve 30 dakika boyunca 300
rpm’ de 15-25 °C’de inkiibe edilmistir.

Inkiibasyondan sonra yine soliisyon vellerden uzaklastirilmistir. Daha sonra 5 kez 250
ul yikama soliisyonu eklenerek yine yikama islemi yapilmis ve her yikamada yine 30 saniye
beklenilmistir. Yikama isleminden sonra oda sicakligindaki TMB soliisyonundan her vele 100
pl eklenmis ve istii kapatilarak 10-20 dakika boyunca 300 rpm’de 15-25 °C’ de inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon islemi bittikten sonra her vele 100 pl stop soliisyonu eklenmis ve sar1
renk olusumu gozlenmistir. Mikroplaka okuyucu spektrofotometre kullanilarak 450 nm ve

690 nm’de dlglimler gerceklestirilmistir.

3.2.3. Lowry Protein Tayini

Bu yontem ile protein tayini yapmadan oOnce Karistm A ¢ozeltisinin ve BSA
standartlarinin hazirlanmasi gerekmektedir.. Karigim A;

) % 2 Na2COs + % 0,4’liik NaOH

° % 2 NaK tartrat

o % 1 Cu2SO4

Bilesikleri 100:1:1 oraninda karistirilarak elde edilmistir.

Standart grafigi olusturmak i¢cin BSA ¢6zeltisi kullanilmastir.
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Orneklerin analizi i¢in, énceden steril edilen cam tiiplere 2,5 mL Karisim A ve 10 ul
siipernatan eklenmistir. Biitlin tiipler iki kez vortekslendikten sonra 10 dakika beklenilmistir.
Bekleme siiresinden sonra her tiipe 250 pl katilmak iizere bidistile su ile folin 1:1 oraninda
dilue edilmis ve her tlipe eklenmistir. Folin eklendikten sonra tekrardan iki kez daha
vorteksleme yapilmistir. Vorteksleme isleminden sonra tiipler karanlik ortamda 45 dakika
bekletilmistir. Bekleme siiresindan sonra 695 nm’de spektrofotometrede 6lg¢iim yapilmistir.

Sekil 3.3’de BSA Standart Grafigi gosterilmistir.

3.2.4. Relatif Telomeraz Aktivitesinin Hesaplanmasi

Telomeraz ELISA isleminde, mikroplaka okuyucu sprektrofotometreden elde edilen
absorbans degerleri ve Orneklerin protein miktarlart kullanilarak RTA (relatif telomeraz
aktivitesi) belirlenmistir. Buna gére AAbsorbans: 450nm A- 690 nm A olmak iizere RTA =
(AAbsorbans degeri) / (Protein Miktari) x 100 olarak hesaplanmustir.

3.2.5. istatistiksel Analiz

[statistiksel analizlerin yapilmasi i¢in minitab program kullanilarak, Mann-Whitney,

KruskalWallis ve Mood’s Median non-parametrik testleri uygulanmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Uygulama gruplarindaki Relatif Telomeraz Aktivitesi (RTA) degerleri ortalamalari
Tablo 4.1 de gosterildigi gibidir. Bu degerler Mann-Whitney, Kruskal Wallis ve Mood’s
Median nonparametrik testleri ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Degerlendirmeler
sonucunda Mood’s Median testinde, Ibuprofen Yiiksek Doz grubunun istatistiksel olarak

anlamli (p<0.05) inhibitdr etki gosterdigi tespit edilmistir.

Tablo 4.1. Uygulama dozlarina gore RTA degerleri ile standart hata diizeyi

Gruplar RTA Degerleri +
Standart Hata

Metformin Yiiksek Doz

35,45+2.23
Metformin Diisiik Doz

33,55+2,78
Ibuprofen Yiiksek Doz

29,30 + 1,87
Ibuprofen Diisiik Doz

31,14 £ 1,27

Asetilsalsilikasit Yiiksek Doz
39,80 + 1,88

Asetilsalisilikasit Diisiik Doz
38,96+ 1,79

Kontrol Grubu
(Tasiyic1 DMSO) 36,90 + 2,86

Sonuglarin grafiksel olarak gosterimi, Sekil 4.1 de incelenebilir.
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Sekil 4.1. RTA degerlerinin grafik gosterimi

Diinyada yasam beklentisi arttik¢a, yaslanmanin fizyolojik ve patolojik etkileri
popiilasyonda dikkat ¢ekici bir hale gelmistir. Yaslanma, kademeli bir fonksiyonel diisiis ve
ilerleyen bir fizyolojik entegrasyon bozuklugu ile karakterize bir durumdur. Genomik
instabilite, epigenetik degisiklikler, telomerik ve mitokondriyal yipranma, kok hiicre
tilkenmesi, onkogen sinyalleri aktivasyonu, hiicreler arasi iletisim degisikligi gibi yaslanma
ile ilgili bircok mekanizma bulunmaktadir. Kanser insidansi yasli popiilasyonda biiyiik ve
yaygin bir problem haline gelmistir. Yaslanmaya bagli hasarlarin zamana bagli birikimi,
yaslilarda azalan saglik ve yiiksek kanser insidansi ile iliskili olan bagisiklik sistemini ve kok
hiicre yenileme fonksiyonunu bozmaktadir. Kromozom kararsizlig1 gibi kanser patogenezinde
temel problemlerin riski yasla birlikte artmaktadir. Kanser ve yaslanma ortak kokenleri
paylasan durumlardir. Bununla birlikte kanser ve yaslanmanin zit siiregler oldugu One
siirlilmiistiir. Yaglanma, anti-tiimor roliinde 6nemli bir rol oynamaktadir ve bunun tersi olarak
da tiimor anti-yaglanmada rol oynamaktadir (Li vd., 2019).

Yapilan son caligmalar biguanidlerin, 6zellikle metforminin iistiin gilivenlik profili
nedeniyle geroprotektif etkileri oldugunu bildirmistir. Metforminin bu terapdtik profili yasa
bagli hastaliklar ve uzun Omiir i¢in kullamimimi desteklemektedir. Bir¢ok calisma da
metforminin solucanlar, sinekler, fareler ve sicanlarin yasam siiresi iizerindeki olumlu
etkilerini dogrulanmigtir. Ayrica, metformin recete edilen diyabetik ve kardiyovaskiiler
hastalarin da sagkalim oranlar1 artmistir. Son zamanlarda metforminin, T2DM'li yash
yetigkinlerde gii¢siizliigii onleyerek uzun omiirliiliigii destekleyebilecegi de one siirtilmiistiir.

Diyabetli hastalarda metformin ile yapilan kronik tedavi, biligsel gerileme ve demans riskini
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azaltabilir ve ¢esitli kanser tiirlerinde sagkalim arttirabilecegi diisiiniilmektedir (Novelle vd.,
2019). Metforminin iltihaplanma, otofaji ve hiicresel yaglanma gibi yasa bagli durumlarin
gelisimi ile yakindan iliskili metabolik ve hiicresel siiregleri olumlu yonde etkiledigi
gosterilmistir (Barzalai vd., 2016). Science tarafindan yayinlanan ¢alismalarda metformin ile
tedavi edilen diyabet hastalarinin tedavi olarak insiilin alan veya pankreastan insiilin
sekresyonunu artiran siilfoniliire ilaglarini alanlardan % 25 ila % 40 daha az kansere sahip
olduklar1 gosterilmistir. Metforminin yillik 120 milyon kadar yiiksek bir sekilde recete
edilmesi tarihteki herhangi bir ilagctan daha fazla insami kanserden kurtarmis olabilecegini
diistindiirmektedir. Metformin ile tedavi edilen hastalarda kanser ve kardiyovaskiiler hastalik
riskinde azalma oldugunu gosteren yayinlarin siirekli arttigi gdzlenmistir (Asinimov, 2013).

Kanser ve diyabet sik goriilen bir durumdur ve bu nedenle bir hastada diyabet ve
kanser birlikteligi seyrek degildir. Bununla birlikte, bircok gozlemsel calisma, kanser ve
diyabetin birlikte ortaya ¢ikmasinin tesadiifen beklenenden daha sik gergeklestigini
gostermektedir. Diyabet teshisinin, obezite ile iligkisinden bagimsiz olarak bir dizi kanser i¢in
onemli bir risk faktorii oldugu kabul edilmektedir (Mallik ve Chowdhury, 2017). Metformin
esas olarak antidiyabetik bir ajan olarak kabul edilmesine ragmen melanom, kolon kanseri,
yumurtalik kanseri, prostat kanseri ve mesane kanseri dahil olmak iizere bircok kanser
tiiriinde kanser hiicresi apoptozunu arttirarak, epitelyal mezenkimal gecisi inhibe ederek ve
kanser kok hiicrelerini hedefleyerek antikanser etki gostermistir. Ayrica metforminin bazi
kemoterapétik ilaglar ile de sinerji olusturabilecegi kanmitlanmigtir. Ornegin, metformin meme
timor hiicresi biiylimesini inhibe etmekle kalmaz, ayni zamanda CSC'leri segici bir sekilde
bastirdigi da gozlenmistir (Liu vd., 2016).

Leigh ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir c¢alismada, metforminin hiicre
proliferasyonu tizerindeki etkisi ve metformin hiicre sinyalinin 6zellikle hTERT'in 6nemli
hedeflerinin ekspresyonu endometrial kanser hiicrelerinde degerlendirilmistir. Bulgular,
metforminin doza bagimli bir sekilde proliferasyonu giiclii bir sekilde inhibe ettigini ortaya
koymustur. Ayrica, metformin Gl tutulmasina, hTERT ekspresyonunun azaltilmasina ve
apoptozisin indiiksiyonuna neden olmustur (Javidfarc vd., 2018).

Ayrica metformin ve metformin - paklitaksel kombinasyonu hTERT mRNA
ekspresyonunu azaltirken, tek basina paklitakselin telomeraz aktivitesi iizerinde higbir etkisi
olmamistir. Bu bulgular, metformin ve paklitaksel kombinasyonunun endometrial kanser
hastalarinin tedavisinde etkili bir tedavi stratejisi olabilecegini diisiindiirmektedir (Hanna vd.,

2012).
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Bu tez calismasinda elde edilen sonucglara goére metformin, fare karacigerinde
telomeraz aktivitesinde herhangi bir anlamli degisiklige yol agmamustir. Diisik doz
uygulamada (13 mg/kg) hafif bir diisiise yol agtig1 gozlense de, istatistiksel olarak bu fark
anlamli bulunmamistir. Bu durumda metforminin yukarida bahsedilen, kanser hiicreleri
iizerindeki terapotik etkisinin telomerazdan bagimsiz baska mekanizmalarla oldugu
diistintilebilir. Aslinda literatiirdeki kanser — metformin iligkisi ile ilgili ¢aligmalarin gogu
hiicre kiiltiirii iizerinde yapilan denemelerdir ve dogrudan yasayan bir organizma ile yapilan
caligmalar, hiicre kiiltiirii ile yapilan ¢alismalardan, hem uygulanabilecek toksik doz agisindan
hem de maddenin metabolize edilmesi yoniinden farkliliklar igerdigi i¢in, farkli sonuglar elde
edilebilir. Ayrica telomeraz enzimi yoniinden bakildiginda, uygulanan herhangi bir maddenin,
kanser hiicre hatlar1 ile normal hiicre hatlar1 arasinda bile farkli sonuglar gosterdigi literatiirde
gortilebilir.

Ibuprofenin de tipki metformin gibi, genel kullanim alanlarinin disinda da terapotik
etkileri olabilecegi ile ilgili literatiirde pek ¢ok bilgi bulunmaktadir. Alzheimer hastaliginda
(AD) ibuprofenin etkisini dlgen bir ¢calismada, AD ile iliskili patolojinin gelisiminin ibuprofen
tedavisine duyarli olup olmadigini belirlemek i¢in, ibuprofen ile beslenen Tg2576 farelerinin
beyin dokusu, IL-1b, GFAP, aktive edilmis mikroglia, distrofik noritler, amiloid plaklardaki
degisiklikler yoniinden analiz edilmistir. Kronik bir oral ibuprofen dozunun, tiim bu
parametrelerin seviyelerindeki degisiklikleri azalttigini, ibuprofenin AD'nin bu transgenik fare
modelinde bazi AD patolojisi formlarinin gelisimini 6nemli 6l¢iide engelleyebilecegi
gosterilmistir (Lim vd., 2000).

Yine genis ¢apli bir ¢alismada, ibuprofen kullaniminin gelecekteki Parkinson hastaligi
(PD) riskinin diisiik olmasi ile iliskili oldugu bulunmustur. Buna karsilik, aspirin,
asetaminofen veya diger NSAID kullanimi1 ile PD riski arasinda anlamli bir iliski
bulanamamigtir. Mevcut tim prospektif caligmalarin meta analizleri ayrica ibuprofen
kullanicilarinin, sigara kullananlardan yaklasik % 30 daha diisiik PD riskine sahip oldugunu
gostermistir (Gao vd., 2011).

Yapilan c¢aligmalar ayrica, ibuprofenin proliferasyonu etkili bir sekilde
baskilayabildigini ve klinik olarak ilgili konsantrasyonlarda prostat kanseri hiicrelerinin
apoptozunu indiikleyebildigini gostermektedir (Andrews vd.,2002). Ayrica ibuprofen tedavisi,
gastrik kanser hiicresi proliferasyonu iizerinde etkilidir. ibuprofenin, gastrik kanser hiicre hatti
MKN-45 hiicrelerinin zaman ve konsantrasyona bagli bir sekilde proliferasyonunu 6nemli
Olglide inhibe ettigi gosterilmistir (Bonelli vd., 2011). Bazi klinik, laboratuar ve hayvan

caligmalari, agr1 ve iltihap tedavisinde klinik olarak kullanilan bazi diger nonsteroid anti-
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enflamatuar ilaglarin da (NSAID'ler) kolon kanserinde antikarsinojen etkilere sahip oldugunu
gostermistir (Redpath vd., 2009).

Ibuprofenin telomeraz aktivitesi iizerine etkisi ile ilgili yapilmis ¢ok az sayida calisma
vardir. Bu c¢alismalar da hiicre kiiltiirii ortamindadir. Kiltiirlenmis MCG-101 (Murin
sarkoma) hiicreleri iizerinde yapilan c¢alismada ibuprofen disindaki tim NSAID'lerin
telomeraz aktivitesini deprese ettigi gézlenmistir (Lonnroth vd., 2001). Ayrica periferal kan
ve iskelet kasi hiicrelerinde ibuprofenin telomer uzunlugu iizerine etkilerinin bakildig1 bir
calismada, telomer uzunluguna herhangi bir etki etmedigi gozlenmistir (Ekstrand, 2011) .

Bu tez calismasinda elde edilen sonuglara gore, ibuprofenin 10 mg/kg olarak
uyguladigimiz yiiksek dozunda, fare karacigerinde istatistiksel olarak anlamli bir telomeraz
inhibisyonu gozlenmistir. Aslinda 2 mg/kg’lik dozda da hafif bir inhibisyon s6z konusu
olmakla birlikte, bu inhibisyon istatistiksel olarak anlamli degildir. Bu durumda, ibuprofenin
yukarida bahsedilen bazi etkilerinin, Ozellikle anti karsinojenitesinin, telomeraz enzimi
iizerine inhibe edici etkisi ile de baglantili olabilecegi diistiniilebilir.

Diinyada en ¢ok kullanilan ilaglardan olan aspirinin etken maddesi olan asetilsalisilik
asit de tipki ibuprofen gibi, streoid olmayan anti enflamatuar ilaglar grubundandir. Serbest
radikal yaslanma teorisi, dejeneratif yaslanmanin biiyiik 6l¢iide oksidatif son iirlinlerin
kiimiilatif etkisinin sonucu oldugunu 6ne siirmektedir. Ortaya ¢ikan veriler oksidatif stres ile
telomeraz aktivitesinin azalmasi arasinda olasi bir baglanti oldugunu gostermistir. We ve
digerleri, daha Once bu uyaricilarin yan etkisinin oksidatif stresi azaltan, telomerazin
aktivitesini koruyan ve replikatif yaslanmanin baslamasimi geciktiren antioksidanlar
tarafindan in vitro olarak tersine ¢evrilebilecegini gostermistir. Aspirinin bu caligmada,
oksidatif hasara kars1 endotel korumasini agiklayabilen antioksidan 6zelliklere sahip oldugu
gosterilmistir. Aspirinin bir antioksidan olarak potansiyel roliinii vurgulamak icin ¢esitli
mekanizmalar onerilmistir. Ornegin aspirin, endotel hiicrelerini sito-koruyucu ve antioksidan
ozelliklere sahip bir protein olan ferritin sentezinin indiiksiyonu yoluyla demir bagimli oksijen
radikal olusumunun zararl etkilerinden koruyor olabilir.

Yapilan bagka bir ¢alismada ilk kez terapotik olarak bazi konsantrasyonlarda aspirinin
endotel hiicrelerinin yaglanmasini onledigi gosterilmistir. Bu etkinin, nitrik oksit (NO)
sentezindeki artis ve oksidatif stresin azalmasindan kaynaklandigi diistiniilmektedir. Bu
bulgular ile uyumlu olarak, bir NO sentaz endojen inhibitorii olan asimetrik dimetilarjinin
(ADMA) olusumu azaltilmis ve ADMA'y1 pargalayan enzim olan dimetilarjinin
dimetilaminohidrolaz (DDAH) aktivitesi arttirilmustir. Ibuprofen veya asetaminofen gibi diger

nonsteroidal anti-enflamatuar ilaglar, endotel yaslanmasinin baslamasini engellememistir
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fakat elde edilen veriler, in vitro endotel yaslanmasinda aspirin kaynakli gecikme i¢in yeni bir
mekanizma oldugunu diisiindiirmiistiir (Béger vd., 2005).

Aspirin, uzun bir ge¢cmisi olan antipiretik bir analjeziktir. Hepimiz biliyoruz ki bu ilag
soguk alginligi, ates, bas agrisi, dis agrisi, eklem agris1 ve romatizmay1 tedavi etmek icin
kullanilabilir. Ayrica trombosit agregasyonunu inhibe edebilir, iskemik kalp hastaligini,
kardiyopulmoner enfarktiisii, serebral trombozu ve diger hastaliklar1 Onleyebilir ve tedavi
edebilir. Ek olarak, asetilsalisilik asidin anti-kanser etkisine sahip oldugu da bazi ¢aligmalarda
gosterilmistir.  ABD  Onleyici  hizmetler i¢in ¢alisma grubu, asetilsalisilik asidin
kardiyovaskiiler hastalik ve kolorektal kanserin birincil 6nlemi olarak kullanilabilecegi
konusunda bir kilavuz yaymlamistir. Kilavuz ilk kez kolorektal kanserin yiiksek riskli
gruplariin kolorektal kanserin birincil 6nlenmesi i¢in asetilsalisilik asidi kullanilabilecegini
onermistir. Belirli bir dozda asetilsalisilik asidin giinliik olarak alinmasinin meme kanserinin
biliylimesini etkili bir sekilde engelleyebildigi de gosterilmistir. Ayrica, asetilsalisilik asit
kolon kanseri, gastrointestinal kanser, prostat kanseri ve diger kanserler iizerinde belirli bir
inhibitor etkiye sahip olabilir (Huang vd., 2018).

Aspirin'in ¢esitli malignitelerde kanser mortalitesi iizerindeki doza bagli etkisini
inceleyen bazi endometrial kanser ¢alismalarinda daha ayrintili olarak incelenmis olmasina
ragmen az sayida ¢alisma mevcuttur. Bazilar1 5 yillik tedaviden sonra kanser 6liimlerindeki
azalmanin belirginlestigini ve yararl etkilerin 20 yildan fazla tedaviyle arttigin1 géstermistir.
Genel olarak, aspirin kanser 6liimlerini % 20, 6zellikle de 5 yillik tedaviden sonra % 40
azaltmistir. Bu, aspirinin bu kanserlerin biiylimesini ve metastazin1 azaltmaya ¢alistigini
diisindiirmektedir (Takiuchi vd., 2018).

Aspirinin yukarida bahsedilen bu etkileri literatiirde yer almakla birlikte, telomeraz
enzimi aktivitesini nasil etkiledigine dair az sayida calisgma mevcuttur. Endotel hiicre
kiiltlirliniin aspirin ile muamelesi sonucu telomeraz aktivitesini arttirdigi gosterilmistir (Boger
vd., 2005). Yapilan bagka bir ¢alismada aspirinin, karotis lipid agisindan zengin plaklardan
gelen Polimorfoniikleer noétrofillerdeki (PMN) telomeraz aktivitesini inhibe ettigi, ancak
dolasimdaki PMN'ler {izerinde higbir inhibitor etkiye sahip olmadigi ortaya koyulmustur.
Telomerazin aspirin ile inhibisyonunun, hTERT mRNA ve protein ekspresyonunun
inhibisyonuna atfedilip atfedilmedigini belirlemek i¢in daha ileri ¢caligmalar yapilmistir. RT-
PCR ve western blot analizi, aspirinin, PMN'lerde hTERT'nin mRNA ve protein ekspresyon
seviyelerini karotis plaklarindan gelenlerde azalttigini, ancak dolasimdaki PMN'lerde

diistirmedigini gostermistir (Li vd., 2013).

33



Hua He ve arkadaslarinin yaptigi calismada, NSAID lerin kolon kanseri hiicre
hatlarinda telomeraz aktivitesini nasil etkiledigi aragtirnllmistir. Telomeraz aktivitesi,
calismada kullanilan tiim dort kolon karsinom hiicre hattinda (HT-29, COLO-205, CRL-2134
ve SW1116) tespit edilmistir. Aspirin, indometasin ve SC-236’nin, HT-29, COLO205 ve
CRL-2134'deki telomeraz aktivitesini DMSO ile muamele edilen kontrol hiicreleri ile
karsilastirildiginda farkli boyutlarda inhibe ettigi fakat calismada kullanilan tiim NSAID'lerin
SWI1116 hiicrelerinde telomeraz aktivitesi {izerinde belirgin inhibitdr etkisi olmadigi
gbzlenmistir (He vd., 2006).

Bu tez calismasinda elde edilen sonuglara gore asetilsalisilik asit, fare karacigerinde
telomeraz aktivitesini hafifce yiikseltmistir. Fakat bu artis istatistiksel olarak anlaml
bulunmamistir. Yukarida bahsedildigi gibi literatiirdeki sonuglar da, uygulama yapilan hiicre
tipine bagli olmak iizere farkliliklar gdstermektedir. Fakat bizim buldugumuz telomeraz
aktivitesindeki artigin, literatiirde yogun olarak bahsedilen asetilsalisilik asitin anti oksidan

etkisine uygun oldugu diistiniilebilir.
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5. SONUC

Metformin, ibuprofen ve asetilsalisilik asitin birbirine benzer ve farkli birgcok etkisi
bulunmaktadir. Her {i¢ ilacin da kanser hiicreleri iizerine ¢esitli etkilerinin olmasi ortak
ozelliklerinden biridir. Metforminin kanser hiicreleri iizerinde hiicre ¢ogalmasinin inhibe
edilmesi ve hiicre dliimiiniin indiiklenmesi gibi etkileri bilinmektedir. Ibuprofenin kanser
hiicreleri iizerinde ise dogrudan degil de dolayli yoldan onkojen sentezi, anjiyogenez,
metastaz ve apoptoz gibi mekanizmalara etki ettigi literatiirde ortaya koyulmustur.
Asetilsalisilik asitin de kanser hiicreleri iizerinde pro-apoptotik ve metastazi onleyici etkileri
oldugu bilinmektedir. Fakat bu etkilerin telomeraz ile bir baglantisi olup olmadigi kesin
olmamakla birlikte, telomeraz aktivitesi ilizerine dogrudan etkilerinin arastirildig1 ¢aligmalar

kisith sayidadir.

Bu tez c¢alismasinda metformin, ibuprofen ve asetilsalisilik asitin secilme sebebi
hepsinin de antikanser veya omiir uzatici etkilerinin olduguna dair literatiirde bazi bilgilerin
olmasidir. Telomeraz enzimi hem kanser hem de Omiir uzunlugu iizerinde etkili olan bir
enzim oldugu i¢in, bu ilaglarin literatlirde bahsedilen bazi etkilerinin telomeraz kaynakli olup
olmadiginin arastirilmasinin faydali olacag: diisiiniilmiistiir.

Calismamizda metformin, fare karacigerindeki telomeraz aktivitesi tizerinde anlaml
bir degisiklige neden olmamistir. Fakat yine de disiik doz uygulanan grupta istatistiksel
olarak anlamli olmasa da bir inhibitdr etki gdstermistir. Ibuprofen ise hem yiiksek hem de
diistik doz gruplarinda inhibitdr etki gostermis olmasina ragmen, sadece yiiksek doz
grubundaki etki istatistiksel olarak anlamlidir. Asetilsalisilik asit ise yiiksek ve diisiik doz
uygulama gruplarinda  aktivator etki gosterse de istatistiksel olarak bu fark anlaml
bulunmamustir.

Dogal molekiiller veya sentetik molekiillerin ¢esitli enzim aktivitelerindeki
degisimlere etkilerine bakildiginda, bu etkilerin biiyiikk ¢ogunlukla uygulanan doz ve
uygulama yapilan hiicre tipine bagl oldugu gorilmektedir. Bu durum, farkli uygulama
dozlarinda farkli sonuglara ulasilmasina neden olabilir. Literatiirde bir maddenin etkileri
hakkinda yapilan arastirmalarda geliskili goriilebilecek sonuglarin sebebi genel olarak bu
uygulama veya model organizma farkliliklaridir.

Bu tez calismasinda, literatlirde simdiye kadar yapilan ¢alismalardan farkli olarak Mus
musculus swiss albino fareler kullanilmistir. Hiicre kiiltirii yerine canli organizma
kullanilmasindaki amag, ilaglarin insanlara giinliik verilebilecek dozlarinin canli organizma

iizerindeki etkilerinin analiz edilmesidir. Hiicre kiiltiirii izerinde yapilan calismalarda giinliik
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dozun c¢ok lizerinde dozlar kullanilarak degisik sonuglar ve hatta yararli sonuglar da elde
edilebilir. Fakat bu yiiksek dozun canli organizmada ya da insanda kullanilmasi, gosterecegi
toksik etkiler sebebiyle ¢ogu zaman miimkiin degildir. Ayrica hiicre kiiltiiriinden farkli olarak,
canli organizmaya uygulanan molekiillerin karacigerde metabolize edilmesi s6z konusudur ki,
bu da hiicre kiiltiirtinde alinan sonuglara gore epey farklilik yaratabilir.

Telomerler yasla kisalir ve progresif telomer kisalmasi yaglanmaya ve / veya apoptoza
neden olmaktadir. Daha kisa telomerlerin de genomik dengesizlik ve onkogeneze neden
oldugu gosterilmistir. Daha kisa telomerlere sahip yashh insanlarin kalp ve bulasic
hastaliklardan 6lme riskinin ii¢ ila sekiz kat arttigi belirlenmistir. Bu nedenle telomer
kisalmast orani, bireyin sagligi ve yaslanma hiz1 i¢in kritik 6neme sahiptir. Sigara igmek,
cevresel kirlilige maruz kalmak, fiziksel aktivite eksikligi, obezite, stres ve sagliksiz
beslenme, oksidatif yiikii ve telomer kisalmasini arttirmaktadir. Telomerleri korumak, kanser
riskini ve yaslanma hizin1 azaltmak i¢in daha az ve saglikli beslenmek diisiiniilebilir. Bunlar1
iceren Akdeniz tipi bir diyetle tam tahilli gidalar birlestirildiginde telomerlerin korunmasina
yardime1 oldugu disiiniilmektedir (Shammas, 2011).

Metformin, ibuprofen ve asetilsalisilik asit diinya ¢apinda ¢okca kullanilan, hatta
regetesiz bile kullanilabilen ve milyonlarca insani etkileyen ilaglardir. Bu ilaglarin, bilindik
etkilerinin yani sira, telomeraz gibi hem yaglanma hem de kanserde ¢ok 6nemli bir enzim
iizerinde aktivatdr veya inhibitdr etki gosterebilecegi, bu tez ¢alismasinda ortaya koyulmustur.
Bu ilaglart kullanan insanlar bu ilaglarin bilindik etkilerinden faydalanmak isterken ayni
zamanda viicutlarinda olusabilecek bir kansere veya yaslanmaya karst onlem aldiklarinin
farkinda bile olmayabilirler. Bu ilaglarin telomeraz enzimi {izerine etkilerinin daha kapsamli

bir sekilde, insanlar {izerinde de arastirilmasi gerektigini diistinmekteyiz.
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