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OZET

Sariaydin, T. Metforminin Sitotoksik, Apoptotik ve Genotoksik Etkilerinin
In Vitro Degerlendirilmesi. Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Farmasotik Toksikoloji Program Doktora Tezi, Ankara, 2018. Metformin, diabetes
mellitus tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir biguanid tiirevidir. Son zamanlarda
yapilan caligmalarda metforminin antikanser 6zelligi gosterilmistir. Metforminin olasi
antikanser etki mekanizmalari1 tam olarak aciklik kazanmamuistir. Bu sebeple ¢esitli insan
kanser hiicre hatlarinda, hiicre ¢ogalmasi ve apoptoz iizerine etkilerine olan ilgi artmis ve
bu konuda ¢alismalar yapilmaya baslanmistir. Bu tezde HepG2 ve HeLa hiicre hatlarinda
metforminin sitotoksik, genotoksik ve apoptotik etkilerinin incelenmesi amaglanmistir.
HepG?2 hiicrelerinde metforminin 48 saatlik inkiibasyon sonrasi 0,5-2 mM konsantrasyon
araliginda (-) kontrol ile karsilastirildiginda 6nemli bir sitotoksik etki olusturmadigi; ancak
4 mM ve lizeri konsantrasyonlarda doz bagimli olarak hiicre canliligini istatistiksel olarak
anlamli azalttig1 gortilmustiir. HepG2 hiicrelerinde IC, degeri 57,3 mM bulunmustur. HeLa
hiicrelerinde metforminin 0,5-16 mM konsantrasyon araliginda 48 saatlik inkiibasyon
sonrasi (-) kontrol ile karsilastirildiginda 6nemli bir sitotoksik etki olusturmadigi; ancak
32 ve 64 mM konsantrasyonlarinda doz bagimli olarak hiicre canliligini istatistiksel olarak
anlamli azalttigi gorilmustiir. HeLa hiicrelerinde IC, degeri 76,9 mM bulunmustur.
Comet yontemi ile degerlendirmede HepG2 ve HeLa hiicrelerinde metforminin ¢aligilan
tim konsantrasyonlarinda (5-1000 uM) (+) kontrolle kiyaslandiginda DNA hasarini
istatistiksel olarak anlamli azalttigi belirlenmistir. HepG2 hiicreleri ile yapilan hiicre
siklusu analizinde hiicre popiilasyonunda sadece 32 mM konsantrasyonda % 10 oraninda
apoptoz gozlenmistir. HepG2 hiicrelerinde hiicre siklusuna metforminin etkisi (-) kontrol
ile kiyaslandiginda 4, 8 ve 64 mM konsantrasyonlarda G0/G1 fazinda birikimde artis
gozlenmis olup (-) kontrole (% 80) gore yiiksek bulunmustur (sirasiyla % 91, % 99, % 97).
HepG2 hiicrelerinde proliferasyon goézlenmistir. HeLa hiicreleri ile yapilan hiicre siklusu
analizinde hiicre popiilasyonunda 4, 32 ve 64 mM'lik konsantrasyonlarda sirasiyla % 30,
% 39, % 27 oraninda apoptoz gozlenmistir. Calisma sonuglari, metforminin sitotoksik
olmayan yliksek dozlarinda oksidatif DNA hasarimi azaltabilecegini ve apoptoza yol
acabilecegini gostermektedir, ancak bu sonuglarin desteklenmesi i¢in daha ileri ¢calismalar
gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Metformin, HepG2, HeL a, sitotoksisite, genotoksisite, apoptoz,

MTT, Comet, flow sitometri
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ABSTRACT

Sariaydin, T. In vitro assessment of cytotoxic, apoptotic and genotoxic effects
of metformin Hacettepe University Health Sciences Institute Doctorate Thesis
in Pharmaceutical Toxicology, Ankara, 2018. Metformin is a biguanide derivative
widely used in the treatment of diabetes mellitus. Recent studies have shown the
anticancer properties of metformin. The possible mechanisms of anticancer effects of
metformin have not been fully elucidated. For this reason, interest in the effects on cell
proliferation and apoptosis has increased in various human cancer cell lines and studies
have been started. In this thesis, it is aimed to investigate cytotoxic, genotoxic and
apoptotic effects of metformin on HepG2 and HeLa cell lines. Metformin in HepG2
cells did not produce a significant cytotoxic effect when compared to (-) control after
48 h incubation in the 0.5 - 2 mM concentration range; but at a concentration of 4
mM and above, there was a statistically significant decrease in cell viability in a
dose-dependent manner. The IC, value in the HepG2 cells was found to be 57.3
mM. In HeLa cells, metformin did not produce a significant cytotoxic effect when
compared to (-) control after 48 h incubation in the concentration range of 0.5-16
mM; but cell viability decreased in a dose-dependent manner at concentrations of
32 and 64 mM which was statistically significant. The IC, value in HeLa cells was
found to be 76.9 mM. It was determined that when compared to (+) control all the
concentrations of metformin (5-1000 uM) in the HepG2 and HeLa cells were
statistically significantly reduced by the Comet method. Cell cycle analysis with
HepG?2 cells revealed a 10 % apoptosis in the cell population at a concentration of
only 32 mM. Effect of metformin on cell cycle in HepG2 cells, increase in GO / G1
phase accumulation was observed at 4, 8 and 64 mM concentrations compared to (-)
control (80 %) and it was found higher compared with the (-) control of cell cycle
91 %, 99 %, 97 % respectively). Proliferation was observed in HepG2 cells. Cell
cycle analysis with HeLa cells revealed apoptosis of 30 %, 39 %, 27 % in the cell
population at 4, 32 and 64 mM concentrations, respectively. Our results have shown
that it may reduce oxidative DNA damage in non-cytotoxic high doses of
metformin and may lead to apoptosis, but further studies are needed to support these

results.

Key Words: Metformin, HepG2, HeLa, cytotoxicity, genotoxicity, apoptosis,
MTT, Comet, flow cytometri
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1. GIRiS

Metformin (1,1-dimetilbiguanid hidrokloriir) tip 2 Diyabetes mellitus
tedavisinde yaygin olarak kullanilan ayrica insiilin direnci, bozulmus aglik
glukozu, bozulmus glukoz toleransi ve polikistik over sendromu gibi ¢esitli
hastaliklarin tedavisinde kullanilan biguanid grubu ilactir (1). Hiperinsiilinemi ve
insiilin direnci olgularinda kan dolasimindaki insiilin diizeylerini diigtirdiigii i¢in

metformin siklikla “insiilin duyarlastiric1” olarak anilir.

Metformin hakkinda ileri siiriilen etki mekanizmasi; insiilin reseptorii ile
sinyalizasyonda artisa yol agtig1, bu durumun insiilin direnci gelistirdigi, ardindan
insiilin diizeylerinin diistiigii seklindedir (2). Bununla birlikte, metforminin esas
olarak glukoneogenezi baskilayarak karacigerden glukoz salinimini azalttigi ve
bunun sonucunda insiilin duyarliligini, periferik dokularda glukoz kullanimini
ve serbest yag asidi miktarini arttirdig1 da gosterilmistir (3). Metformin insiilin
direncini diizeltici etkilerini, 16kotrien B1 (LKB1) bagimli mekanizma yoluyla
karacigerde siklik adenozin monofosfat (AMP) kinaz enzim aktivitesini arttirarak

meydana getirmektedir (3,4).

Metformin kullanimi ya da kalori kisitlamasi enerji stresine yol agmaktadir
bu durum AMP/ATP dengesinde artisla sonuglanir (5). Hiicresel homeostazi
diizenleyen AMP ile aktive edilmis protein kinaz (AMPK), enerji stresine
cevapta gorevlidir (6). Bir serin/tironin kinaz olan AMPK glukoz yag asitlerinin
diizenlenmesinde rol oynayarak hiicre i¢i enerji algilayicisi olarak islev yapar (7).
AMPK aktivasyonunun belirgin etkisi, karaciger yag asitlerinin oksidasyonunda
ve ketojenezde artig; kolesterol, trigliserit sentezi ve lipojenezde azalmadir. Bu
olay iskelet kasinin yag asitlerini okside etmesini arttirdig1 gibi, kas hiicrelerinin
glukoz aliminin ve pankreas hiicrelerinin insiilin salgilamasinin diizenlenmesini

saglar (8).

Metformin kullaniminin Tip 2 Diabetes mellitus hastalarinda kanser riskini
azalttig1 bildirilmistir (9-13). Metforminin hiicre ¢ogalmas1 ve apoptoz lizerine etki
ederek antikanser etki gosterdigi ileri stirtilmiis (14,15); hiicre ¢ogalmasini inhibe
ettigi, koloni olusumunu azalttig1 ve kanser hiicresinde kismi hiicre dongiisiiniin
durmasina neden oldugu gosterilmistir (16). Metforminin tiimor hiicrelerindeki
5-adenozin monofosfat aktive proteini (AMP) ve aktive protein kinazi (AMPK)
uyararak, kismen protein sentezi inhibisyonuna ve biiylime inhibisyonuna yol
actig1 savunulmaktadir (17,18). AMPK aktivasyonu malign ve malign olmayan
hiicrelerde mTOR sinyal inhibisyonu, protein ve yag asidi sentez inhibisyonu ve
p53-p21 ekseni uyarilmasi yoluyla, hiicrelerin hiicre ¢ogalmasini giiclii bir sekilde
baskilar (19-23).



2

Apoptoz, organizmanin canliligini devam ettirebilmesi ve gelisebilmesi
icin gerekli olan programlanmis hiicre 6limiidiir. Hiicrelerin, kendi ¢ekirdek
bilesenlerini, ¢cekirdek ve sitoplazmanin gesitli protein bilesenlerini yok eden belirli
enzimleri etkinlestirdigi ardisik olarak diizenlenmis bir 6zkiyim programidir. Bu
diizenli yolagin bozulmasi, otoimmiin hastaliklar, norodejeneratif hastaliklar
ve kanser gibi cesitli hastaliklarin ortaya ¢ikmasina yol acar (24). Apoptoz ve

apoptozu kontrol eden genlerin kansere kars1 koruyucu etkisi bulunmaktadir (25).

Metforminin olas1 antikanser etki mekanizmalar1 tam olarak aciklik
kazanmamistir. Bu sebeple cesitli insan kanser hiicre hatlarinda, hiicre ¢ogalmasi
ve apoptoz lizerine etkilerine olan ilgi artmis ve bu konuda calismalar yapilmaya

baslanmisgtir.

Yaptigimiz bu tez calismasinda, metforminin HelLa ve HepG2 hiicre
hatlarinda sitotoksik, genotoksik ve apoptotik etkilerinin COMET ve MTT

yontemleriyle degerlendirilmesi amaglanmistir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Prediyabet ve Diyabet Tamimi ve Simiflandiriimasi

Diyabet, pankreas yeterli insiilin iiretemediginde ya da viicut {irettigi insiilini
etkili bir sekilde kullanamadiginda ortaya c¢ikan ciddi, kronik bir hastaliktir
(26). Diyabet i¢in tanisal kriterler Tablo 2.1°de 6zetlenmistir. Bu kriterler, venoz
numuneler ve laboratuvar yontemlerine dayanmaktadir. Semptomatik hiperglisemi
bulunmamasi durumunda, tek bir laboratuvar test sonucu diyabet araliginda ise,
o 198
OGTT’de 2. saat PG) yapilmalidir. Ayn1 testin onaylanmasi i¢in tekrarlanmasi

bir baska gilinde tekrarlayan bir dogrulayici laboratuvar testi (APG, A

gerekir. Asemptomatik bir bireyde diyabet araliginda rastgele bir plazma
glukozunun alternatif bir test ile teyit edilmesi gerekir. Semptomatik hiperglisemi
durumunda, teshis konulmustur ve tedaviye baslanmadan 6nce bir dogrulayici
test gerekmemektedir. Tip 1 diyabet olasilig1 olan bireylerde (gen¢ veya zayif
veya semptomatik hiperglisemi ile birlikte 6zellikle ketoniiri veya ketonemi
varsa), dogrulama testi, hizla kotiiye gidisi onlemek i¢in tedavinin baslamasini
geciktirmemelidir. Iki farkli testin sonuglar1 mevcutsa ve her ikisi de diagnostik

sinir noktalarinin iizerindeyse diyabet tanis1 dogrulanmaistir.

Prediyabet, bozulmus a¢lik glukozu (BAG), bozulmus glukoz tolerans1 (BGT)
veya % 6,0-6,4 arasinda glikolize hemoglobin (A, ) ile ilgili pratik ve kullanigh
bir terimdir. Daha 6nce “Latent Diyabet” ya da “Sinirda Diyabet” diye tanimlanan
BAG ve BGT, artik “Prediyabet” olarak kabul edilmektedir. Prediyabet i¢in tanisal
kriterler Tablo 2.2’de 6zetlenmistir. Prediyabetik bireyler gelismekte olan diyabet
ve onun komplikasyonlar1 agisindan yiiksek risk altindadir. Prediyabetik olan
her birey mutlak diyabet hastas1 olmaz. Gergekten, BAG veya BGT tanis1 konan
insanlarin 6nemli bir kism1 normoglisemiye doner. Prediyabetli kisiler, diyabette
goriildigii gibi mikrovaskiiler hastalik riski tasimasa da diyabet ve kardiyovaskiiler

hastalik gelisimi ac¢isindan risk altindadirlar (30).



Tablo 2. 1. Diyabet Tan1 Kriterleri (27-29)

APG>7,0 mmol / L

Ac¢lik= en az 8 saat boyunca kalori alimi1 yok
veya

A, = % 6,5 (yetiskinlerde)

A ’nin dogrulugunu etkileyen faktorlerin yoklugunda standartlagtirilmis, dog-
rulanmis bir test kullanilarak ve tip 1 diyabet siiphesi yokken

veya

75¢ OGTT’de 2. Saat PG > 7,0 mmol / L
veya

Rasgele PG>11,1 mmol / L

Rasgele = son yemekten bu yana gecen siire dikkate alinmaksizin giiniin herhangi
bir saati

APG: Aclik plazma glukozu A, .: Glikozillenmis hemoglobin A .
OGTT: Oral glukoz tolerans testi PG: Plazma glukozu



Tablo 2. 2. Prediyabet Tan1 Kriterleri

Bu kriterlerden bir tanesi ile teshis edilir:

BAG (APG 6,1-6,9 mmol/L) (30)

BGT (75g OGTT’de 2.saat PG, 7,8-11,0 mmol/L) (30)
A, . % 6,0-6,4

(A, nin dogrulugunu etkileyen faktorlerin bulunmadigr yetiskinlerde ve stipheli
tip 1 diyabet yokken) (31)

BAG: Bozulmus aclik glukozu APG: Aclik plazma glukozu
BGT: Bozulmus glukoz toleransi OGTT: Oral glukoz tolerans testi
PG: Plazma glukozu A, .: Glikozillenmis hemoglobin A .

BAG taniminda diinya ¢apinda bir goriis birligi bulunmamasina ragmen
(32,33), Kanada Diyabet Birligi (CDA) BAG’yi 6,1-6,6 mmol/L’lik bir APG degeri
olarak tanimlamaktadir; ¢iinkii bu kisilerde diyabet gelisme riski BAG’nin 5,6- 6,9
mmol/L APG degeri olarak tanimlanmasina kiyasla daha yiiksektir (33). Amerikan
Diyabet Dernegi (ADA), prediyabette A .’yi % 5,7-6,4 arasinda tanimlarken,
Kanada Diyabet Birligi bu tanimin daha yiiksek bir risk grubuna dayandigini
ve prediyabet igin tanisal bir kriter olarak % 6,0-6,4 arasinda A ’yi igerdigini
belirtmistir (27). Bununla birlikte, % 6’nin altindaki A . seviyeleri, diyabet i¢in
artmis bir risk ile iligkilendirilebilir (31). Diyabet ve diger glukoz metabolizma

bozukluklarinda tani kriterleri Tablo 2.3’de 6zetlenmistir.



Tablo 2. 3. Diyabet ve diger glukoz metabolizma bozukluklarinda tani kriterleri

BAG BGT BAG+BGT Asikdr DM

APG

100-125 mg/dl | <100 mg/dl 100-125 mg/dl | 2126 mg/dl
(>8 saat aglikta)

OGTT 2. Saat PG

<140 mg/dl 140-199 mg/dl | 140-199 mg/dl | >200 mg/dl
(75g glukoz)

>200 mg/dl+
Rastgele PG - - - Diyabet

semptomlari
>% 6,5

Azc B ' B
(>48 mmol/mol)

DM: Diyabetes mellitus APG: Aglik plazma glukozu

PG: Plazma glukozu OGTT: Oral glukoz tolerans testi

A,.: Glikozillenmis hemoglobin A . BAG: Bozulmus aglik glukozu

BGT: Bozulmus glukoz toleransi

Bircok patojenik siire¢ diyabet gelisiminde rol almaktadir. Bunlar,
pankreatik B hiicrelerinin otoimmiin yikimindan kaynaklanan insiilin eksikliginden
insiilin etkisine direng gosteren anormalliklere kadar degisir. Diyabette
karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasindaki anormalliklerin temeli, hedef
dokularda insiilin etkisindeki yetersizliktir. Insiilin etkisindeki eksiklik, yetersiz
insiilin sekresyonundan ve/veya hormon etki yollarindaki bir veya daha fazla
noktada insiiline verilen doku yanitinin azalmasi sonucunda ortaya ¢ikar. Insiilin
salgilanmasinin bozulmas1 ve insiilin etkisindeki kusurlar siklikla ayni hastada
birlikte bulunur, tek basina olsa da hangi anormalligin hipergliseminin birincil

nedeni oldugu ¢ogu zaman belirsizdir.

Hiperglisemi derecesi, altta yatan hastalik siiresine bagli olarak zamanla
degisebilir. Hastalik siireci mevcut olabilir ancak hiperglisemiye neden olacak
kadar ilerlememis olabilir. Ayn1 hastalik siireci diyabetin teshis kriterlerini yerine
getirmeksizin bozulmus aclik glukozu (BAG) ve/veya bozulmus glukoz toleransina
(BGT) neden olabilir. Baz1 diyabetli bireylerde, yeterli glisemik kontrol, kilo

verme, egzersiz ve/veya oral glikoz diisiiriicii ajanlar ile basarilabilir. Dolayisiyla
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bu bireylerin insiilin ihtiyact yoktur. Yeterli glisemik kontrol i¢in rezidiiel insiilin

sekresyonu olan bazi bireyler ekzojen insiilin gerektirmeksizin hayatta kalabilirler.

Klasik hiperglisemi belirtileri arasinda poliiiri, polidipsi, noktiiri, bulanik
gorme ve nadiren kilo kaybi bulunur. Bu belirtiler, genellikle, kan glikozu
degerinin yiikseldigi gosterildikten sonra geriye doniik olarak goézlemlenir.
Politiri, serum glikoz konsantrasyonu 180 mg/dL’nin (10 mmol/L) {izerine belirgin
bir sekilde yiikseldiginde, iiriner glikoz atiliminin artmasina yol agan, glikoz i¢in
renal esik asildig1 zaman ortaya cikar. Glikoziiri, ozmotik ditlireze (yani poliliriye)
ve hipovolemiye neden olur ve bu da polidipsiye yol agabilir. Hacim kayiplarini,
diyet icermeyen gazli icecekler gibi konsantre sekerli igeceklerle dolduran hastalar,
hiperglisemiyi ve ozmotik diiirezi siddetlendirir. Kontrolsiiz diyabet hastaliginin
akut, hayati1 tehdit eden sonuclari, ketoasidoz veya nonketotik hiperosmolar
sendrom ile birlikte olan hiperglisemidir. Diyabetin uzun vadeli komplikasyonlari
arasinda gérme kaybi olasiligi bulunan retinopati, bobrek yetmezligine yol acan
nefropati, ayak iilserleri, amputasyonlar ve Charcot eklemleri riski olan periferal
ndropati ve gastrointestinal, genitoiiriner ve kardiyovaskiiler semptomlara ve
cinsel islev bozukluguna neden olan otonom noéropatidir. Diyabetli hastalarda
aterosklerotik, kardiyovaskiiler, periferik arteriyel ve serebrovaskiiler hastalik
insidans1 artmaktadir. Diyabetiklerde hipertansiyon ve lipoprotein metabolizmasi

anormallikleri genellikle bulunur.

400 milyondan fazla insan diyabetle yasamaktadir. 1985 yilinda diinya
genelinde yaklasik 30 milyon diyabet hastasi vardi (34); 1995°te bu sayr 135
milyona (diinya niifusunun % 4°{i) ylikselmistir ve 2025’ e kadar diyabet insidansinin
% 42 artarak 300 milyon insan1 (diinya niifusunun % 5,4°1) etkileyecegi tahmin
edilmektedir. 2013 yilindaki diyabetin global istatistikleri, 382 milyon kisinin
bu hastaliga yakalandigim1 ve tip 2 diyabetin vakalarin yaklasik % 90’1
olusturdugunu gostermektedir (35). Bu, hem kadinlarda hem de erkeklerde esit
oranlarda olup yetiskin niifusun % 8,3’iline esittir (35). 2012 ve 2013 yillarinda
diyabet, yilda 1,5-5,1 milyon kisinin 6liimiine neden olmus ve bdylece diinyadaki
sekizinci 6liim nedeni haline gelmistir (35). 2035 yilina kadar 592 milyon insanin
diyabetten 6lecegi tahmin edilmektedir (35). 2014’te, 18 yas ve iizeri yetiskinlerin
% 8,5 unun diyabet hastas1 oldugu bildirilmistir (36). 2015 yilinda, tahminen 1,6
milyon 6liimiin dogrudan diyabetten kaynaklandigi tahmin edilmektedir (37).



2012°de ise 2,2 milyon 6liim kan sekeri yliksekligine baglanmistir (37).
Diyabet 4 genel kategoriye ayrilabilir (27):

1. Tip 1 diyabet (otoimmiin B hiicre hasari, genellikle mutlak insiilin

eksikligine yol acar)

2. Tip 2 diyabet (insiilin direncinin arka planinda siklikla 8 hiicre insiilin

sekresyonunun ilerleyici bir sekilde kaybedilmesi nedeniyle)

3. Gestasyonel diabetes mellitus (GDM) (ikinci veya iigiincii trimesterde

teshis edilen diyabet, gebelikten 6nce asikar diyabet gozlenmez)

4. Diger nedenlere bagli olan diyabetin spesifik tiirleri, 6rnegin monogenik
diyabet sendromlar1 (yenidogan diyabeti ve gen¢ yasta ortaya cikan tip
2 diyabet [MODY], ekzokrin pankreas hastaliklar1 (kistik fibroz gibi) ve
ilag veya kimyasal yollarla ortaya ¢ikan diyabet (HIV/AIDS tedavisinde

veya organ transplantasyonundan sonra glukokortikoid kullanim1 gibi).

2.1.1.Tip 1 Diyabet

Tip 1 diyabet, viicutta insiilin liretiminde yetersizlik ile karakterizedir. Diinya
capindaki toplam diyabet vakalarinin % 5-10"unu olusturan (38), daha dnce insiiline
bagimli diyabet veya juvenil baslangi¢li diyabet terimlerini kapsayan diyabetin
bu bi¢imi, pankreasin P hiicrelerinin hiicresel aracili otoimmiin yikimindan
kaynaklanmaktadir. Tip 1 diyabetin etyolojisinde gecerli olan mevcut paradigma,
pankreas B hiicrelerinin ¢evresel olarak tetiklenmis otoimmiin yikiminin, genetik
riskin arka planina karsi olustugunu varsayar (39), ancak alternatif hipotezler
mevcuttur (40,41). Pankreas B hiicrelerinin otoimmiin yikim belirtecleri arasinda
adacik hiicre otoantikorlari, insiilin i¢in otoantikorlar, glutamik asit dekarboksilaza
(GADG65) karst otoantikorlar ve tirozin fosfatazlari, anti-fogrin antikorlarina
(IA-2 ve TA-2PB) kars1 otoantikorlar yer alir. Bu otoantikorlardan bir veya daha
fazlasi, aglik hiperglisemi baslangigta tespit edildiginde bireylerin % 85-90’1nda
mevcuttur. Ayrica, hastalik DQA ve DQB genleri ile baglantili olarak gii¢lii HLA
birlikteliklerine sahiptir ve DRB genlerinden etkilenir. Bu HLA-DR/DQ alelleri

predispozan veya koruyucu olabilir.

Bu diyabet tipinde, P hiicresi yok etme hizi oldukc¢a degiskendir; bazi
kisilerde (6zellikle bebeklerde ve ¢ocuklarda) hizlidir ve digerlerinde (6zellikle
yetiskinlerde) yavastir. Bazi hastalarda, 6zellikle ¢ocuklar ve ergenlerde, hastaligin
ilk bulgusu olarak ketoasidoz goriilebilir. Digerleri, enfeksiyon veya diger stres

varliginda hizla siddetli hiperglisemiye ve/veya ketoasidoza doniisebilen 1limli
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aclik hiperglisemisine sahiptir. Ozellikle yetiskinler, yillarca ketoasidozu dnlemek
icin yeterli B hiicre fonksiyonunu koruyabilse de bu bireyler sonunda hayatta
kalmak i¢in insiiline bagimli hale gelir ve ketoasidoz i¢in risk altindadir. Hastaligin
bu son asamasinda, plazma C-peptidinin diisiik veya saptanamayan seviyeleri ile
kendini gdsteren insiilin sekresyonu, cok az veya hi¢ yoktur. Immiin aracili diyabet,
cocukluk ve ergenlik doneminde siklikla goriilmekle birlikte, yasamin sekizinci ve
altinc1 on yillarinda bile herhangi bir yasta ortaya ¢ikabilir. B hiicrelerin otoimmiin
yikimi birden ¢ok genetik yatkinliga sahiptir ve heniiz yetersiz tanimlanmis
cevresel faktorlere baglidir. Bu tiir diyabetle bagvurduklarinda hastalar nadiren
obez olmasina ragmen, obezite varlig1 teshisle uyumsuz degildir. Bu hastalar ayrica
Graves hastalig1, Hashimoto tiroiditi, Addison hastalig1, vitiligo, ¢6lyak hastaligi,
otoimmiin hepatit, miyastenia gravis ve pernisiydz anemi gibi diger otoimmiin

bozukluklara egilimlidirler.

Tip 1 diyabet hastaliinin bazi formlarinin bilinen bir etyolojisi yoktur.
Bu hastalardan bazilar1 kalici insiilinopeni tasirlar ve ketoasidoza egilimli olup
otoimmiinite bulgular1 yoktur. Tip 1 diyabetli hastalarin sadece azinliklar1 bu
kategoriye girse de cogunlukla Afrikali veya Asya kokenli kisilerdir. Bu sekildeki
diyabetli bireyler, epizodik ketoasidozdan muzdarip olurlar ve epizotlar arasinda
instilin eksikligi dereceleri degisir. Bu diyabet sekli giiclii bir sekilde kalitsaldir, B
hiicre otoimmiinitesi i¢in immiinolojik kanittan yoksundur ve HLA ile baglantili
degildir. Etkilenen hastalarda insiilin replasman tedavi aralikli olarak mutlak
gerekli olabilir.

Tip 1 diyabet hastalarinin % 90’inda otoimmiin (Tip 1A), % 10’unda
otoimmiin olmayan (Tip 1B) B hiicre yikim1 s6z konusudur. Genetik yatkinlig1
olan bireylerde ¢evresel faktorlerin (emosyonel stres, viriisler, toksinler) etkisiyle
otoimmiinite tetiklenir ve ilerleyici B hiicre hasar1 baglar. Klinik semptomlar
hiicre rezervi % 80-90 oraninda azaldig1 zaman ortaya ¢ikar. Evre 3 baslangicinda
kanda adacik otoantikorlar1 bulunur. Bu otoantikorlar, birinci yilin sonuna dogru
genellikle kaybolur. Tip 1A diyabetin klinik evreleri Tablo 2.4’de 6zetlenmistir.
Tip 1B diyabet mutlak insiilin eksikligi ile sonuc¢lanan otoimmiinite disindaki

nedenlere bagl gelisir. Adacik otoantikorlar1 bulunmaz.

Tip 1 diyabet, plazma glukoz miktarin1 diizenlemek i¢in giinliik olarak
insiilin verilmesini gerektirir. Semptomlar asir1 idrar bosaltimi (poliiiri), susuzluk
(polidipsi), stirekli aclik, kilo kayb1, gérme degisiklikleri ve yorgunluklari igerir. Bu
semptomlar aniden ortaya ¢ikabilir. Tip 1 diyabetli hastalara genellikle diyabetin
akut semptomlariyla ve kan sekeri seviyelerinde belirgin yiikseklik ve yaklagik
licte birinde hayati tehdit edici ketoasidozla tani konur (42). Bir¢ok ¢aligsma, tip 1
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diyabetle ilgili adacik otoantikorlarinin 6l¢iilmesinin, tip 1 diyabet gelisme riski
tagiyan bireyleri tanimlayabilecegini gostermektedir (43). Tip 1 diyabet riski, ilgili
otoantikorlarin sayisi arttikca artmaktadir (44-46).

Tablo 2. 4. Tip 1 Diyabet Evreleri (43,47)

Evre 1 Evre 2 Evre 3
¢ Otoimmiinite ¢ Otoimmiinite * Yeni baslamis
Fenotipik | . A . hiperglisemi
Ozellikler Normoglisemi Disglisemi .
* Presemptomatik | * Presemptomatik * Semptomatik
* Coklu otoantikorlar
* Disiglisemi: BAG ve/ veya BGT
e APG 100-125 mg/dL
* Klinik
(5,6-6,9 mmol/L) semptomlar
Coklu otoantikor
Tam 2.saat PG 140-199 mg/dL Standart
* 2.saa - m i
Kriterleri | Normal glukoz g .
tolBBns1 kriterlerle
(7,8-11,0 mmol/L) tan1 almig
diyabet
* A %57-64
(39-47 mmol/mol) veya
A de % 10 artig
BAG: Bozulmus acglik glukozu BGT: Bozulmus glukoz toleransi
APG: A¢lik plazma glukozu PG: Plazma glukozu

A, .: Glikozillenmis hemoglobin A .

Tip 1 diyabet, cocuklarda ve ergenlerde en sik goriilen diyabet tipidir (48,49).
Genglerdeki baslica diyabet tipi olan bu form diinya ¢apinda 20 yasin altindaki tiim
diyabet vakalarinin >% 85’ini olusturmaktadir (48,50,51). Tip 1 diyabet insidans1
ve prevalansi artmaktadir (52). Tip 1 diyabetin kiiresel insidansi, epidemiyolojik bir
muammayi temsil eder (53); Avrupa’daki ve Kuzey Amerika’daki komsu bolgeler
arasinda hastalik insidansinda genis degisiklikler kaydedilmistir. Diinyada tip 1
diyabet goriilme sikliginda artis, 6zellikle kiiciik ¢cocuklarda goriiliir (54,55).
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2.1.2. Tip 2 Diyabet

Daha once “insiiline bagimli olmayan diyabet” veya “yetiskin baslangich
diyabet” olarak anilan tip 2 diyabet, diyabetin % 90-95’ini olusturur. Diinyada
en sik rastlanan diyabet tipidir. Tip 2 diyabet obezite, insiilin direnci ve insiilin
sekresyon bozuklugu ile karakterizedir (56-58). Bu form, gorece (mutlak degil)
insiilin eksikligi ve periferik insiilin direncine sahip olan bireyleri kapsar. En azindan
baslangigta ve cogunlukla 6miirleri boyunca bu kisilerin hayatta kalabilmesi i¢in

insiilin tedavisine ihtiyaci olmayabilir.

Diyabetin bu tipinin muhtemelen bir¢ok farkli nedeni vardir. Spesifik
etiyolojiler bilinmemekle birlikte, otoimmiin olarak B hiicrelerinin yok edilmesi
meydana gelmez. Klinik 6zelliklerin her biri genetik veya cevresel etkilerle
ortaya ¢ikabilir, bu da bireysel bir hastadaki kesin nedeni belirlemeyi gii¢lestirir.
Dahasi, hiperglisemi kendisi pankreatik [ hiicre fonksiyonunu bozabilir ve
instilin direncini arttirarak hipergliseminin kotii bir dongiiye girmesine yol agarak
metabolik durumu kétiilestirebilir (59). Tip 2 diyabet hastaligina sahip hastalarin
¢ogu obezdir ve obezite kendiliginden bir miktar insiilin direncine neden olur.
Geleneksel obezite kriterlerine gore obez olmayan hastalar, agirlikli olarak karin

bolgesinde dagilmasindan dolay1 artmis viicut yagi yiizdesine sahip olabilirler.

Semptomlar, tip 1 diyabetinkilere benzer olabilir, ancak genellikle daha az
belirgindir ya da yoktur. Sonu¢ olarak, komplikasyonlar ortaya ¢ikincaya kadar
tan1 konulamayabilir. Uzun yillardir tip 2 diyabet sadece yetiskinlerde goriiliirken,

cocuklarda da ortaya ¢ikmaya baslamistir.

Nadiren tip 2 diyabetli erigskinlerde, ketoasidoz olmaksizin belirgin
hiperglisemi, siddetli dehidrasyon ve bilingte kapanma ile karakterize hiperozmolar
hiperglisemik durum goriilebilir. Tip 2 diyabetin ortaya ¢ikis semptomu olarak
diyabetik ketoasidoz (DKA) da yetiskinlerde nadirdir ancak bazi durumlarda
(genellikle ciddi enfeksiyon veya baska hastaliklarla) ortaya cikabilir.

Diyabet tani1 prevalansi diinya ¢apinda son 40 yilda ¢arpici bir bi¢imde
artmistir. Tiim diinyada tip 2 diyabet salgindir. Salgin gelismis ve gelismekte
olan iilkeleri de etkilemistir ve diinya ¢apinda diyabet prevalansinin 2025 yilinda
dramatik bir sekilde artmasi1 beklenmektedir (60). ABD’de, 1990 ile 2001 yillar1
arasinda tip 2 diyabet insidansinda % 61 oraninda artis olmustur (61). 2015 yilinda,
18 yas ve iizeri ABD’li yetigkinler arasinda yaklasik 1,5 milyon yeni diyabet
vakas1 (6,7/1,000) teshis edilmistir (62). Tip 2 diyabetteki artis, asir1 kilo, obezite
ve azalmis fiziksel aktivite diizeyleriyle sonuclanan yasam tarzi degisiklikleri ile

ilgilidir.
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2.1.3. Gestasyonel Diyabet (GDM)

Uzun yillardir GDM, bu durumun gebeligin 6ncesinde veya gebelikten sonra
da devam etmesine bakilmaksizin, gebeligin baslangicinda taninan herhangi bir
derecede glukoz intoleranst olarak tanimlanmistir (63). GDM gebelikte ortaya
¢ikan gecici bir durumdur ve tip 2 diyabet agisindan uzun vadede risk tasimaktadir
(64). GDM, anne ve yenidogan i¢in risk tasir. Tim olumsuz sonuglar esit klinik
oneme sahip degildir. Biiyliik 6lgekli (~25.000 hamile kadin) ¢ok uluslu bir
epidemiyolojik ¢alisma olan Hiperglisemi ve Olumsuz Gebelik Sonuglar1 (HAPO)
calismas1 (65), daha once gebelik i¢cin normal kabul edilen araliklarda bile olsa
24-28 haftada maternal glisemi fonksiyonuna bagli olarak maternal, fetal ve
neonatal olumsuz sonuglarin arttigin1 gostermistir. Cogu komplikasyon icin risk
sinir1 yoktur. Bu sonuglar, GDM i¢in tanisal kriterlerin dikkatli bir sekilde yeniden
gozden gegirilmesine yol agmistir. 2011 Bakim Standartlari’nda (Standards of Care)
(66), ilk kez ADA, 6nceden diyabet tanisi olmadigi bilinen tiim hamile kadinlara,
Uluslararasi Diyabet ve Gebelik Calisma Grubu (IADPSG) konsensiis toplantisina
dayanarak 24-28. gebelik haftasinda 75 gr OGTT yapilmasini onermistir (67).
HAPO calismasinda; ortalama glikoz diizeyleri olan kadinlarla kiyaslanarak,
tanida en az 1,75 olumsuz sonug olasilik orani tasiyan aglik, 1. saat ve 2. saat PG
tist sinir degerleri tanimlanmistir. Ulusal Saglik Enstitiileri (NIH), IADPSG’nin bu
ilk tavsiyesinden sonra, obstetrik/jinekoloji, maternal-fetal tip, pediatri, diyabet
arastirmalari, biyoistatistik ve diger ilgili alanlarin temsilcileri bulunan 15 tyeli bir
paneli igeren bir fikir birligi gelistirme konferansini tamamlamistir (68). Mevcut
ayni verileri gozden gegiren NIH konsensiis panelinde, 1.saat 50 g glikoz yiik testi
(GLT) ile taramanin “iki asamal1” yaklasiminin devami ve 1.saat pozitif olanlarda
bunu takiben ABD’de yaygin olarak kullanilan bir strateji olan 3.saat 100 gr
OGTT uygulanmas1 6nerilmistir. NIH panelinin karar verme siirecinde bildirilen
baslica faktorler, “tek adimli” stratejinin faydalarini gosteren klinik arastirmalarin
olmamas1 ve GDM’li genis bir yeni kadin grubunun belirlenmesinin potansiyel
olumsuz sonuglarimin bulunmamasidir. Ustelik, 50 g’lik bir OGTT taramast, aglik
gerektirmez ve bu nedenle birgok kadin i¢in uygulanmasi daha kolaydir. Maternal
hipergliseminin tedavisi, gebelik haftasina gore kiigiik dogumlar1 arttirmaksizin

neonatal makrozomi, LGA ve omuz distosisi oranlarini diistiriir (69).
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2.1.4. Diyabetin Spesifik Tiirleri

a) P hiicresi genetik defektleri
Diyabetin bir¢gok formu, [ hiicresi fonksiyonundaki monogenetik
bozukluklarla iligkilidir. Bu diyabet formlar1 siklikla erken yasta (genellikle
25 yasindan Once) hiperglisemi ile karakterizedir. Bebek, cocuk ve genclerde
ortaya ¢ikan bu diyabet tipleri Maturity-Onset Diabetes of Young (MODY)
olarak adlandirilirlar ve insiilin etkisinde defekt olmaksizin insiilin salgilanmasi
bozuklugu ile karakterizedirlerr. MODY otozomal dominant kalitilir. Simdiye
kadar farkli kromozomlardaki alt1 genetik lokusda anormallikler tespit edilmistir.
En yaygin form, hepatosit niikleer faktor-1oo (HNF-1a) olarak anilan hepatik bir
transkripsiyon faktdriindeki kromozom 12 mutasyonlari ile iliskilidir. Tkinci bir
form, kromozom 7p>deki glikokinaz genindeki mutasyonlar ile baglantilidir ve
defektli bir glikokinaz molekiiliiyle sonuglanir. Glikokinaz, glikozu, glikoz-6-
fosfata doniistiiriir; metabolizmasi, B hiicresinden insiilin sekresyonunu uyarir.
Daha az yaygin formlar, HNF-4a, HNF-1B, insiilin promotdr faktorii (IPF)
-1 ve NeuroD1 dahil olmak iizere diger transkripsiyon faktorlerinde bulunan

mutasyonlardan kaynaklanmaktadir.

Yasamin ilk 6 ayinda teshis edilen diyabetin, tipik otoimmiin tip 1 diyabet
olmadig1 gosterilmistir. Bu s6zde neonatal diyabet, gecgici veya kalic1 olabilir.
Gecici hastalifa neden olan en yaygin genetik kusur, ZAC/HYAMI f{izerinde bir
kusur iken kalici neonatal diyabet, en yaygin olarak B-hiicresi K, kanalinin Kir6,2

alt birimini kodlayan gendeki bir defektten kaynaklanir.

Mitokondriyal DNA’daki nokta mutasyonlarinin diyabet ve sagirlik ile iliskili
oldugu bulunmustur. Birkag¢ ailede, proinsiilinin insiiline doniistliriilememesi ile
sonuglanan genetik anormallikler tanimlanmistir ve bu tiir 6zellikler otozomal

dominant gec¢is géstermistir.

b) Insiilin aktivitesindeki genetik defektler

Genetik olarak belirlenen insiilin anormalliklerinden kaynaklanan nadir
diyabet nedenleri vardir. Insiilin reseptdriiniin mutasyonlari ile iliskili metabolik
anormallikler, hiperinsiilinemi ve 1limli hiperglisemiyle siddetli diyabet arasinda

degisebilir.
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¢) Ekzokrin pankreas hastaliklar
Pankreasin asir1 derecede yaralanmasina neden olan herhangi bir siireg
diyabete neden olabilir. Bunlar arasinda pankreatit, travma, enfeksiyon,

pankreatektomi ve pankreatik karsinom yer alir.

d) Endokrinopatiler

Bir¢ok hormon (6rn: Biiylime hormonu, kortizol, glukagon, epinefrin) insiilin
etkisini antagonize eder. Bu hormonlarin fazla miktarlar1 (6rn., Akromegali,
Cushing sendromu, glukagonoma, feokromasitoma) diyabete neden olabilir. Bu
genellikle insiilin sekresyonunda daha once var olan kusurlari olan bireylerde

goriiliir ve hiperglisemi genellikle hormon fazlalig1 tedavi edildiginde diizelir.

e) Ila¢ veya kimyasallarla indiiklenen diyabet

Bir¢ok ila¢ insiilin salgisini azaltabilir. Bu ilaglar kendiliginden diyabete
neden olmayabilir, ancak insiilin direnci olan bireylerde diyabet ortaya ¢ikisini
hizlandirabilirler. Vacor (sican zehiri) ve intravendz pentamidin gibi belirli
toksinler kalic1 olarak pankreatik B hiicrelerini yok edebilir. Ayrica insiilin
etkisini azaltabilecek bir¢ok ilag ve hormon vardir. Ornegin; nikotinik asit ve
glukokortikoidler.

f) Enfeksiyonlar

Baz1 viriisler B hiicre tahribati ile iligskilendirilmistir. Konjenital kizamikg¢ik
hastalarinda diyabet goriilmekle birlikte, bu hastalarin ¢ogunda tip 1 diyabet ile
iligkili HLA ve immiin belirte¢ler bulunmaktadir. Ek olarak, koksakivirus B,

sitomegaloviriis, adenoviriis ve kabakulak da diyabete neden olabilir.

g) Nadiren diyabetle birliktelik gosteren diger genetik sendromlar
Bir¢ok genetik sendroma diyabet insidansi artisi eslik eder. Bunlara Down

sendromu, Klinefelter sendromu ve Turner sendromunun kromozomal anomalileri
dahildir.



2.2. Diyabet Tam1 ve Tarama Testleri
2.2.1. Tip 1 Diyabet Taramasi

“Rutin tarama endikasyonu yoktur.

2.2.2. Tip 2 Diyabet Taramasi

15

* 240 yas olan kigileri 3 yilda bir tara.
« Risk faktorieri ve BK| 225 kg/m? olan kislleri daha erken ve
daha sik araliklarla tara.

APG
(veya A1C)*

. . .

| APG <100 mg/di APG 100-125 mg/di APG 2126 mgidl |
(veya A1C<%5.7) (veya YRG: A1C= %5.7-6.4) (veya A1C 2%6.5)
| 75 g glukoziu OGTT |

v

v

A

.

v

APG APG APG APG APG
<100 ma/di <100 mg/di 100-125 mg/di 100-125 mg/d| 2126 mg/di
ve ve ve ve velveya
OGTT 2.5t PG OGTT 2.5t PG OGTT 2t PG OGTT 2.5t PG OGTT 2st PG
<140 mg/di 140-199 mg/dl <140 mg/di 140-199 mg/dl 2 200 mgid]

IIZDIIFI BGT  |IZOLE BAG [mlrm]

v
—

| ASIKAR DM ]4—

Sekil 2.1. Tip 2 Diyabet Tani ve Tarama (194)
*A, . Olglimleri uluslararasi standartlara uygun bir yontemle kullanilarak yapilmalidir.

BKI: Beden kitle indeksi APG: Aclik plazma glukozu

YRG: Yiiksek risk grubu OGTT: Oral glukoz tolerans testi  2.stPG: 2.saat plazma glukozu

BGT: Bozulmus glukoz toleransi BAG: Bozulmus aglik glukozu DM: Diabetes mellitus

A .: Glikozillenmis hemoglobin A
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2.2.3. Gestasyonel Diyabet Taramasi
Gebeligin 24-28. Haftasindaki tiim gebeler taramaya alinmalidir.

Tablo 2. 5. Gestasyonel Diyabet Tarama

Tek adiml strateji

Daha 6nce asikar diyabet tanis1 almayan kadinlarda 24-28. Gebelik haftalarinda 1. ve 2.
saatte 75 g OGTT gerceklestirilmelidir.

OGTT, bir gecede en az 8 saatlik aclik sonrasi sabah yapilmalidir.

GDM tanisi, asagidaki plazma glikoz degerlerinden herhangi biri karsilandiginda veya
asildiginda konulur:

* Aclik: 92 mg/dL (5,1 mmol/L)
* 1 saat: 180 mg/dL (10,0 mmol/L)

* 2 saat: 153 mg/dL (8,5 mmol/L)

Iki adimh strateji

Adim 1: Daha once asikar diyabet tanis1t konmamis kadinlarda gebeligin 24-28. hafta-

liklarinda 50 gr’lik glukoz yiikleme sonras1 1.saatte plazma glikoz 6l¢iimii yapilmalidir.

Yiiklemeden 1 saat sonra dl¢iilen plazma glikoz seviyesi >140 mg/dL * (7,8 mmol/L)
ise 100 gr OGTT’ye gegilir.

2. Adim: Hasta agken 100 gr OGTT uygulanmalidir.

GDM tanisi, asagidaki dort plazma glikoz diizeyinden en az ikisi (aglik, OGTT den
sonra 1. saat, 2. saat ve 3. saat) Olciiliir veya asilirsa konur:

Carpenter / Coustan (70) NDDG (71)
* Aclik 95 mg/dL (5,3 mmol/L) 105 mg/dL (5,8 mmol/L)
* 1 saat 180 mg/dL (10,0 mmol/L) Veya 190 mg/dL (10,6 mmol/L)
* 2 saat 155 mg/dL (8,6 mmol/L) 165 mg/dL (9,2 mmol/L)
* 3 saat 140 mg / dL (7,8 mmol/L) 145 dL (8,0 mmol/L)
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2.2.4. C Peptid Diizeyi

Pankreas f hiicresi endojen insiilin rezervini gosterir. Tip 1 diyabette rutin
olarak oOl¢lilmez. Otoimmiin diyabet formlarinin tip 2 diyabetten ayrilmasinda
kullanilir. Insiilin tedavisi baslanacak tip 2 diyabetli bireylerin tespitinde aclik ve
uyarilmis C peptid diizeyleri 6l¢iilebilir. Ancak, ¢ok yiiksek kan glukoz degerlerinde
glukoz toksisitesinin pankreas B hiicrelerine etkisi sebebiyle, C peptid Olgiimleri

gergek insiilin rezervini yansitmayabilir.

2.2.5. Adacik Otoantikorlari
Tip 1 diyabette otoantikor Ol¢iimiine rutinde gerek yoktur. Ancak otoimmiin

diyabet formlarin tespitinde kullanilabilir.

2.3. Diyabet Tedavisi
Diyabet tedavisinin ana unsurlar1 egitim, tibbi beslenme tedavisi, egzersiz ve

medikal tedavidir.

2.3.1. Egitim

Diyabetli bireylere diyabet hastaliginin ne oldugu, ne tiir belirti ve bulgular
ortaya cikabilecegi; kullanilacak tedaviler ve uygulamalar1 anlatilmali, yetersiz
tedavide hangi sorunlarla karsilasabileceg§i ve nasil Onlenebilecegi ile ilgili
bilgilerle birlikte diyabetle bag edebilmenin yollar1 6gretilmelidir.

Diyabetli hastalar oncelikle beslenme, egzersiz ve ilag tedavisi liggeni
arasindaki dengeyi iyi kurabilmelidir. Saglik ekibiyle iletisimde olmali, hangi

durumlarda hastaneye bagvurulmasi gerektigini bilmelidir.

Egitimde esas olan, diyabetli bireylerin evde kendi kendine glukoz dl¢timiinii

yapabilmesini saglamaktir.

2.3.2. Tibbi Beslenme Tedavisi

Diyabetli bir¢ok birey i¢in, tedavi planinin en zor kismi, yemek planini takip
etmek ve ne yiyecegini belirlemektir. Diyabeti olan bireyler i¢cin herkese uyan
bir yeme diizeni yoktur. Beslenme tedavisi, genel diyabet yonetiminde ayrilmaz
bir role sahiptir ve diyabetli her kisi, kendi saglik ekibi ile bireysellestirilmis bir
yemek planinin birlikte gelistirilmesi de dahil olmak {izere aktif olarak egitim,
kendi kendine yonetim ve tedavi planlamasi ile mesgul olmalidir (72,73). Diyabeti
olan tiim bireylere, tercihen diyabete 6zgii tibbi beslenme tedavisi verme konusunda
bilgili ve deneyimli bir diyetisyen tarafindan olusturulan bireysellestirilmis tibbi

beslenme terapisi verilmelidir.
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2.3.3. Egzersiz

Fiziksel aktivite, enerji kullanimini arttiran tiim hareketleri igeren genel
bir terimdir ve diyabet yonetim planinin énemli bir pargasidir. Egzersiz, fiziksel
uygunlugu artirmak i¢in yapilandirilmis ve tasarlanmis daha spesifik bir fiziksel
aktivite seklidir. Hem fiziksel aktivite hem de egzersiz dnemlidir. Egzersizin kan
sekeri kontrollinii iyilestirdigi, kardiyovaskiiler risk faktorlerini azalttigi, kilo
kaybina katkida bulundugu ve saglik diizeyini arttirdigi gosterilmistir. Fiziksel
aktivite, genel popiilasyonda oldugu gibi tip 1 diyabetliler i¢in de 6nemlidir, ancak
diyabet komplikasyonlarinin 6nlenmesindeki ve kan sekeri yonetimindeki spesifik
rolii, tip 2 diyabetli olanlar kadar net degildir.

2.3.4. Medikal Tedaviler

A) Oral Antidiyabetikler

Oral antidiyabetiklerin fizyopatolojik etki mekanizmalar1 Sekil 2.2° de
gosterilmistir. Etkinliklerini karaciger, kas, yag dokusu ve bagirsaklar iizerinden

gosterirler. Oral antidiyabetik ilaglar dort gruptur.
a) Karbonhidrat emilimini azaltanlar; a-glukozidaz inhibitorleri,
b) Insiilin duyarliligini artiran ilaglar; metformin, tiazolidinedionlar,
¢) Insiilin sekresyonunu artiran ilaglar; siilfoniliireler, meglitinid analoglari,

d) Inkretin bazli tedaviler; gliptinler: Glukagon-likepeptid-1 reseptdr
agonistleri (GLP-1RA) ve dipeptidil Peptidaz-4 inhibitorleri (DPP-4 Inh).
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__———)
y meglitinid

Glukoz azalir
A

TZD: Tiazolidinedion, glitazon, TBT: Tibbi beslenme
¢ TBT, egzersiz

tedavisi.

Sekil 2.2. Oral Antidiyabetiklerin Etkinligindeki Hedef Organlar (195)

B) Insiilin

Insiilin, 11. kromozomda yerlesmis, pankreas hiicrelerinde sentezlenen
protein yapisinda, anabolik bir hormondur. Insiilin sekresyonunu gastrointestinal
peptidler, aminoasitler, ketonlar ve ndrotransmitterler etkiler. Ancak pankreas 3

hiicrelerinden insiilin sekresyonunun asil diizenleyicisi glukozdur.

2.4. Metformin

Metformin, insiilin duyarlastirict biguanid grubu bir ilactir. Oral
antihiperglisemik ajan olarak en ¢ok kullanilan ve yeni tani konan tip 2 diyabet
hastalarinin tiimiinde ilk secenek olarak Onerilen ilagtir (74). Metformin (N,
N-dimetilbiguanid), esas olarak galeginden (izoamilen guanidin) tiiretilen
antidiyabetik ilaclarin (iki bagli guanidin halkasi igeren) biguanidin sinifina
aittir ve Galega officinalis’de bulunan guanidinden tiiretilmistir (Sekil 2.3).
(75). Kan sekerinin diisiiriilmesini saglayan G. officinalis’deki aktif bilesenin,
galegin veya izoamilen guanidin oldugu gosterilmistir (76). Guanidin bazh
hipoglisemik ajanlar tarithinde merak uyandirici bir donemde, hipoparatiroidizme
bagl tetaninin sebebinin paratiroidektomiyi takiben artan guanidin iiretiminden
kaynaklandigi yanlis inanisinin ve guanidin infiizyonunun kan sekerinin
diismesine neden oldugunun ortaya konmasidir (77). Guanidin’in kendisi ve bazi
tiirevleri diabetes mellitus tedavisi icin ¢ok toksik olsa da biguanidlerin yararl
olduklar1 kanitlanmistir. 1950’1 yillarda diyabet tedavisi i¢in li¢ tane biguanid
bulunmaktaydi. Fenformin ve buformin, 1960°larda oldukca popiiler hale geldi, sik

laktik asidoz ve artmis kardiyak mortalitenin ortaya ¢ikmasi nedeniyle 1970’lerin
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basinda farmakopediden c¢ikarildilar (76). Daha az lipofilik bir biguanid olan
metforminin daha gilivenli oldugu kanitland1 ve Avrupa’da 20 yil kullanildiktan
sonra 1995 yilinda ABD’de kullanim1 onaylandi. Terapotik dozlarda metformin ile
laktik asidoz insidansinin nadir oldugu ve metformin olmayan tedavilere kiyasla

daha fazla olmadig1 bildirilmistir.

Metformin, tip 2 diyabet tedavisinin baslica dayanagidir ve Diyabet Onleme
Programinda da belirtildigi gibi, hastaligin gelisim riskini azaltmak i¢in de
etkili bir ajandir (76,78,79). Birlesik Krallik Prospektif Diyabet Calismasi’nda,
metforminin diyabetle ilgili 6liim, miyokard enfarktiisii ve inmeyi azaltmada
etkili oldugu kanitlanmistir (80). Metformin, kan sekerini diistirmekle kalmaz
ayni zamanda yag dokusu lipolizini inhibe eder, dolasimdaki serbest yag asitlerini
ve VLDL ftretimini azaltir (76,78,79). Bilinen metformin etkileri arasinda kas ve
karacigerdeki insiilin duyarliliginda artis, glikoneogenez yoluyla hepatik glikoz
tiretiminde bir azalma, periferik glikoz kullaniminda artis (agirlikli olarak insiilin
aracili kas glikozu aliminin uyarilmasi ve glikojen sentezi yoluyla) ve insiilin
reseptorii ekspresyonu ve tirozin kinaz aktivitesi iizerine pozitif etkiler sayilabilir
(76). Buna ek olarak, metforminin, glukagonun glukoneojenik etkilerini baskiladig:
ve glikoz tastyicilarinin hiicre yiizeyine translokasyonunu arttirdigi goérilmektedir
(79).

Metformin, tip 2 diyabet tedavisinde 50 yildan fazla siiredir kullanilmaktadir
ve hem monoterapi hem de diger oral antidiyabetik ajanlar ve insiilin ile
kombinasyonlar1 giivenli ve etkilidir. Hipoglisemiye veya kilo kaybina neden
olmadig1 i¢in 6nemli klinik avantaj saglar ve kardiyovaskiiler sistemi koruyarak
hiperglisemiyi diizeltir. Tip 2 diyabette kullanilmasinin yaninda, polikistik over
sendromu, diyabetik nefropati ve gestasyonel diyabet tedavisinde de metformin
kullanim1 ilgi ¢ekicidir (81). Metformin kullaniminin bir diger avantaji, kanser

riskinin azalmasi ve kanser prognozunun iyilesmesi ile iliskilendirilmesidir (82).
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Metformin

Sekil 2.3. Galega Officinalis

2.4.1. Metforminin Farmakokinetik Etkinligi

Bircok diyabetik hasta i¢in optimal oral metformin dozu ~2 g/giin’ diir. Tek bir
oral dozdan sonra, metformin incebagirsak tarafindan kismi emildikten sonra hizla
bir¢ok dokuda dagilir, ancak gastrointestinal sistemdeki luminal konsantrasyon
yiliksek kalir. Zirve plazma konsantrasyonu, yaklasik 20 saatlik plazma yarilanma
omriiyle (0,5 g dozdan sonra 1,0-1,6 pg/ml [yaklasik 6-10 uM] ve 1,5 g dozdan
sonra ~3 pg/ml [yaklasik 18 uM] artis1 ile) ortalama 3 saat i¢ginde ortaya g¢ikar
(83). Insanlarda agizdan alinan 20 mg/kg/giin metformin dozu, viicut yiizey alani
normalizasyonuna gore 250 mg/kg/glin fare esdeger dozu olarak g¢evrildiginde,
metforminin sicandaki 1,7 mg/ml’ye (yaklasik 10 uM) kadar olan plazma seviyeleri
elde edilir (84). Bu seviyeler, insanlarda kullanilan geleneksel antidiyabetik dozlar
ile elde edilen araliktadir (83). '*C etiketli metformin kullanan farelerde biyolojik
dagilim ¢alismalar1 agirlikli olarak gastrointestinal sistem, bobrek ve karacigerde
biriktigini gostermistir (85). Karaciger dogrudan portal damardan gelen kan yoluyla
beslendiginden, oral alinan metformin konsantrasyonu genel sirkiilasyondan ve
diger organlardan ¢ok daha fazla metformin konsantrasyonunu igerebilir (85).

Metforminin karaciger ve kas dokusundaki etkileri Sekil 2.4’te gosterilmistir.
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Metformin

AMPK
AMPK aktivasyonu
Y
Glukoarzl;::?enez Glukoz alimi artar

Y
Y

ACC aktivitesi

azalir

SREPS-1
ekspresyonu azalir
Lipogenik enzimlerin
gen ekspresyonu azalir
SYA oksidasyonu artar
GVLDL sentezi azahr

Yadh karaciger azalir

Hepatik insulin sensitivitesi artar

AMPK: Adenosine Monophpsphate Activated Protein Kinase, ACC: Asetil Coenzim-A Carboxilase, SREPS: Sterol-requlatory-element-
binding.

Sekil 2.4. Metforminin Etki Mekanizmasi (196)

2.4.2. Metforminin Hiicre icine Alm1

Metformin, fizyolojik kosullar altinda cogunlukla protonla pozitif yiikli
bir formda bulunan hidrofilik ilagtir. Bu fiziko-kimyasal 6zellikler nedeniyle,
hiicre membranlarindan pasif difiizyon olasilig1 disiiktiir. Aslinda, metforminin
tasinmasi, organik tasiyicilarda ¢oziinen tasiyici yoluyla aktif bir alim siirecini
gerektirir. Metforminin bagirsaktan emilimi, Oncelikle enterositlerin luminal
tarafinda lokalize olan plazma membran monoamin tasiyict (PMAT, SLC29A4
geni) aracilidir. Organik katyon tasiyict 1 (Octl, SLC22A1 geni), enterositlerin
bazolateral zarinda eksprese edilir ve metforminin interstisyel sivi igine
tasinmasindan sorumlu olabilir (86). Hepatik metformin aliminin birincil
mediatorii hepatositlerin bazolateral zarinda ifade edilen OCT1 ve muhtemelen
OCT3 (SLC22A3 geni)’tiir (86). Metformin karacigerde biyotransformasyona
ugramaz, vicudun metforminden temizlenmesi renal eliminasyona baglidir.
Bobrekte metformin, bazolateral membranda eksprese edilen OCT2 (SLC22A2)
geni ile renal epitel hiicrelerine alinir ve MATE1 (SLC47A1), MATE2 (SLC47A2)

genleri yoluyla idrara atilir.
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2.4.3. Metformin ve Mitokondriyal Oksidatif Fosforilasyon

Genel olarak, metforminin (ve diger biguanidlerin) mitokondrideki etkileri,
ilacin pleiotropik etkilerinin temeli kabul edilmektedir. Bu fikir, metforminin
mitokondriyal mekanizmalarin herhangi bir basamagini etkilemeden solunum
zincir kompleksi 1’in (NADH: ubikinon oksidorediiktaz) hafif ve spesifik
bir inhibisyonuyla hiicresel solunumu azalttigini bildiren iki makaleden
kaynaklanmaktadir (87,88). Bununla birlikte, biguanid tiirevlerinin mitokondriyal
oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) iizerindeki etkilerini inceleyen ilk gozlem
raporunda da bu simif molekiillerin yol actig1 glikoliz artis1 hiicresel solunumun
inhibisyonuna baglanmistir (89). Daha sonra, ¢esitli biguanid tiirevlerinin yiiksek
konsantrasyonlarinin, NADH’yi spesifik olarak azaltti§1 fakat submitokondriyal
pargaciklarda siiksinat oksidasyonunu azaltmadigi, bu bilesiklerin OXPHOS
tizerindeki inhibitdr etkisinin mitokondriyal elektron tagima zincirinin 1 kompleksi
tizerinden oldugu bulunmustur. Bu nedenle, mitokondriyal enerjinin modiilasyonu
yeni bir oneri olmamakla birlikte, fenformin ve metformin de dahil olmak iizere
biguanid ailesinin iiyelerinin etkilerinin bir¢oguna uygun bir kavramdir. Son
on yilda, mitokondriyal solunum zinciri kompleksinin metformin ile spesifik
inhibisyonu si¢an, fare, insan primer hepatositleri (87,88,90), hepatoma ve
adrenokortikal karsinoma oOliimsiizlestirilen hiicre hatlari1 (91-93), iskelet kasi
homojenatlar1 (94), endotel hiicreleri (95), pankreas B hiicreleri (96), noronlar
(87), periferik kan mononiikleer hiicreleri ve trombositleri (97) ve daha yakin
zamanlarda kanser hiicreleri de dahil olmak iizere pek ¢ok hiicresel modelde
dogrulanmistir. Bu gecici kompleks 1 inhibisyonunun, ([ATP]+0,5[ADP]) /
([ATP]+[ADP]J+[AMP]) olarak tanimlanan hiicrenin enerji durumunun 6l¢iisii olan
hiicrenin enerji yiikiinde bir diisiise yol actig1 raporlanmistir (90,98). Hiicresel ATP
konsantrasyonundaki diisme ve hem ADP/ATP hem de AMP/ATP oranlarindaki
artig, hiicresel enerji homeostazinin kritik bir enerji sensorii olan, AMP ile aktive
olan protein kinaz1 (AMPK) aktive eder ve genis bir dizi telafi edici, koruyucu ve

enerji tasarruflu yanitlar i¢in ¢ok sayida sinyal agi birlesir (99).

Metforminin kompleks 1’1 inhibe ettigi kesin mekanizma(lar) bilinmemekle
birlikte, baz1 calismalar ¢ok yiiksek konsantrasyonlar haricinde izole edilmis
mitokondri lizerinde direkt bir etki tespit edemediginden, ilacin mitokondriyal
etkisinin saglam hiicreler gerektirdigini diisiindiirmektedir (87,91). Ote yandan
metforminin (ve diger biguanidlerin), ilacin ¢ok yiiksek konsantrasyonlarini (2-
10 mM) kullanan calismalarla uyumlu sekilde (88,102), saflastirilmis solunum
zincir kompleksi 1’in islevini, ayrica sigir kalbinden izole mitokondri ve
submitokondriyal partikiillerin fonksiyonunu dogrudan inhibe ettigini bildiren
calismalar bulunmaktadir (100,101).
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Metforminin kompleks 1 iizerindeki Onleyici etkisinin, nitrik oksit (NO)
sentaz inhibitorleri veya reaktif oksijen tiiri (ROS) temizleyicileri tarafindan
engellenmedigi (87) ve en azindan primer fare hepatositlerinde AMPK’dan

bagimsiz oldugu (90) gdsterilmistir.

2.4.4. Metforminin Antineoplastik Etkinligi

Farmako-epidemiyolojik kanitlar, metforminin kanser Onleme ve/veya
tedavisinde fayda sagladigi hipotezinin olusturulmasinda 6nemli bir rol oynamistir.
2005 yilinda yayimlanan seminal bir raporda (9), metformin ile tedavi edilen
diyabetiklerin, diger ajanlarla tedavi edilen diyabetiklere kiyasla kanser hastalagi
oranlarinin onemli derecede diisiik oldugunu bildiren kanitlar sunulmustur ve
diger pek ¢ok calisma benzer sonuglara ulagmistir (103). Bununla birlikte, bazi
calismalarin sonuglari cesaretlendirici olmakla birlikte, mevcut verilerde ¢eliskiler
ve hipotezde tartisma vardir (104). Acikcasi, arastirilmakta olan popiilasyon
tip 2 diyabetik hastalaridir ve diyabetik hastalar i¢in sonuclar gecerli olsa bile,
diyabetik olmayan kisiler i¢in bu sonuclar gecerli olmayabilir. Daha da 6nemlisi,
tim bu ¢alismalar tibbi kayitlarin geriye doniik incelemelerine dayanmaktadir ve
cesitli potansiyel dnyargilar tasimaktadir. Ote yandan, yakin tarihli bazi raporlar
metformin kullanicilar: arasinda kanser sikliginin azaltildigina dair kanit saglayan
daha onceki farmako-epidemiyolojik veriyle uyumludur. Metformin kullanicilari
arasinda kanser sikliginin azaldigini bildiren ¢alismalar arasinda bir multipl
miyelom calismasi (105), Danimarka kanser kayitlarini1 temel alan prostat kanser
risk calismas1 (106) ve prostat kanseri prognozu iizerine yapilan bir ¢alisma (107)
bulunmaktadir. Bu nedenle, farmako-epidemiyolojik veriler, metforminin kanser
Oonleme veya tedavisinde yararli olabilecegi ancak bunu destekleyen yeterli veri

bulunmadigi hipotezinin olusmasinda énemli bir rol oynamistir.

Metforminin kanser hiicreleri tizerinde dolayli ve dogrudan olmak {izere iki
ana etki mekanizmasi ile antikanser etki gosterdigi bildirilmektedir (82). Pollak’in
(2012) belirtildigi gibi metformin, karaciger iizerindeki dogrudan etkisini karaciger
glikoz liretimini inhibe ederek gosterir ve bu olay kanser biyolojisini etkileyebilecek
sistemik, metabolik ve endokrin etkilerle sonuglanir. Metformin hiperinsiilinemiyi
azaltmaktadir (108). Metforminin indiikledigi insiilin diizeylerindeki diisiis tip
2 diyabetiklerde metabolik olarak normal olanlardan daha fazladir ve 6zellikle
diyabetik olmayanlarda plazma insiilin diizeyinde metforminin neden oldugu
degisikliklerin, tiimor biyolojisini bozmak i¢in yeterli olup olmadigi net degildir.
Ancak, bir sigan modelinde, metformin uygulamasinin diyetle indiiklenen obezite
ve hiperinsiilinemi mevcut oldugunda tiimor biiyiime inhibisyonuna daha etkili

oldugu bildirilmistir ve bu calismada kanserli ksenogreftlerde insiilin reseptor



25

aktivasyonunun azaldigi bulunmustur (109). Ayrica, onkolojiyle ilgili birkac
calisma metforminin immiinolojik veya anti-inflamatuar etkilerini 6ne siirmiistiir
(110,111) ancak bu gozlemleri desteklemek veya ciirlitmek i¢in hi¢bir klinik veri
bulunmamaktadir. Bu nedenle, metforminin “dolayli” eylemlerinin roli aktif bir

arastirma konusu olmaya devam etmektedir.

In vitro ve in vivo incelemeler sonrasinda, Kourelis ve arkadaslari
metforminin anti-kanser etkilerini agiklayabilecek en az yedi mekanizma oldugunu
one siirmiistiir (112). Bunlar; metforminin fosforilasyon yoluyla memelilerin
karaciger kinaz1 BI/AMPK yolunun harekete gecirilmesi, bir tiimor baskilayici gen
olan TSC2 dengelenmesi (113), hiicre dongiisii durdurulmas1 ve/veya apoptozun
indiiklenmesi; protein sentezinin inhibisyonu, dolasimdaki insiilin seviyelerinin
azaltilmasi, yayilmis protein cevabinin inhibisyonu, bagisiklik sisteminin

aktivasyonu ve kanser kok hiicrelerinin ortadan kaldirilmasidir (112).

Diizinelerce in vivo ve in vitro ¢alismalar, 6rnek evrenlerinde biguanidlerin
dogrudan antineoplastik aktivitesini gostermistir, ancak bunlarin c¢ogu etki
mekanizmasint aydinlatmamistir ve klinik uygulamalara iliskin doz-cevap
verilerini icermemektedir (82,99). Bu ¢alismalardan biri AMPK aktivasyonunun,
dogrudan AMPK aktivatorii A-769662°nin (OXPHOS’u inhibe etmeyen) in vivo
antineoplastik etkinlige sahip oldugunu gostererek, biguanidlerin hareketinde
onemli olduguna dair kanit saglamigtir (114). Diger gozlemler, metforminin in
vivo terapotik etkisinin temelinde, tiimdrlerde solunum zincir kompleksi 1’in
inhibisyonu oldugunu disiindiirmektedir (115) (116). Maruz kalmis kanser
hiicrelerindeki metabolizma degisikliklerinin, metforminin neden oldugu
OXPHOS indirgenmesinde 6nemli sonuglart vardir (17). Bu durum, akilct ilag
kombinasyonlar1 kullaniminin yararli oldugunu diisiindiirmektedir (117). Ozellikle
ilging bir calisma, biguanidlerin, glikolizi tetikleyen, onkojenik kinazlari inhibe
eden kiiciik molekiillii ilaglarla kombinasyonu i¢in 6n ayak olmustur (118). Bu
caligsmalar, kanserli hiicrelerin, onkojenik kinaz inhibisyonunun bir sonucu olarak
ortaya c¢ikan azalmis glikolizi telafi etmek i¢in, gegici olarak OXPHOS’ u arttirma
egilimini desteklemektedir. Biguanidlerin mevcudiyetinde bu telafi edici artis
zayiflar ve kinaz inhibitdriiniin antineoplastik aktivitesinin artmasina neden olur
(119). izositrat dehidrogenaz-1'in (IDH-1) mutasyonu, kanser metabolizmasi igin
onemli bir konudur ve bir biguanid ile mutasyona ugramis IDH-1 inhibisyonunu
dogrulayan preklinik kombinasyon g¢aligmasi vardir (120). Ayrica, biguanidlerin
konvansiyonel kemoterapi, radyoterapi ve hormonal terapilerle birlestirilmesinin

yararli olduguna dair kanitlar bulunmaktadir (82).
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Bununla birlikte, enerji stresi kosullar1 altinda AMPK aktivasyonunun,
diisiik besin sunumuyla bas edebilmek i¢in metabolizmanin ayarlanmasinda, enerji
tilketimini azaltmak amaciyla hiicresel enerji metabolizmasini ayarlayarak hiicre
sag kalimini temin edebilecegi bilinmektedir. Bu nedenle, kanser hiicrelerinde
AMPK aktivasyonunun anti-proliferatif fakat sag kalim saglayict sonuglarinin

klinik yarar saglayacag: diisiiniilmektedir.

AMPK aktivasyonu bozuk olan kanser hiicrelerinde biguanid kaynakli enerji
stresi sonuclarinin goéz Oniine alinmasi1 6zellikle onemlidir. Ksenograft (109)
ve transgenik (121) modeller, LKB1’in fonksiyon kaybina sahip kanserlerin,
biguanidlere asir1 duyarli oldugunu gostermistir. Solunum zincir kompleksi 1
bilesenlerini kodlayan genlerde mutasyon bulunan kanserlerin de biguanidlere
asirt duyarli oldugu gosterilmistir (115).

2.5. Diyabet ve Kanser

Diabetes mellitus ve kanser yaygin hastaliklardir ve ayni kiside birlikte
bulunmasi nadir degildir. 1932 yilinin baslarinda, tip 2 diyabet ve artan kanser
riski arasinda belirgin bir iligki fark edilmistir (122), ancak son on yilda diyabet ve
kanserin bir arada bulundugu konusunda 6nemli epidemiyolojik bulgular toplanmis
ve iki hastalik arasinda nedensel baglanti olarak ortaya ¢ikmistir (123). Artan
kanitlar, glikoz metabolizmas1 anormalliklerinin kanser gelisiminde bagimsiz bir
risk faktorii olabilecegini ve prognozlarini etkileyebilecegini diisiindiirmektedir
(124,125). Cesitli epidemiyolojik ¢alismalar, diyabet hastalarinda karaciger (126),
safra yollar1 (127), pankreas (128), mide (129), kolorektal (130), bobrek (131),
mesane (132), meme (133) ve endometriyum (134) gibi cesitli kanser tiirlerinin
sikliginda artis oldugunu gostermistir. Bununlabirlikte, diyabet ve kanser arasindaki
iliskide rol oynayan nedensel mekanizmalar net degildir. Hiperinsiilinemi, insiilin
direnci ve anormal biliyiime hormonu {iiretimi gibi bazi metabolik degisikliklerin
karsinogenezi indiikleyebildigi bildirilmistir. Ek olarak, obezite, ilaglar ve diyet

gibi cesitli olast degiskenler bu iliskiye katkida bulunabilir.

Diyabet ve kanser arasindaki iliskinin altinda yatan biyolojik mekanizmalar
heniiz kesinlesmis olmasa da, hiperinsiilinemi, hiperglisemi ve inflamasyon gibi
cesitli olast mekanizmalarileri siiriilmiistiir. Tip 2 diyabet insiilin direnci ve sekonder
hiperinsiilinemiyle karakterizedir. Kanser biiylimesini desteklemede insiilinin
rolii ilk olarak deney hayvanlarinda yapilan ¢alismalarda fark edilmistir. Insiilin
eksikligi siganlarda alloksan ile indiiklendiginde, bu hayvanlara verilen insiilinin,
susam yagi icinde ¢ozlilmiis 7,12-dimetilbenz (a) antrasene bagli meme tiimor

dokusunda intrinsik biiylime uyarici etkiler sergiledigi goriilmiistiir (135). Cogu
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kanser hiicresi insiilin reseptorleri eksprese eder, bu nedenle hiperinsiilineminin,
insiilin reseptdrlerinin proliferasyonunu dogrudan uyararak karsinogenezi tesvik
ettigi diisliniilmektedir (136). Artan insiilin seviyeleri, diyabetin dogal seyrinde
erken ortaya ¢ikabilir ve diyabet ilerledik¢e azalabilir. Hiperinsiilinemi, kanser
baslangicini ve/veya ilerlemeyi tesvik etmede bir role sahipse, bu goriis diyabet
hastalarinin kanser gelistirme riski tahmininde dikkate alinmalidir. Bu hipotez,
diyabet hastalarinda insiilin duyarliligini arttiran ve hiperinsiilinemiyi diisiiren
metformin ile yapilan tedavinin, insiilin veya siilfoniliire ile tedavi edilene gore daha
diisiik kanser insidansiyla iligkili oldugunu bildiren bulgular ile desteklenmektedir
(137,138).

Insiilinin kanser hiicrelerine dogrudan etkileri disinda, hiperinsiilineminin,
instilin benzeri biiylime faktorii (IGF)-1'in etkisi yoluyla dolayli olarak
karsinogenezi tesvik etmesi miimkiindiir. Insiilin, IGF baglayici protein-1 iiretimini
azaltir ve dolayistyla biyoaktif IGF-1'i artirir. Insiilin benzeri biiyiime faktorii-1,
instilinden daha gii¢lii mitojenik ve anti-apoptotik etkinliklere sahiptir ve biiyiiyen
preneoplastik ve neoplastik hiicreler i¢in bir uyarict olarak gorev yapabilir (139-
141).

Hipergliseminin kendisinin de tip 2 diyabette tiimor hiicresi ¢ogalmasi
ve metastazin1 destekledigi bildirilmistir (142). Diyabet hastalar1 ve saglikli
goniilliilerin katildig1 klinik bir ¢aligmada, diyabetin reaktif oksijen tiirlerinin
artan iiretimi ve DNA’ya kars1 daha fazla oksidatif hasar ile iliskili oldugunu
gosterilmistir; buda, onkogenler ve tiimdr baskilayici genlerde mutasyonel

degisiklige ve dolayisiyla kanser gelisimine neden olabilir (143).

Diyabetin karakteristik metabolik anormallikleri, 6zellikle zayif metabolik
kontrol kosullar1 altinda kalici bir pro-inflamatuar duruma neden olur. Interlokin-6,
monosit kemoatraktan proteini ve plazminojen aktivatdr inhibitorii-1 gibi yag
dokular1 tarafindan iiretilen inflamasyon sitokinleri, kanserojen siire¢, kanser
progresyonu veya kotii prognozda dnemli roller oynayabilir. Ek olarak, artmis leptin
ve azalmis adiponektin seviyeleri, obez ve tip 2 diyabetli kisilerde kanser riskinin
artmasina da katkida bulunabilir (144). Bu kronik pro-inflamatuar durum hiicre
i¢i antioksidan kapasitesini diisliriir ve duyarl hiicrelerde malign transformasyona
yatkinlik yaratir. Aslinda, yiiksek serbest radikal ve oksidan konsantrasyonlari,
direkt oksidasyon veya DNA tamir mekanizmalarina miidahale ederek hiicre

DNA’sina zarar verebilecek gliclii reaktif oksijen tiirevleri iiretir.
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2.5.1 Diyabet ve Hepatoselliiler Karsinom

Baz1 epidemiyolojik kanitlar, 6nemli degisken faktorler; o6zellikle alkol
tilkketimi ve hepatit B veya C viriisii enfeksiyonu da gdéz Oniline alindiginda,
diyabet ve karaciger kanseri arasinda anlamli bir iliski oldugunu ortaya koymustur
(126,145,146). ABD’de 2061 hepatoselliiler karsinom vakasit ve 6183 kontrol
grubundan olusan bir vaka-kontrol ¢aligmasinda, hepatit B veya C viriisi
enfeksiyonu, alkolik karaciger hastaligi veya hemokromatozis olan bireyler ¢alisma
popiilasyonundan ¢ikarildiktan sonra bile, diyabet ile karaciger kanseri riskinde
2,87 kat (% 95 GA, 2,49-3,30) artis oldugu bulunmustur (145). Benzer sonuglar,
Yunanistan’da 333 hepatoseliiler karsinom vakas1 ve 363 kontrol iizerinde yapilan
bir vaka-kontrol ¢alismasinda da elde edilmistir. Diyabet hastalari, risk faktorlerine
gore ayrildiktan sonra karaciger kanseri riskinde 1,86 kat (% 95 GA, 0,99-3,51)
artis gozlenmistir (146). 18 kohort ¢alismasinin yakin tarihli bir derlemesinde
de diyabet ile hepatoseliiler karsinom riskinde artis arasinda anlamli bir iligki
oldugu tespit edilmistir; diyabetli bireylerde hepatoseliiler karsinom insidansinda
diyabetik olmayanlara kiyasla % 101 (% 95 GA, % 61-151) ve mortalite % 56 (%
95 GA, % 30-87) oraninda artis gostermistir (126). Hepatoseliiler karsinom (HCC),
diinya genelinde en sik goriilen altinc1 malignite ve tigiincii kanser kaynakli 6liim
nedenidir (147).

2.5.2 Diyabet ve Serviks Kanseri

Diyabet ve serviks kanseri riski arasindaki iliski hala degerlendirilmekle
birlikte, serviks kanseri mortalitesi obez kadinlarda daha yiiksektir ve diyabetle
kuvvetli bir sekilde iligkilidirilmektedir (148,149). Tip 2 diyabet gibi kronik
hastaliklar, kadinlarin Pap smear ve mamografi tarama prosediiriine tabi tutulmasi
i¢in engel olusturmaktadir. Bu tiir kronik hastaliklarin, invaziv kanseri 6nlemeye
yonelik erken taramaya uyumda olumsuz katkida bulundugu diisiintilmektedir
(150).

2.6. Calismada Kullanilan Hiicreler ve Ozellikleri

insan hepatoseliiler karsinoma hiicreleri (HepG?2)

HepG?2, iyi diferansiye hepatoselliiler karsinomu bulunan, beyaz irktan 15
yasinda bir erkek karaciger dokusundan kiiltiire edilmis insan karaciger karsinom
hiicrelerinden olusan, Oliimsiizlestirilmis bir hiicre dizisidir. Hepatoselliiler
karsinom dilinya c¢apinda besinci en yaygin kanserdir. HepG2 hiicrelerinin
morfolojisi epiteldir ve 55 kromozom ¢iftini igerir. HepG2 hiicreleri biiyiik dl¢iide
basarili bir sekilde yetistirilebilir ve transferrin, fibrinojen, plazminojen ve albumin
gibi bir¢ok plazma proteini salgilar. Bunlar insan biiylime hormonu ile uyarilabilir.
HepG?2 hiicreleri yapiskandir, epitel benzeri hiicreler tek tabaka halinde ve kiigiik
agregatlar olarak biiyiirler.
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Hepatoma hiicre hatlari, birincil insan hepatositlerine in vitro alternatifler
olarak siklikla kullanilirlar. Hiicre hatlari, sinirsiz 6dmiir, sabit fenotip, yliksek
kullanilabilirlik ve kolay kullanim 6zellikleri ile karakterizedir. Bununla birlikte,
ana kisitlamalari, hepatositlere kiyasla, bazi metabolik aktivitelerin diisiik
ekspresyonudur. HepG2, ila¢ metabolizmas1 ve hepatotoksisite caligmalarinda
en ¢ok kullanilan insan hepatomudur (151,152). HepG2 hiicreleri yiiksek
proliferasyon oranlar1 olan tiimdrejenik olmayan hiicrelerdir ve epitel benzeri bir
morfolojidedirler ve bir¢ok farklilagmis karaciger fonksiyonlarini gergeklestirirler.
Hiicre hatti1 6zellikleri Tablo 2.6’da ve mikroskobik goriinimleri Sekil 2.5°te

gosterilmistir.

insan serviks (rahim agz1) kanseri hiicreleri (HeLa)

HeLa hiicresi, bilimsel arastirmalarda kullanilan 6liimsiiz bir hiicre dizisinde
hiicre tiirti siniflandirmasidir. En eski ve en yaygin olarak kullanilan insan hiicre
dizisidir. Bu hiicre hatti, 8 Subat 1951°de Henrietta Lacks’ten alinmis servikal
kanser hiicrelerinden tiiretilmistir. Henrietta Lacks, 4 Ekim 1951°de kanserden
Olmiistiir. Arastirmada kullanilan diger birgok hiicre hattinin bulasmasiyla
hiicre hattinin inanilmaz derecede dayanikli ve iiretken oldugu bulunmustur.
HeLa hiicreleri, ostradiol, 0strojen ve Ostrojen reseptorleri gibi cinsiyet steroidi
hormonlarini iceren ve Ostrojen benzeri bir bilesik olan kersetinin kanser azaltici
Ozellikleri de dahil olmak iizere bir dizi kanser arastirmasinda kullanilmistir.
HeLa hiicreleriyle, flavonoidlerin ve antioksidanlarin dstradiol ile kanser hiicresi
¢ogalmasina etkileri iizerine de ¢alismalar yapilmistir. HeLa hiicre hatti, kanser
arastirmasinda kullanilmak {izere tiiretilmistir (153,154). Bu hiicreler, diger
kanser hiicreleriyle karsilastirildiginda bile, anormal hizla ¢ogalirlar. Hiicre hatti

ozellikleri Tablo 2.6’da ve mikroskobik goriiniimleri Sekil 2.5’te gosterilmistir.

Tablo 2. 6. Calismada kullanilan hiicre hatlar1 ve 6zellikleri.

HeLa Hiicre Hatti HepG2 Hiicre Hatti
Elde edildigi organizma Insan Insan
Kaynak Doku Serviks Karaciger
Yas/cinsiyet/irk 31 yas/Kadin/ Siyah | 15 yas / Erkek / Beyaz
Tiumor tipi Adenokarsinom Hepatoseliiler karsinom
Hiicre tipi Epitel Epitel
Hiicre Ozelligi Adheran Adheran
Saklama kosullar S1v1 nitrojen buhari S1v1 nitrojen buhari




HeLa Hiicresi

HepG2 Hiicresi

Sekil 2.5. HepG2 ve Hela hiicrelerinin mikroskobik goriiniimleri (196)
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler
Dimetil Siilfoksit (DMSO)

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
Diisiik Erime Noktalt Agar (LMPA)

Etil Alkol
Fosfat Tamponlu Serum Fizyolojik (PBS)
Fotal Sigir Serumu (Fetal Bovine Serum, FBS)

HeLa (Insan Serviks Adenokarsinom) Hiicre Hatti

HepG2 (Insan Hepatoselliiler Karsinom) Hiicre Hatti

Hidrojen Peroksit (% 30)
Metformin

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum

bromiir)

Normal Erime Noktalt Agar (NMPA)
Penisilin-Streptomisin

Propidyum iodid (PI)

Sisplatin

Tripan Mavisi

Tripsin-EDTA

Sigma-Aldrich
Sigma

Boehringer
Mannheim

Sigma-Aldrich
Sigma
Sigma

Americal Type

Culture Collection

Americal Type

Culture Collection

Merck
Sigma

Sigma

Sigma

PAA
Sigma-Aldrich
Kogak Farma®
Sigma

Sigma
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3.2. Kullanilan Arac¢ ve Gerecler
Buzdolabi

Cam pastor pipeti

Derin Dondurucu (-20°C)
Derin Dondurucu (-80°C)
Etiiv

Floresan Mikroskop

Hiicre kiltiiri uyumlu flask (25/75 cm?),
6-/96-kuyucuklu plaka, pipet (1- 25 ml), santrifiij
tiipt (15, 50 mL)

Isitict

Inkiibatér (CO,’1i)
Karistirici-Isitici

Lam (26x76mm)

Lamel (24x60mm)

Laminar akimli kabin
Mikrofiltre

Mikropipet, 8 kanall1 (5-300 ul)

Mikropipetler
(0,5-1 ul, 1-5 ul, 5-10 ul, 10-200 wul, 200-1000
ul, 1-5 ml)

Mikrosantrifiij

Mikrosantrifiij tlipii (1,5ml)

Neubauer Cami (Hiicre sayim cami)
Otoklav

Pipet ucu, 0,5-10, 10-200, 100-1000u1’lik
Santrifiy

Spektrofotometre

Hotpoint
Interlab
Ariston
Revco
Dedeoglu

Leica

Corning

Multi-Blok, Lab-Line
Heraeus Instruments
Jankel&Kunkel, Ikamag
Marienfeld

Marienfeld

Heraeus

Millipore® Merck

Eppendorf

Finnpipette, Gilson, Discovery
Confort

Hettich Micro 12-24
Eppendorf

Marienfeld

Rodwell Monarch MP 24
Eppendorf

Heraeus, Hettich

SpektraMax M2
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Su Banyosu Termal® Laboratory Tools
Terazi Schimadzu Libror

Vakum Pompasi Welch Vacuum

Yatay calkalayici Edmund Biihler
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. L . . Comet Analysis Software,
Comet Bilgisayarli Goriintiileme Sistemi ] o ]
version 3.0 Kinetic Imaging

Elektroforez Biometra Analitik
Elektroforez Gii¢ Kaynagi Power Pack 25
Floresan Mikroskop Leica

Inverted Mikroskop Leica

Flow sitometri cithazi Facscalibur

3.3. Calisma Cozeltileri

HeLa besiyeri

HeLa hiicrelerinin ¢ogalmasinda kullanilacak vasat i¢in; 500 ml RPMI 1640
(L-Glutamin iceren RPMI 1640 vasati) ve 50 ml FBS (% 10) ve 5 ml penisilin/
streptomisin (% 1) eklendi. Besiyeri +4°C’de saklanda.

HepG2 besiyeri

HepG2 hiicresinin ¢ogalmasinda kullanilacak vasat i¢in; 500 ml Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (L-Glutamin ve 5SmM (1g/l) glukoz iceren DMEM
vasati) iizerine 50 ml FBS (% 10) ve 5 ml penisilin/streptomisin (% 1) eklendi.
Besiyeri +4°C’de saklandi.

MTT stok ¢ozeltisi (5 mg/ml)
5Smg MTT, 1 ml PBS i¢inde ¢6ziildi. Elde edilen MTT stok ¢dzeltisi Millipore
(0,2 um) filtresi kullanilarak sterilize edildi ve 151k gecirmeyen steril bir tiipe

aktarildi. 4° C’de sakland1 (en fazla 4 giin). Uzun siire saklanmas1 gerektiginde
-20°C’de saklandi.

Sisplatin cozeltisi

10 mg sisplatin 20 ml enjektabl preparat i¢inde (Kogak Farma®) ¢oziinmiis
halde ve steril olarak bulunmaktadir. Bu preparattan 600,6 pl alinarak iizerine 1
ml’ye tamamlayacak sekilde hiicre kiiltiir vasati eklendi. 1 mM’lik elde edilen
¢ozeltiden 20 ul alind1 ve 1 ml’ye vasat ile tamamlanarak 20 uM sisplatin ¢ozeltisi

hazirlandi.
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3.4. Yontemler
3.4.1. HepG2 ve HelLa Hiicre Hatlarinda MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-

il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) Yontemi ile Sitotoksisitenin

Belirlenmesi

1.

-80°C’de, % 10 DMSO igeren besiyerinde saklanan HeLa ve HepG2
hiicreleri oda sicakligina 37°C’lik su banyosunda 1 dakika bekletilerek
getirildi. Hiicre kiiltiirii siiresince yapilan tiim islemlerin hava akigh
hiicre kiiltiir kabini igerisinde ve steril kosullarda olmasina dikkat
edildi.

Cozdiirtilen hiicreler steril bir tiip igerisinde 9 ml besiyeri ve 1 ml
hiicre olacak sekilde karistirildiktan sonra 5 dakika 1200 rpm’de

santrifiijleme yapilarak siipernatan kismi atild1.

Tiipte kalan hiicre pelleti, 25 cm?’lik yatay kiltiir kaplar1 igerisine

uygun hacimdeki besiyeri ile karistirilarak aktarildi.

Kiiltiir ortamindaki hiicrelerin inkiibator icerisinde hiicre besiyeri

uygun araliklarla degistirilerek yeterli doygunluga ulagmalar1 saglanda.

Yeterli doygunlugaulasan hiicreler, tiim kiiltiir ortamini kapladiklarinda
2-3 kez 5 ml 37°C’lik PBS ile yikanarak besiyeri uzaklastirildi.

Hiicrelerin iizerine 2 ml Tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenerek 3-5
dakika inkiibasyondan sonra hiicrelerin tutunduklar kiiltiir kabinin
zemininden uzaklasmalar1 saglandi. Tutunduklari yerden ayrilan
hiicrelerin ortamina 4 ml besiyeri ilave edildi ve olusan hiicre

stispandesi steril bir tiipe aktarildi.

Steril tiip igindeki hiicre siispansiyonu 5 dakika boyunca 25°C’de
1200 devir/dk hizda santrifiij edilerek siipernatan kismi uzaklagtirildi.

Dipte toplanan hiicre pelleti 2 ml besiyeri ile nazikge slispande edildi.

Besiyeri ile siispande edilen hiicreler pelletinin 10 pl alinarak steril bir
epandorf tiipe koyuldu ve tizerine 90 pl tripan mavisi ¢ozeltisi (% 0,4)

eklenerek siispande edildi.

10 pl hiicre slispansiyonu Neubauer hiicre sayim lami (hemasitometre)
lizerine yayildi ve 151k mikroskobuyla incelendi. Hiicre sayimi;
Neubauer hiicre sayim lamini olusturan dort kare kenar ¢izgileri harig
soldan saga ve yukardan asagiya, parlak ve renksiz goriintiilii canl
hiicreler sayilarak yapildi. Dogru ve kesin sayim i¢in ideal olarak her
islemde 200 ve iizeri hiicre sayildi. Canli hiicrelerin konsantrasyonunu

hesaplamak i¢in asagidaki formiil kullanildi:

ml’deki hiicre sayist = (Toplam hiicre say1s1/4) x 10.000 x 10



35

Omek uygulama noktas: Lamel

>
0.2mm

Ramd
025mm

Sekil 3.1. Neubauer hiicre sayim lami.

10.Canli hiicre konsantrasyonu hesaplandi, sonra hiicre siispansiyonu
yeterli miktarda besiyeri kullanilarak seyreltildi.

11. Her kuyucukta 10.000 hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu plaga hiicre
ekimi yapildi.

12.48 saat inkiibasyon siirecinde hiicrelerin kuyucuklar i¢inde tutunarak
cogalmalar1 saglandi.

13. Besiyeri steril kosullarda uzaklastirildiktan sonra, hiicreler 0,5-64 mM
konsantrasyon araliginda metformin ile 48 saat inkiibe edildi.

14. Negatif kontrol olarak besiyeri ve pozitif kontrol olarak 20 pM sisplatin
iceren besiyeri kullanilarak 48 saat inkiibasyon yapildi.

15. Madde ¢ozeltileri inkiibasyon siiresi sonunda atilarak her bir kuyucuga
90 ul besiyeri ve hazirlanan 5 mg/ml MTT ¢dzeltisinden 10 pl eklendi
(son MTT konsantrasyonu 0,5 mg/ml) ve 4 saat inkiibasyona birakildi.

16. MTT ¢ozeltisi inkiibasyon siiresi sonunda uzaklastirildi. Kuyucuklarda
olusan formazan kristallerini ¢6zmek i¢in her kuyucuga 100 ul DMSO
(¢cozme cozeltisi) eklendi. Plak yatay calkalayicida 1-2 dakika siireyle
calkalandi.

17.Spektrofotometrede 570 nm dalga boyunda Orneklerin absorbans
degerleri ol¢tildii.
18. Boyaigiga duyarli oldugu i¢in deneyin her asamas1 miimkiin oldugunca

karanlik ortamda gerceklestirildi.

19.Metforminin her bir konsantrasyonu icin elde edilen absorbans
degerinin kontrol absorbans degerine orani 100 ile ¢arpilarak % hiicre

canlili1 ve IC_ degerleri hesapland.

20.Calismalar 3 kez tekrarlandi ve sonuglar c¢alismalarin ortalamasi

olarak hesaplandi.
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HepG2 ve HeLa Hiicre Hatlarinda COMET (Tek Hiicre Jel

Elektroforez) Yontemi ile Genotoksisitenin Belirlenmesi

. Hiicreler sayildiktan sonra 12 kuyucuklu plaga her kuyucukta 40.000

hiicre olacak sekilde ekilip 24 saat siireyle 37°C ve % 5 CO, kosullarinda

kiiltiir ortamina uyum saglamalar1 i¢in inkiibasyona birakildi.

. Inkiibasyon siiresinin sonunda her bir kuyucuga metforminin 5-1000

uM konsantrasyonlar1 HeLa ve HepG2 hiicrelerinin DNA’s1 iizerine
etkilerini incelemek i¢in suda hazirlanmis metformin ¢ozeltilerinden

uygun hacimler eklenerek son hacim besiyeri ile 2 ml’ye tamamlandi.

. Negatif kontrol olarak besiyeri ve pozitif kontrol olarak 50 uM H,O,

kullanildi.

. Hiicre silispansiyonlar1 incelenen bilesiklerin ¢ozeltileriyle (37°C ve % 5

CO, ve % 95 nem igeren) inkiibatorde 48 saat siireyle inkiibe edildi.

. Maddelerle inkiibasyonu takiben hiicreler 2 ml soguk PBS ile 2 defa

yikandi. Her bir kuyucuga 400 pl tripsin-EDTA ¢ozeltisi ilave edildi.
12 kuyucuklu plaklar inkiibatorde 3-5 dakika siireyle bekletilerek

hiicrelerin kuyucuk zemininden ayrilmalar1 saglandi. Kuyucuklara 600

ul besiyeri ilave edildi. Bu asamada tripsinin etkisi durdurulmus oldu.

1000 pl hiicre silispansiyonu eppendorf tliplere alindi. Hiicre
sispansiyonlar1 mikrosantrifiijde 5 dakika 2000 rpm’de santrifiij edildi.

Stipernatan atildu.

Pozitif kontrol olarak 50 pM H O, uygulanacak HeLa ve HepG2
hiicrelerine, plakta 950 pl PBS ve 50 ul 1 mM H,O, ¢ozeltisinden ilave
edildi. Hiicreler 5 dakika buz banyosunda bekletildi. Bu siirenin sonunda
hiicre silispansiyonu +4°C’de 2500 rpm’de 5 dakika siireyle santrifiij
edildi. Siipernatan atildi. +4°C’de 1 ml PBS ile 2500 rpm’de 5 dakika

siireyle santrifiij edilerek hiicreler yikandi. Siipernatan atildi.

Hiicreler tripsin ilavesiyle eppendorflara alindi ve ayni islemler uygulandi.

10. Elde edilen hiicre siispansiyonundan bir eppendorf tiipe 100 ul aktarildi

ve lizerine 900 pl tripan mavisi ¢ozeltisi (% 0,4 a/h) eklenerek karigmasi

saglandi (Diliisyon faktorii:10).

11. Neubauer sayim lami lizerine lamel kapatildi. Beklenmeden yaklasik 10

ul hiicre siispansiyonu tripan mavisi karigimi sayim lamina yayildi.
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12.Is1ik mikroskobu altinda Neubauer hiicre sayim lamina (hemasitometre)

yayilan hiicreler incelendi. Hiicre sayimi; Neubauer hiicre sayim lamini
olusturan dort kare kenar ¢izgileri hari¢ soldan saga ve yukardan asagiya,
parlak ve renksiz goriintiilii canli hiicreler sayilarak yapildi. Dogru ve
kesin sayim i¢in ideal olarak her islemde 200 ve {izeri hiicre sayildi.
Canli hiicrelerin konsantrasyonunu hesaplamak icin asagidaki formiil
kullanildz:

ml’deki hiicre sayist = (Toplam hiicre sayis1/4) x 10.000 x 10

13.Sayilan HeLa ve HepG2 hiicreleri her bir lamda 10.000-20.000

arasinda hiicre olacak sekilde hesaplanarak 37°C+0,5°C de eritilmis
100 pl % 5 LMPA, 50 pl hiicre siispansiyonu ile karistirildiktan sonra
onceden % 1’lik NMPA ¢ozeltisine daldirilip agar ile kaplanmig lamlara
yayildi ve iizerine lamel kapatildi.

14.HeLa ve HepG2 hiicrelerinde maddelerin DNA hasarina etkileri tek

hiicre jel elektroforez (COMET) yontemi ile incelendi.

15.Caligsmalar dort kez tekrar edildi.

3.4.3.

HepG2 ve HelLa Hiicre Hatlarinda Apoptotik Etkilerin Flow(Akis)
Sitometri Yontemi ile Belirlenmesi

. Hiicreler sayildiktan sonra 12 kuyucuklu plaga her kuyucukta 40.000

hiicre olacak sekilde ekilip 24 saat stireyle 37°C ve % 5 CO, kosullarinda

kiiltiir ortamina uyum saglamalar1 i¢in inkiibasyona birakildi.

. Inkiibasyon siiresinin sonunda her bir kuyucuga metforminin 0,5-

64 mM konsantrasyonlarina suda hazirlanmis ¢ozeltilerinden uygun

hacimler eklendi.

. Negatif kontrol olarak besiyeri kullanildi.

. Hiicre siispansiyonlar1 incelenen bilesiklerin ¢ozeltileriyle (37°C ve % 5

CO, ve % 95 nem igeren) inkiibatorde 48 saat siireyle inkiibe edildi.

. Maddelerle inkiibasyonu takiben hiicreler 2 ml soguk PBS ile 2 defa

yikandi. Her bir kuyucuga 400 pl tripsin-EDTA ¢ozeltisi ilave edildi.
12 kuyucuklu plaklar inkiibatorde 3-5 dakika siireyle bekletilerek

hiicrelerin kuyucuk zemininden ayrilmalar1 saglandi. Kuyucaklara 600

ul besiyeri ilave edildi. Bu asamada tripsinin etkisi durdurulmus oldu.
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7. Daha sonra, 50 pul RNAse ve 70 ul propidyum iodid (PI), HepG2

ve HeLa hiicrelerine ilave edildi, ardindan 15 dakika karanlikta oda

sicakliginda inkiibe edildi.

8. Boyanan HepG2 ve HeLa hiicreleri, akis sitometrisi ile analiz edildi.

3.5. Istatistiksel Yontemler

Calisma boyunca elde edilen tiim veriler SPSS 16.0 (Chicago, IL, USA)
istatistik programi kullanilarak hesaplamalar yapilmistir. Sonucglar ortalama +
standart sapma (SS) olarak verilmistir. Verilerin normal dagilima uyup uymadigi
Kolmogorov-Smirnov testi ve histogramlarla degerlendirildi. Grup arasindaki
farklar tek yonlii varyans analizi (ANOVA), LSD test ile belirlendi. Tiim analizlerde
istatistiksel anlamlilik diizeyi p<0,05 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Metformin Sitotoksisitesinin MTT Yontemi ile Belirlenmesi
4.1.1. HepG2 Hiicrelerinde MTT Yontemi ile Metformin Sitotoksisitesinin
Belirlenmesine iliskin Bulgular
Metforminin 0,5-64 mM konsantrasyon araliginda 48 saatlik inkiibasyon
sonrast HepG2 hiicrelerinde MTT yontemi ile 6lciilen hiicre canliligi {lizerine
etkileri Tablo 4.1. ve Sekil 4.1°de verilmistir.

Metforminin 48 saatlik inkiibasyon sonrast 0,5-2 mM konsantrasyon
araliginda HepG2 hiicrelerinde negatif kontrol (PBS) ile karsilastirildiginda
onemli bir sitotoksik etki olusturmadigi ancak 4 mM ve lizeri konsantrasyonlarda
doz bagimli olarak hiicre canliliginda istatistiksel anlamli azalma olusturdugu
goriilmustiir (p<0,05). HepG?2 hiicrelerinde metformine 48 saatlik maruziyette IC,|
degeri 57,3 mM bulunmustur.

Tablo 4. 1. Metforminin 48 saat maruziyette HepG2 hiicre canlilig1 lizerine etkisi. *

No Calisma Gruplan l.deney 2.deney 3.deney Hiicre Canlihg: (%)

1  (-) Kontrol 100 100 100 100,0+0

2  (+) Kontrol 67,70 64,21 54,78 61,2+6,7*
3  0,5mM Metformin 110,26 106,19 111,44 109,3+2.8
4 1 mM Metformin 92,26 89,17 80,35 87,3+6,2

5 2 mM Metformin 82,99 97,17 82,67 87,6+8,3

6 4 mM Metformin 78,99 79,13 69,90 76,0+5,32
7 8 mM Metformin 76,48 65,70 57,24 66,5+9,6*
8 16 mM Metformin 59,20 64,19 46,77 56,7+9,0?
9 32 mM Metformin 58,23 61,73 39,79 53,3+11,8?
10 64 mM Metformin 57,45 50,59 39,37 49,1+9,12

* Sonuclar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canlilifi negatif kontrole gore
degerlendirilmistir. Negatif kontrol olarak PBS, pozitif kontrol olarak 20 pM sisplatin uygulandi.

2p<0,05 negatif kontrol ile karsilastirildi.
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HepG2 Hiicreleri
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Sekil 4.1. Metforminin 48 saat maruziyette HepG?2 hiicre canlilif iizerine etkisi*

* Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canliigi negatif kontrole gore

degerlendirilmistir. Negatif kontrol olarak PBS, pozitif kontrol olarak 20 pM sisplatin uygulandi.
2p<0,05 negatif kontrol ile karsilastirildi.

4.1.2. HeLa Hiicrelerinde MTT Yontemi ile Metformin Sitotoksititesinin
Belirlenmesine iliskin Bulgular
Metforminin 0,5-64 mM konsantrasyon araliginda 48 saatlik inkiibasyon
sonrast HepG2 hiicrelerinde MTT yontemi ile Olcililen hiicre canliligi lizerine
etkileri Tablo 4.2. ve Sekil 4.2°de verilmistir.

Metforminin 48 saatlik inkiibasyon sonrast 0,5-16 mM konsantrasyon
araliginda, HeLa hiicreleri negatif kontrol (PBS) ile karsilastirildiginda,
onemli bir sitotoksik etki olusturmadigi ancak doza bagimli olarak 32-64 mM
konsantrasyonlarinda hiicre canliligin1 istatistiksel olarak anlamli azaltti1

goriilmiistiir (p<0,05).
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Tablo 4. 2. Metforminin 48 saat maruziyette HeLa hiicre canlilif iizerine etkisi. *

No Calisma Gruplan l.deney 2.deney 3.deney Hiicre Canhihg:
1 (Kontrol 100 100 100 100,00

2 (+) Kontrol 70,73 65,24 54,93 62,8+8,0?

3 0,5 mM Metformin 88,76 111,27 102,88 101,0+11,4

4 1 mM Metformin 84,56 106,71 104,59 98,6+12,2

5 2 mM Metformin 86,96 107,27 90,51 94,9+10,8

6 4 mM Metformin 88,54 106,30 105,83 100,2+10,1

7 8 mM Metformin 82,41 105,43 8543 91,1x£12,5

8 16 mM Metformin 80,06 92,16 79,26 83,8+7,2

9 32 mM Metformin 70,01 82,98 57,23 70,1+12,9*

10 64 mM Metformin 49,66 73,02 44,67 55,8+15,12

* Sonuclar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif
kontrole gore degerlendirilmistir. Negatif kontrol olarak PBS, pozitif kontrol olarak
20 uM sisplatin uygulandi. ®p<0,05 negatif kontrol ile karsilastirildi.

HeLa Hiicreleri
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Sekil 4.2. Metforminin 48 saat maruziyette HeLa hiicre canlilif1 iizerine etkisi*

* Sonuglar ortalama + standart sapma olarak verilmistir. Hiicre canliligi negatif kontrole gore
degerlendirilmistir. Negatif kontrol olarak PBS, Pozitif kontrol olarak 20 puM sisplatin uygulandi.

2p<0,05 negatif kontrol ile karsilastirildi.
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4.2. Metformin Genotoksisitesinin Comet Yontemi ile Belirlenmesi
4.2.1. Metforminin HepG2 Hiicrelerinde 48 saatlik Inkiibasyon Siiresi
Sonundaki Genotoksisitesinin ve H,O, ile indiiklenen DNA Hasarmna
Karsi Etkisinin Comet Yéntemi ile Belirlenmesine Iliskin Bulgular
48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda metforminin genotoksik
etki gostermedigi saptanmistir. Metforminin 5, 10, 25, 50, 100, 1000 puM
konsantrasyonlarda HepG2 hiicrelerinde olusturdugu DNA hasarina iligkin 4
ayrt deneyin sonuglari Tablo 4.3.’de gosterilmistir. Tabloda ortalama kuyruk
yogunlugu/ kuyruk momenti/ kuyruk gocii + standart sapmalar1 verilmistir. Ayni
verilerin kuyruk yogunlugu, kuyruk momenti ve kuyruk gogciine ait ayri ayri

grafiksel gosterimi Sekil 4.3.’de yer almaktadir.

Metformin negatif kontrol ile karsilastirildiginda 5-1000 uM arasindaki
tiim konsantrasyonlarda HepG2 hiicrelerindeki kuyruk yogunlugu cinsinden DNA
hasarinda anlamli degisiklige neden olmadig1 ve bunun istatistiksel olarak anlamli
oldugu goézlenmistir (p<0,05). Metforminin uygulanan tiim konsantrasyonlarda
olusan kuyruk yogunlugu cinsinden DNA hasarin1 pozitif kontrol ile
kiyaslandiginda anlamli bir sekilde azalttig tespit edilmistir (»<0,05). Metformin
H,O, kombinasyonu pozitif kontrol ile kiyaslandiginda ise HepG2 hiicrelerinde

kuyruk yogunlugu cinsinden DNA hasarinda anlaml1 degisiklik gézlenmemistir.

HepG2 hiicrelerindeki  kuyruk momenti cinsinden DNA hasari
degerlendirildiginde ise yine tiim konsantrasyonlarda negatif kontrol ile
kiyaslandiginda kuyruk momenti cinsinden DNA hasarinda anlamli bir degisiklik
gozlenmemistir. Metformin H,O, kombinasyonunda ise kuyruk momenti
cinsinden DNA hasarinda negatif kontrolle karsilastirildiginda anlamli bir artis
tespit edilmistir (p<0,05). Metformin pozitif kontrolle kiyaslandiginda ise tim
konsantrasyonlarinda olusan kuyruk momenti cinsinden DNA hasarinda istatistiksel
anlamli azalma saptanmistir (p<0,05). 10 uM metformin H,O, kombinasyonunda
da pozitif kontrolle kiyaslandiginda anlamli azalma gézlenmis (p<0,05) olup diger

konsantrasyonlarda anlamli degisiklik tespit edilmemistir.

Kuyruk gociiagisindan degerlendirmede, negatif kontrolle karsilastirildiginda
uygulanan tiim metformin konsantrasyonlarinda anlamli degisiklik gézlenmezken,

metformin H,0, kombinasyonu tiim konsantrasyonlarinda kuyruk gd¢ii cinsinden
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DNA hasarinda anlamli artis saptanmistir (p<0,05). Pozitif kontrolle kiyaslamada
kuyruk gocii cinsinden DNA hasarinda tim metformin konsantrasyonlarinda
anlamli azalma tespit edilirken (p<0,05), metformin H,O, kombinasyonunun tiim

konsantrasyonlarinda anlamli degisiklik tespit edilmemistir.

Tablo 4. 3. Metforminin HepG?2 hiicrelerinde 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda

DNA hasarina etkisine dair bulgular. *

No GalmaGrapan  Kiruk | Kuruk Kk
1 ()Kontrol(PBS) - TROLI61 1286028 3005098

2 (¥) Kontrol (50 pM H,0,) 15,79+2,02*  4,68+0,54* 26,70+£2,47*
3 5 puM Metformin 9,47+1,99" 1,44+0,21° 3,36£1,07"
4 10 pM Metformin 10,78+0,76 1,87+0,45" 4,79+£2,05°
5 25 pM Metformin 9,00+2,73P 1,61+0,64° 3,95+1,35"
6 50 pM Metformin 8,96+1,11° 1,52+0,23° 3,70+1,07°
7 100 pM Metformin 8,99+1,22P 1,57+0,43P 4,09+1,96"
8 1000 pM Metformin 10,05+2,08" 1,57+0,39° 4,25+1,96"
9 5 puM Metformin+H,O, 16,39+0,99 2 3,60+0,32 22.,84+1,27?
10 10 pM Metformin+H,0O, 15,05£2,17*  3,26+0,26*  21,86+2,22?
11 25 pM Metformin+H,0O, 18,58+1,89*  4,64+0,28* 24,24+1,03*
12 50 pM Metformin+H,O, 16,06+2,77*  4,04+0,49* 27,29+6,63*
13 100 pM Metformin+H,0, 19,31£5,04*  531+1,95* 26,59+4,892
14 1000 pM Metformin+H, 0, 17,23+£3,0* 4,12+0,7* 23,4942,82

*Sonuglar dort calismanin ortalama degerleri + standart sapma olarak verilmistir.

* p<0,05 negatif kontrol (PBS) ile karsilastirildi.
b p<0,05 pozitif kontrol (50 uM Hzoz) ile karsilastirild.
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Sekil 4.3. Metforminin HepG2 hiicrelerinde 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda
DNA hasarina etkisine dair bulgular**

*DNA hasart: (A) DNA kuyruk yogunlugu, (B) DNA kuyruk momenti, (C) DNA kuyruk gogii olarak

verilmigtir.
2 p<0,05 negatif kontrol (PBS) ile karsilastirildi.
> p<0,05 pozitif kontrol (50 uM H,0,) ile karsilastirildi.
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Sekil 4.4. Metforminle 48 saat inkiibasyon sonrast HepG2 hiicrelerindeki DNA
hasar1 goriintiileri A) Hasarsiz DNA, B) Az hasarli DNA, C) Cok hasarlt DNA.
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4.2.2. Metforminin HeLa Hiicrelerinde 48 saatlik Inkiibasyon Siiresi
Sonundaki Genotoksisitesinin ve H,O, ile indiiklenen DNA
Hasarma Kars1 Etkisinin Comet Yontemi ile Belirlenmesine
Iliskin Bulgular
48 saatlik inklibasyon siiresi sonunda metforminin genotoksik etki
gostermedigi saptanmustir. 5, 10, 25, 50, 100, 1000 uM konsantrasyonlarda HeLa
hiicrelerinde olusturdugu DNA hasarina iliskin 4 ayr1 deneyin sonuglar1 Tablo
4.4°te gosterilmigtir. Tabloda ortalama kuyruk yogunlugu/ kuyruk momenti/
kuyruk gocii + standart sapmalar1 verilmistir. Ayn1 verilerin kuyruk yogunlugu,
kuyruk momenti ve kuyruk go¢iine ait ayr1 ayr1 grafiksel gosterimi Sekil 4.5°te yer
almaktadir.

Metformin negatif kontrol ile karsilastirildiginda 5-1000 uM arasindaki
tim konsantrasyonlarda HeLa hiicrelerindeki kuyruk yogunlugu cinsinden DNA
hasarinda anlamli degisiklige neden olmazken metformin H,O, kombinasyonunun
uygulandig1 tiim konsantrasyonlarda DNA hasarinda anlamli artis goriilmiistiir
(p<0,05). Metforminin uygulanan tiim konsantrasyonlarda pozitif kontrol ile
kiyaslandiginda olusan kuyruk yogunlugu cinsinden DNA hasarini anlaml
bir sekilde azalttigi ve metformin H,O, kombinasyonunun uygulanan tim
konsantrasyonlarda DNA hasarinda anlamli artisa yol acgtigi tespit edilmistir
(p<0,05).

HeLa hiicrelerindeki kuyruk momenti cinsinden DNA  hasari
degerlendirildiginde ise yine metforminin tiim konsantrasyonlarda negatif
kontrol ile kiyaslandiginda kuyruk momenti cinsinden DNA hasarinda anlaml
bir degisiklik gozlenmemistir. Metformin H, O, kombinasyonunda ise kuyruk
momenti cinsinden DNA hasarinda negatif kontrolle karsilastirildiginda anlaml
bir artis tespit edilmistir (p<0,05). Metformin pozitif kontrolle kiyaslandiginda
ise tim konsantrasyonlarinda olusan kuyruk momenti cinsinden DNA hasarinda
istatistiksel olarak anlamli azalma saptanmistir (p<0,05). 50 ve 1000 uM
metformin H,O, kombinasyonunda da pozitif kontrolle kiyaslandiginda anlamli
artis gézlenmis (p<0,05) olup diger konsantrasyonlarinda anlamli degisiklik tespit

edilmemistir.

Kuyruk gocii agisindan degerlendirmede, negatif kontrolle karsilastirildiginda
uygulanan tiim metformin konsantrasyonlarinda anlamli degisiklik gézlenmezken,
metforminH,O,kombinasyonununtiimkonsantrasyonlarindakuyruk gogiicinsinden
DNA hasarinda anlamli artis saptanmistir (p<0,05). Pozitif kontrolle kiyaslamada
kuyruk gocii cinsinden DNA hasarinda tiim metformin konsantrasyonlarinda
anlamli azalma ve metformin H,O, kombinasyonu konsantrasyonlarinda anlamli
artis tespit edilmistir (p<0,05).
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DNA hasarina etkisine dair bulgular. *
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No Cahsma Gruplan

Kuyruk
Yogunlugu

Kuyruk
Momenti

Kuyruk
Gocii

10

11

12

13

14

(-) Kontrol (PBS)

(+) Kontrol (50 pM H,0,)
5 uM Metformin

10 pM Metformin

25 pM Metformin

50 pM Metformin

100 pM Metformin

1000 pM Metformin

S uM Metformin+H,O,
10 pM Metformin+H, O,
25 pM Metformin+H,O,
50 pM Metformin+H,O,
100 pM Metformin+H, O,

1000 pM Metformin+H,O,

8,66+3,04
21,35+4,13
7,79+275°
7.98+3,16°
7452 97"
8,08+2.44"
6,69+2.38"
8,77+3,63"
31,28+3,552b
30,378,412
33,40+3,602°
3547+3.85P
34,892 47 b

37,9+1812>

1,48+0.49

591+1,35*
1,24+0,32°
1,20+0,29°
1,55+0,38°
1,34+0,14°
1,06+0,32°
1,72+0,79°
8,19+1,21*
9,103,222

9,37+2,28*

.b

o

10,34+2,93
9,26+1,57*

10,74+2 97 2P

3,61+2,33
22,716 91
3,03+1,50"
3,28+1,14°
3,59+£2,06°
3,98+1,29°
2,47+0,58"°
6,55+3.92"
31,18+9,26*P
37,36+8,19*P
36,73+7,69 P
38,77+8,38 *P
38,99+5,63 P

36,7£10,53 P

*Sonuglar dort calismanin ortalama degerleri + standart sapma olarak verilmistir.

2 p<0,05 negatif kontrol (PBS) ile karsilastirildi.
" p<0,05 pozitif kontrol (50 pM H,0,) ile karsilastirildi.
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Sekil 4.5. Metforminin HeLa hiicrelerinde 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda DNA
hasarina etkisine dair bulgular*

*DNA hasart: (A) DNA kuyruk yogunlugu, (B) DNA kuyruk momenti, (C) DNA kuyruk gogii olarak

verilmigtir.
2 p<0,05 negatif kontrol (PBS) ile karsilastirildi.
> p<0,05 pozitif kontrol (50 uM H,0,) ile karsilastirildi.
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Sekil 4.6. Metforminle 48 saat inkiibasyon sonrasi1 HeLa hiicrelerindeki DNA
hasar1 goriintiileri A) Hasarsiz DNA, B) Az hasarli DNA, C) Cok hasarli DNA.

4.3. Metforminin Apoptotik Etkilerinin Flow Sitometri ile Belirlenmesi

4.3.1. Metforminin HepG2 Hiicrelerindeki Apoptotik Etkilerinin

Belirlenmesine iliskin Bulgular

Metformin kaynakli HepG2 hiicrelerindeki biiylime inhibisyonunu
calismak icin, flow sitometri yontemi kullanarak hiicre dongiisii ilerlemesindeki
degisiklikleri degerlendirilmistir. Metforminin apoptotik etkilerinin ve hiicre siklus
analizlerinin degerlendirildigi 0,5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 mM konsantrasyonlarda
HepG2 hiicrelerindeki sonuglar Tablo 4.5’te gosterilmistir. HepG2 hiicreleri
ile yapilan hiicre siklusu analizinde hiicre popiilasyonunda sadece 32 mM’lik
konsantrasyonda % 10 oraninda apoptoz gozlenmistir (Sekil 4.7). HepG2
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hiicrelerinde hiicre siklusuna metformin etkisi (-) kontrol ile kiyaslandiginda
4, 8 ve 64 mM konsantrasyonlarinda GO/G1 fazinda birikimde artis gbzlenmis
olup (-) kontrole (% 80) gore yiliksek bulunmustur (sirasiyla % 91, % 99, %
97). Diger konsantrasyonlarda (0,5, 1, 2, 16, 32 mM) ise S fazindaki birikim (%
18), (-) kontrolle kiyaslandiginda daha ytiksek tespit edilmistir (sirasiyla % 27,
% 29, % 23, % 41). G2/M fazindaki birikim ise en yiiksek 0,5 mM metformin
konsantrasyonunda gdzlenmis olup 0,5, 1, 2, 16 ve 32 mM konsantrasyonlarda (-)

kontrole gore yiiksek bulunmustur.

Tablo 4. 5. Metforminin HepG2 Hiicrelerindeki Apoptotik Etkileri ve Hiicre Siklus

Analizleri. *

No Konsantrasyon G0/G1 % Sentez % G2/M % Apoptozis %
1 OKontrol 80:15 20:15 0 0
2 0,5 mM Metformin 67+5,0 0+0,6 33+5,5 0
3 1 mM Metformin 51£7,0 27+3,5 22+3.5 0
4 2 mM Metformin 61+5,0 29+3.5 10+1,5 0
5 4 mM Metformin 91+1,5 9+1,0 0+0,6 0
6 8 mM Metformin 99+0,0 0+0,6 1+0,6 0
7 16 mM Metformin 66x4,0 23+2.0 11+2,0 0
8 32 mM Metformin 45+2.5 41+1,0 14+1,5 10+4,0
9 64 mM Metformin 97+2,5 3+2.5 00,6 0

*Sonuglar ii¢ calismanin ortalama degerleri + standart sapma olarak verilmistir.
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Sekil 4.7. Metforminin HepG2 Hiicrelerindeki Apoptotik Etkileri ve Hiicre Siklus
Analizleri.

* p<0,05 negatif kontrol ile karsilastirildi.
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4.3.2. Metforminin HeLa Hiicrelerindeki Apoptotik Etkilerinin
Belirlenmesine iliskin Bulgular

Metformin kaynakli HeLa hiicrelerindeki biiyiime inhibisyonunu calismak
icin, flow sitometri yontemi kullanarak hiicre dongiisti ilerlemesindeki degisiklikleri
degerlendirilmistir. Metforminin apoptotik etkilerinin ve hiicre siklus analizlerinin
degerlendirildigi 0,5, 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64 mM konsantrasyonlarda HeLa
hiicrelerindeki sonuglar Tablo 4.6°da gosterilmistir. HeLa hiicreleri ile yapilan hiicre
siklusu analizinde hiicre popiilasyonunda 4, 32 ve 64 mM’lik konsantrasyonlarda
sirastyla % 30, % 39, % 27 oraninda apoptoz goézlenmistir (Sekil 4.9). HeLa
hiicrelerinde hiicre siklusuna metformin etkisi (-) kontrol ile kiyaslandiginda
1, 2, 4 ve 8 mM’lik diisiik konsantrasyonlarda GO/G1 fazinda birikimde artis
gozlenmis olup (-) kontrole (% 78) gore yiiksek bulunmustur (sirasiyla % 83, %
88, % 81, % 85). 16, 32 mM konsantrasyonlarda ise S fazindaki birikim (% 22),
(-) kontrolle kiyaslandiginda daha yiiksek tespit edilmistir (sirastyla % 46, % 26).
G2/M fazindaki birikim ise en yiiksek 0,5 mM metformin konsantrasyonunda %

18 gozlenmis olup (-) kontrole gore yiiksek bulunmustur.

Tablo 4. 6. Metforminin HeLLa Hiicrelerindeki Apoptotik Etkileri ve Hiicre Siklus

Analizleri. *

No Konsantrasyon G0/G1 % Sentez % G2/M % Apoptozis%
1 OKontrdl 7820 22220 0 o
2 0,5 mM Metformin 62=+1,5 20=1,0 18+0,6 0
3 1 mM Metformin 83+2,5 17%2,5 0 0
4 2 mM Metformin 88=1,0 12+1,0 0 0
5 4 mM Metformin 81+2,5 19+2.5 0 30+2,0
6 8 mM Metformin 85+2,0 15+£2,0 0 0
7 16 mM Metformin 53+2.5 47+3,0 0 0
8 32 mM Metformin 74+2.0 26+2.0 0 39+1,5
9 64 mM Metformin 78+2.5 22+2.5 0 27+1,5

*Sonuglar ii¢ caligmanin ortalama degerleri + standart sapma olarak verilmistir.
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Sekil 4.9. Metforminin HelLa Hiicrelerindeki Apoptotik Etkileri ve Hiicre Siklus
Analizleri.

* p<0,05 negatif kontrol ile kargilastirildi.
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5. TARTISMA

Metformin tip 2 Diyabetes mellitus tedavisinde yaygin olarak kullanilan ayrica
insiilin direnci, bozulmus ac¢lik glukozu, bozulmus glukoz toleranst ve polikistik
over sendromu gibi ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan antidiyabetik bir
ilactir (1). Son yillarda diyabet kanser iligkisi ¢cok fazla dikkat ¢ekmis 6zellikle

metformin kullanan tip 2 diyabetik hastalarda metformin iliskisi arastirilmistir.

Mevcut kemoterapétik ilaglar, tiimor ilerlemesini etkili bir sekilde kontrol
edememektedir ve terapiyi engelleyen, ilaca direng yaygindir. Bu nedenle, kanserli
hastalarin genel sagkalim oranini arttirmak i¢in yeni yaklagimlar gerekmektedir.
Son zamanlarda, baz1 ¢calismalar, metforminin diyabetik hastalarda kanser riskini
azaltabilecegi ve prognozu iyilestirebilecegine dair 6n kanitlar saglamistir. Bu
amacla metforminle ilgili ¢esitli kanser tiplerinde in vitro ve in vivo ¢alismalar
yayginlagsmistir. Yapilan ¢alismalarda sonuglar c¢eliskilidir. Bazi caligsmalar,
metforminin, ¢esitli insan kanser hiicrelerinin biiyiimesi lizerinde inhibe edici bir
etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte, bu biiyiime engelleyici
etkilerin tek basina hiicre dongiisiinii durdurma veya hiicre dongiisiinii durdurma ile
birlikte hiicre apoptozuna neden olup olmamasi ile ilgili veriler degismektedir. Bu
calismalarin bazilar1 birkag olast mekanizma 6nermesine ragmen, detayli molekiiler
temel biiylik Ol¢lide bilinmemektedir. Diger taraftan ¢ok sayida arastirmada
metforminin apoptoza neden olarak hiicre proliferasyonunu engelledigini ve

hiicreyi 6liime gotiirebildigini gostermistir (155-157)

Calismamiz agisindan da asil dikkat ¢ekici konu, metformin - kanser iliskisidir.
Biz de bu ¢alismada HCC ve serviks Ca hiicrelerinde in vitro olarak metforminin

sitotoksik, genotoksik ve apoptotik etkilerini degerlendirmeyi amagladik.

Bu tez caligmasinda, metforminin 0,5-64 mM konsantrasyon araliginda
HepG2 ve HeLa hiicrelerinde 48 saatlik inkiibasyon sonrasi hiicre canlilig1 iizerine

etkileri MTT yontemi ile degerlendirilmistir.

48 saatlik maruziyette 1C, degeri HepG2 hiicreleri igin 57,3 mM olarak
belirlenmistir. Metforminin 48 saatlik inkiibasyon sonras1 0,5-2 mM konsantrasyon
araliginda HepG2 hiicreleri negatif kontrol (PBS) ile karsilastirildiginda 6nemli bir
sitotoksik etki olusturmadigi ancak 4 mM ve iizeri konsantrasyonlarda doz bagiml

olarak hiicre canliliginda istatistiksel anlamli1 azalma olusturdugu goriilmiistiir.

HepG?2 hiicreleriyle yapilan bir ¢alismada, metforminin 2,5, 5, 10, 20 mM
konsantrasyonlar1 ile 72 saat inkiibasyon sonrasi yapilan degerlendirilmede

calismamiza benzer olarak hiicre canliliginda doz bagimli azalma gdzlenmistir
(158).
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Cai ve arkadaslarinin HepG2 hiicreleriyle yaptig1 baska bir ¢alismada, 5, 10,
20 uM konsantrasyonlardaki metformin ile 72 saat inkiibasyon sonrasi yapilan
hiicre canlilig1 analizinde de ¢alismamiza benzer, hiicre canliliginda doz bagimli

azalma tespit edilmistir (159).

Sliwinska ve arkadaslarinin HepG2 hiicrelerinde antidiyabetik ilaglar
olan metformin ve sitagliptin ile yaptig1 ¢alismada ise metforminin >15 mM
konsantrasyonlarinda, hiicre canliliginda 6nemli bir azalmaya neden oldugu

gosterilmig ve IC, degeri 21 + 3 mM bulunmustur (160).

Zhang ve arkadaslarmin HCC hiicrelerinde (HepG2 ve PLC/PRF/S)
metformin ve kurkuminle yaptig1 calismada metforminin hiicre canlilig1 {izerine
doz bagimli azalma olusturdugu goézlenmistir. Bu ¢alisgmada metforminin IC,
degerleri sirasiyla 24, 48, 72 saatlik inkiibasyonlarda 53,72 + 3,40, 23,46 + 3,45,
8,52 £ 0,93 mM olarak bulunmustur (161).

HepG2 hiicrelerinde hiicre canliligi {izerine yapilan arastirmalar da
calismamiza benzer olarak metforminin doz bagimli olarak hiicre canliligin

azalttigini géstermistir.

Calisgmamizda 48 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda metforminin 5, 10,
25, 50, 100, 1000 uM konsantrasyonlarinda HepG2 hiicrelerinde olusturdugu
DNA hasar1 comet yontemi ile degerlendirilmistir. Metformin negatif kontrol
ile karsilastirildiginda 5-1000 puM arasindaki tiim konsantrasyonlarda HepG2
hiicrelerindeki kuyruk yogunlugu cinsinden DNA hasarinda anlamli degisiklige
neden olmadig1 ve bunun istatistiksel olarak anlamli oldugu gézlenmistir (p<0,05).
Metforminin uygulanan tiim konsantrasyonlarda olusan kuyruk yogunlugu
cinsinden DNA hasarin1 pozitif kontrol ile kiyaslandiginda anlamli bir sekilde
azalttig1 tespit edilmistir (p<0,05). Bu sonug¢lar metforminin HepG2 hiicrelerinde

DNA hasarini engelledigini diisiindiirmektedir.

Algire ve arkadaslarinin metforminin endojen reaktif oksijen tiirleri ve iliskili
DNA hasar ile ilgili yapmis olduklar1 ¢alismada; metforminin, mitokondriyal
toksinleriigeren deney sistemlerinde ROS birikimini, DN A hasar1 ve mutasyonlarini

azalttigini ortaya koymuslardir (162).

Halicka ve arkadaslarinin insan akciger adenokarsinom hiicreleri A549
ve lenfoblast hiicreleri TK6 hiicre hatlarinda yaptig1 calismada veriler, normal,
mitojenik olarak aktive edilmis lenfositlerin veya timor hiicre dizilerinin
(A549, TK6) metformine maruz kalmasinin, Ser139 iizerinde H2AX’ 1n yapisal

fosforilasyon seviyesinde ve ATM’nin (Ataksi Telanjiektazi mutasyona ugramis
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protein kinazi) konstitiitif aktivasyonunda bir azalmaya yol agtigin1 gostermistir.
Gozlenen azalma, 0,1 mM metformin kadar diisiik bir konsantrasyonda bile belirgin
bulunmustur (163). Farmakokinetik veriler, metforminin bu konsantrasyonunun
farmakolojik ag¢idan anlamli oldugunu gostermistir (164). H2AX ve ATM-
S1981P’nin yapisal ekspresyon diizeyi, biiyiik 6lciide, aerobik solunum sirasinda
olusan endojen oksidanlarin DNA hasarina yanit olarak DNA hasar sinyalini
rapor ettigi i¢in (165-171), bu ¢alismadaki bulgular, metforminin oksidatif hasara
kars1 niikleer DNA {izerinde koruyucu etki olusturdugu diisiincesi ile tutarli
bulunmustur. Ayrica, metformin ile tedavi edilen hiicrelerde yapilan bir¢ok ¢alisma
ile uyumlu olarak bu calismada da ROS diizeyinde azalma gozlenmistir (172-
177). Antioksidan tioredoksin upregiilasyonu (177) ve/veya NAD(P)H oksidaz
aktivitesinin bastirilmast (172) gibi ROS’un nétralize edilmesi i¢in metformin
tarafindan aktive edilen mekanizmalarin, mitokondriyal solunum kompleksi 1
tizerinde ROS-olusturucu inhibitdr etki veya AMPK tarafindan aktive edilen
katabolik siirecler iizerinde etkili olabilecegi goriilmiistiir (94,178).

Literatiirde metforminle yapilan farkli hiicre hatlarindaki caligmalarda
calismamiza benzer olarak metforminin DNA hasarim1 azalttigini gostermistir.
Literatiirde metforminin DNA hasarini azaltmada hangi yolaklarla etkili olduguna

dair farkli veriler mevcuttur.

DNA hasari, transkripsiyon ve/veya replikasyon inhibisyonu gibi nihayetinde
hiicre 6liimiine yol agan biyolojik sonuglar dogurabilir (179,180). DNA hasar1
ve onartlmamis DNA lezyonlarinin birikmesi, hiicre 6liimiine veya kalic1 hiicre
dongiisii blokajina neden olabilir (181). Ilag maruziyeti ile DNA hasar1 (ve
sonunda apoptoz indiiksiyonu) arasinda iliski kurulmustur. Bizim c¢alismamizda
metforminin apoptoz ve hiicre siklusu lizerine etkileri akim sitometri yontemi
ile degerlendirilmis olup metforminin HepG2 hiicre popiilasyonunda sadece 32
mM’lik konsantrasyonunda % 10 oraninda apoptoza neden oldugu goriilmiistiir.
Hiicre siklusuna metformin etkisi (-) kontrol ile kiyaslandiginda 4, 8 ve 64 mM
metformin konsantrasyonlarinda G0/G1 fazinda birikim (-) kontrole (% 80) gore
yiliksek oldugu bulunmustur (sirasiyla % 91, % 99, % 97). Her ne kadar GO/G1

fazinda birikim tespit edilmis olsa da hiicrelerde proliferasyon gézlenmistir.

Kefas ve arkadaslar1 daha uzun metformin maruziyetinin (> 24 saat) sican
apoptotik B-hiicrelerinde progresif bir artisa yol agtigini, metforminin etkilerinin
hem doz hem de zamana bagli oldugunu gdostermistir (182). Aslinda, diisiik
metformin konsantrasyonlarinin, PB-hiicrelerinde AMP ile aktive olan protein
kinaz (AMPK) aracili degisikliklere neden olabilecegi tespit edilmistir (182).
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Diger taraftan Ben Sahra ve arkadaslar1 yaptiklari calismada apoptoz indiiktif
olmasa da, metforminin GO/G1’de hiicre dongiisiinii bloke etmede etkili oldugunu
gostermislerdir (183).

Sun ve arkadaslar1 HCC hiicre hatlar1 HepG2 ve Hep3B hiicrelerinde
metforminle yaptiklar1 g¢aligmada, apoptozda kritik molekiillerin ekspresyon
diizeyini degerlendirmisler ve kaspaz substrati PARP’1n doza bagimlh bir sekilde
ayrildigin1 bulmuslardir. Apoptoz baslangicinda iki 6nemli molekiil olan BAX ve
BCL-2’den proapoptotik BAX’in kademeli olarak arttigini1 ve antiapoptotik BCL-
2’ninmetformin dozu artisiile azaldigini gostermisler ve bu sonuglarla, metforminin
HCC hiicre hattt HepG2’de apoptozu indiikledigini savunmuslardir. Ayrica
metformin tedavisi ile apoptoz diizeyinin ve miR-23a’nin ekspresyonunun HepG2
hiicrelerinde 6nemli 6l¢iide artti§in1 ve miR-23a seviyelerindeki modiilasyonunun

apoptoz iizerinde kritik bir etkiye sahip oldugunu tespit etmislerdir (158).

Saito ve arkadaslarinin HCC hiicre hatlar1 Huhl ve Huh7 hiicrelerinde
metforminle yaptiklari ¢calismada, bu hiicre hatlarinda aktif kaspaz 3 (CASP3)
immiin boyama ile degerlendirilmis ve metforminin, doza bagli bir sekilde
apoptozu indiikledigi gosterilmistir. Metformin (5 mM) ile muamele edilmis Huhl
hiicrelerinde, Huh7 hiicrelerinde ve normal hepatositlerde apopitotik hiicrelerin
ylizdesi sirasiyla, kontrol hiicrelerinden yaklasik bes kat, on kat ve yedi kat daha
yliksek bulunmustur. Bu sonugla uyumlu olarak, Annexin V ve propidyum iyodiir
(PI) ile isaretlenerek flow sitometrik analiz ile degerlendirmede, metforminin doza

bagiml bir sekilde apoptoza neden oldugunu ortaya koymuslardir (184).

Cai ve arkadaglarinin metforminle HCC hiicre hatlart HepG2 ve PLC/
PRF/5 hiicrelerinde yaptigi ¢alismada, metformin ile in vitro tedavinin, doza
bagimli bir sekilde HCC hiicre canliligini azalttigini gostermisler. In vitro
metformin tedavisinin, apoptoz ve G1/G0 fazinda HCC hiicre dongiisii tutulmasini
indiikledigini tespit etmislerdir (159). Onceki ¢alismalar metforminin, AMPK ’ya
bagimli yolun regiilasyonu yoluyla G1 fazinda tiimor hiicre dongiisiinii durdurarak
HCC gelisimini inhibe edebildigini ortaya koymustur (185). Bununla birlikte,
Xiong ve arkadaglari, HCC hiicre dongiisii durdurma ve apoptozun metformin ile

indiiklenmesinin AMPK’den bagimsiz bir yoldan oldugunu gdstermislerdir (186).

Literatiirde metforminle yapilan HepG2 ve farkli hiicre hatlarindaki
caligmalarda metforminin apoptozu indiikledigi goézlenmis olsa da bizim
calismamizda apoptoz tek dozda tespit edilmistir. Calismamizda flow sitometri
yOontemiyle sadece apoptoz hakkinda bilgi elde edilebilirken literatiirde metforminin

apoptozu indiiklemesinde hangi yolaklarin etkin olduguna dair veriler mevcuttur.
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Calismamizda 48 saatlik maruziyette IC, degeri HeLa hiicreleri igin
76,97 mM olarak belirlenmistir. Metforminin 48 saatlik inkiibasyon sonrasi
0,5-16 mM konsantrasyon araliinda, HeLa hiicreleri negatif kontrol (PBS) ile
karsilastirildiginda, dnemli bir sitotoksik etki olugturmadigi ancak doza bagiml
olarak 32-64 mM konsantrasyonlarinda hiicre canliligini istatistiksel olarak anlaml1

azalttig1 goriilmistiir (p<0,05).

5-1000 puM arasindaki tiim konsantrasyonlarda negatif kontrol ile
karsilastirildiginda metforminin HeLa hiicrelerindeki kuyruk yogunlugu cinsinden
DNA hasarinda anlamli degisiklige neden olmadigr gorilmistir (p<0,05).
Metforminin uygulanan tiim konsantrasyonlarda, kuyruk yogunlugu cinsinden
DNA hasarini, pozitif kontrol ile kiyaslandiginda anlamli bir sekilde azalttigi tespit
edilmistir (p<0,05). HeLa hiicreleri ile yapilan hiicre siklusu analizinde hiicre
popiilasyonunda 4, 32 ve 64 mM’lik konsantrasyonlarda sirasiyla % 30, % 39, %
27 oraninda apoptoz gdzlenmistir. HeLa hiicrelerinde hiicre siklusuna metformin
etkisi (-) kontrol ile kiyaslandiginda 1, 2, 4 ve 8 mM’lik diisiik konsantrasyonlarda
GO0/G1 fazinda birikimde artis gézlenmis olup (-) kontrole (% 78) gore yiiksek
bulunmustur (sirasiyla % 83, % 88, % 81, % 85). 16 ve 32 mM konsantrasyonlarda
ise S fazindaki birikim (% 22), (-) kontrolle kiyaslandiginda daha yiiksek tespit
edilmistir (sirasiyla % 46, % 26). G2/M fazindaki birikim ise en yiiksek 0,5 mM
metformin konsantrasyonunda % 18 gozlenmis olup (-) kontrole gore yiiksek
bulunmustur. Liiteratiirde serviks kanserinde metforminin roliinii inceleyen ¢ok az

sayida ¢alisma bulunmaktadir (187-190)

Xia ve arkadaslarinin serviks kanser hiicre hatlar1 HeLa, SiHa ve CaSki
hiicrelerinde metformin ve nelfinavir ile yaptiklar1 ¢alismada metforminin IC,
degeri 223,23 mM bulunmus olup hiicre biiylimesini baskiladig1 gézlenmistir (187).
Bu ¢alismada metformin veya nelfinavir ile tedavi edilen CaSki hiicrelerindeki
apoptotik hiicrelerin orani, % 28,45 £+ 0,35 veya % 19,00 = 9,48 bulunmus. Bu
da, metforminin tek basina apoptozu indiikleyebildigini diisiindiirmiistiir. Benzer

sonuglar SiHa ve HeLa hiicre hatlarinda da gézlenmistir.

Tyszka-Czochara ve arkadaslarinin metastatik servikal kanser hiicre
hattt HTB-34 hiicrelerinde kafeik asit ve metforminle yaptig1 ¢alismada kiiltiir
ortaminda 10 mM metformin varliginin kanser hiicrelerinin yasayabilirligini
onemli 6lciide azalttig1 ve sitotoksisitede artis oldugu gozlenmistir (188). Ayrica
bu ¢alisma, HTB-34 hiicrelerinin metformine maruz kalmasinin GO/G1 fazindaki

hiicre popiilasyonunu arttirdigini ortaya koymustur (188).
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Tyszka-Czochara ve arkadaslarinin servikal kanser hiicre hatlar1 SiHa/HTB-
35 hiicrelerinde yaptiklari baska bir ¢calismada SiHa hiicrelerinin sayisinin, 24 saat
metformin maruziyeti sonrasit kontrolle karsilastirildiginda 6nemli 6l¢iide daha

diistik oldugu goézlenmistir (189).

Xiao ve arkadaslarinin servikal kanser hiicre hatlar1 HeLa, C33A, CaSki,
HT-3, Mel80 ve MS751 hiicrelerinde metforminle yaptiklari galigmada IC, degeri
C33A, CaSki ve Mel180 i¢in 2,5 mM ila 10 mM arasindayken, HeLa, MS751 ve
HT-3 i¢cin 20 mM’den daha yiiksek bulunmustur. Metforminin servikal kanser
hiicre canliligin1 zamana bagli olarak azalttig1 gozlenmis olup C33A, CaSki ve
Mel80 hiicrelerinin, HeLLa, MS751 ve HT-3 hiicrelerinden daha duyarli oldugu
tespit edilmistir (190). Ayrica metforminin, servikal kanser hiicrelerinde hem
apoptozu hem de otofajiyi indiikleyerek LKB1 intakt servikal kanser hiicrelerinin
yasayabilirligini bozdugu tespit edilmistir (190).

Metforminin HeLa hiicrelerindeki etkilerine yonelik yapilan ¢ok az calismada
calismamiza benzer olarak gostermistir ki metformin hiicre canliligini azaltmakta

ve apoptozu indikklemektedir.

In vitro ve in vivo calismalardan elde edilen veriler, metforminin birgok
kanser hiicresi tiirli tizerine dogrudan etkisini gostermistir ve IC, degeri yaklagik
50 mM bulunmustur (191).

Farkli g¢alismalar Metforminin antikanser etkisinin, o6zellikle G0/G1 ve
G2/M fazlarinda, apoptozun indiiksiyonu ile hiicre dongiisiiniin modifikasyonunu
igerebildigini ve nihai hiicre i¢i etkilerin ¢esitli kanser tiirlerine gére degisebilecegini
gostermistir (192,193).



62

6. SONUC ve ONERILER

Metformin, diabetes mellitus tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir
biguanid tiirevidir. Son zamanlardaki epidemiyolojik, klinik oncesi ve klinik
calismalarda metforminin umut verici bir antikanser ilacit oldugu gosterilmistir.
Ozellikle metforminin cesitli antikanser ilaglarla kombinasyonlar1 ve etkileri
lizerine yapilan c¢alismalarin sayilar1 girerek artmaktadir. Bizim c¢alismamiz da
metforminin HepG2 hiicrelerinde (doz bagimli olarak) hiicre canliligini ve DNA
hasarin1 azalttigini, ancak apoptozda belirgin bir degisiklige yol agmadigini
gostermistir. HeLa hiicrelerinde ise hiicre canliligi ve DNA hasar1 azalirken
apoptotik etkide artis tespit edilmistir. Literatiirde metforminin bu etkileri hangi
yolaklar iizerinden yaptigina dair ¢esitli caligmalar yer alsa da heniiz kesinlik
kazanmamistir. Bu sebeple bu yolaklarin agiklik kazanmasi acgisindan ileri

caligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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