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OZET

METFORMININ KOLON KANSERI HUCRE HATTINDA TEK BASINA,
5-FLOROURASIL VE OKSALIiPLATIN ILE KOMBINASYONUNUN
ETKILERININ ARASTIRILMASI

Metformin (dimetilbiguanid) Galega officinalis isimli bitkiden ekstre edilen,
diyabet tedavisinde yaygin olarak kullanilan ilaglardan biridir. Diyabette
kullaniminin yani sira, polikistik over sendromu (PKOS) ve obezite tedavisinde de
etkilidir. Son zamanlarda metforminin kanser tizerindeki etkinligi aragtirilmaktadir.
Metforminin kanser hucre proliferasyonu Utzerindeki etkisi oncelikle 5' Adenosine
monophosphate-activated protein kinase (AMPK) aktivasyonu sonucu azalan
mammalian target of rapamycin (mTOR) sinyalizasyonu ve protein sentezi ile
iligkilidir. Meta-analiz ¢alismalarinda, metformin kullanmis diyabetik hastalarda
kanser insidansinin azaldigr gosterilmistir. Prostat kanseri, akciger kanseri,
yumurtalik kanseri, endometriyum kanseri ve pankreas kanseri gibi bazi kanser
tirlerinde metforminin etkinligini degerlendiren c¢aligmalar mevcuttur. Son
zamanlarda metforminin kolon kanseri hiicre hatlarindaki etkilerine iligskin yapilan
arastirmalar dikkat ¢cekmektedir. Devam eden g¢alismalar, konvansiyonel kemoterapi
ile birlikte, metformininin kolon kanserinde etkili bir tedavi rejimi olabilecegini
gostermektedir. Bu nedenle, biz bu ¢alismamizda metforminin hem tek basina hem
de 5-florourasil ve oksaliplatinle kombine halde verildiginde kolon kanseri hiicre
hattinda (HT-29) olusturdugu etkileri arastirmayir amagladik. Deneylerde 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), laktat dehidrogenaz
(LDH) , Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) ve
kaspaz-3 aktivasyonu yontemleri kullanilarak metforminin HT-29 hicrelerinde

proliferasyon, sitotoksisite ve apoptoz tizerine etkisi arastirilmistir.

Sonugta, ¢alismalarimizin bulgulart metforminin HT-29 hiicre hatti iizerinde
apoptotik etkisi oldugunu ve 5-florourasil ve oksaliplatinle birlikte verildiginde bu
etkinin arttigin1 ortaya ¢ikartmistir. Aragtirmamizin diger bir bulgusu ise metformine

bagli bu etkinin doza ve zamana bagimli oldugudur.

Anahtar Sozcukler: Metformin, Oksaliplatin, 5-florourasil, Kolon Kanseri,
HT-29.



ABSTRACT

THE DETERMINATION OF EFFECTS OF METFORMIN ALONE AND IN
COMBINATION WITH 5-FLUOROURACIL AND OXALIPLATIN ON
COLON CANCER CELL LINE

Metformin (dimethylbiguanide) is one of the most widely prescribed drugs in
the treatment of diabetes. Metformin, classified as a biguanide, is extracted from the
herb Galega officinalis. In addition to its use in diabetes, metformin is also effective
in the treatment of polycystic ovary syndrome (PCOS) and obesity. Metformin is
currently being investigated for its efficacy in cancer. This effect of metformin on
cancer cell proliferation is primarily associated with the activation of AMPK, leading
to the reduction in mTOR signaling and protein synthesis. In meta-analysis studies, it
has been shown that the incidence of cancer is reduced in diabetic patients who have
received metformin. There have been many studies evaluating the efficiency of
metformin in some cancers such as breast, prostate, lung, endometrial, ovarian, and
pancreatic cancer. Recent studies relating to the effects of metformin on colon cancer
cell lines are remarkable. Ongoing studies have suggested that metformin could be
an effective treatment regimen for colon cancer with conventional chemotherapy.
Therefore, we aim to determine the effects of metformin alone and in combination
with 5-fluorouracil and oxaliplatin on colon cancer cell line (HT-29) in this study.
The effect of metformin on HT-29 cells for determine proliferation, cytotoxicity and
apoptosis were investigated in experiments by using 3-(4,5- Dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), lactate dehidrogenase (LDH), Terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) and caspase-3

activity methods.

In conclusion, the findings of our investigation revealed apoptotic effect of
metformin increased on HT-29 cell line and the same effect was observed in
combination with 5-fluoruuracil and oxaliplatin. Another finding of our study is this
effect of metformin is dose-and time-dependent.

Keywords: Metformin, Oxaliplatin, 5-fluorouracil, Colon Cancer, HT-29.
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1. GIRIS

Metformin, Galega officinalis isimli bitkiden elde edilen ve diyabet
tedavisinde en yaygin olarak regete edilen ilaclardan biridir (1). Antidiyabetik
etkisini Kkaracigerde glukoneogenezi inhibe edip hepatik glukozu azaltarak ve
instlin reseptorlerinin instiline karsi afinitesini arttirarak gostermektedir (2).
Metforminin bu etkilerini genellikle ‘adenozin monofosfat-aktive edici protein
kinaz’ (AMPK) yolagini tetikleyerek gosterdigi belirtilmektedir (3). Metforminin
diyabette kullaniminin yan1 sira, polikistik over sendromlu kadinlarda
kullanilmasimin kisilerin metabolik profilinde diizelme sagladigi (4), obezite ve
metabolik sendrom tedavisinde kullannminin ise tedaviye ek yarar

saglayabilecegi diisiiniilmektedir (5).

Metformin ayni1 zamanda kanser iizerinde etkinligi arastirilan bir ilagtir
(6). Bir ¢ok calisma, metformin ile tedavi edilmis diyabetik hastalarda kanser
riskinin azaldigini gostermistir (2, 7, 8). Bu caligmalar metformin kullaniminin
kansere karsi koruyucu etkisinin olabilecegini diisiindiirmektedir. Ozellikle
meme kanserinde apoptotik etkilerini gosteren ve tedavide kullanilmasini
destekleyen yayinlar bulunmaktadir (9, 10). Metforminin antikanser etkisini
instlin benzeri blylme faktori (IGF), insilin ve human epidermal growth factor
receptor 2 (HER2) aracili sinyalleri azaltarak ve mTOR sinyal inhibisyonu
yolagiyla anjiyogenez inhibisyonu ve apoptoz indiksiyonu ile gosterdigi ileri
surtlmektedir (2, 11). Metforminin prostat kanseri, akciger kanseri, yumurtalik
kanseri, endometriyal kanser ve pankreas kanseri (zerindeki etkileri ile ilgili de

yapilmis bir¢ok ¢alisma mevcuttur (12-18).

Kolon kanseri diinyada sik gortlen kanserlerden biridir (19). Tedavisinde
5-florourasil (5-FU) ile birlikte son on yildir oksaliplatin, irinotekan ve
kapesitabin ve ¢ biyolojik ajan; bevasizumab, setuksimab ve panitumumab
kullanilmaktadir. (20, 21, 22). Son zamanlarda metforminin kolon kanseri
tizerindeki etkileri ile ilgili yapilan arastirmalar artmistir (23-27). Kimyasal
karsinojenlerle  indiiklenmis, kanserli hayvan modellerinde, kolorektal
karsinogenezde metforminin etkisini inceleyen c¢alismalar metforminin mTOR

yolagimin engellenmesi ve AMPK aktivasyonu yoluyla azoksimetan kaynakli
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kolorektal aberran kript odagini bastirdigint gostermistir (28). Ayrica, yapilan
bazi calismalarda farkli kanser hiicre hatlarinda metforminin kemoterapotik
ilaclarla kombine halde verilmesinin antikanser etkide artis olusturdugu tespit
edilmistir (29, 30). Tdm bu literatir bilgileri g6z ©ninde bulundurarak
planladigimiz ¢alismamizda metforminin hem tek bagina hem de 5-florourasil ve
oksaliplatinle kombine halde verildiginde kolon kanseri hiicre hattinda
olusturdugu sitotoksik ve apoptotik etkilerin tespit edilmesi ve kolon kanseri

tedavisine yeni bir yaklasim kazandirilmas1 amaglanmaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Metformin
2.1.1. Bulunusu

Metformin (dimetilbiguanid) diyabet tedavisinde en yaygin olarak regete
edilen ilaclardan biridir. Metformin, Galega officinalis (goat's rue, French liliac)
bitkisinden (Sekil 2.1) ekstre edilir. Galega officinalis, Leguminosae familyasindan
beyaz, mavi veya mor ¢igekli ¢ok yillik bir bitkidir (1). Bitkinin ortagag’da
Avrupa’da geleneksel kullanimi hipoglisemik bir madde olan “guanidin” agisindan
zengin olmasi ile agiklanmaktadir. 1920°li yillarda guanidinin klinik kullanim igin
fazla toksik oldugunun belirlenmesiyle daha iyi tolere edilen ve daha etkili iki
sentetik biguanid “Sitalin A ve Sitalin B” (Sekil 2.1) kullanilmaya baslanmistir (31).
1929°da ise dimetilbiguanidinin de iginde oldugu bazi biguanidler sentezlenmis ve
bu maddeler hayvanlar tzerinde hipoglisemik etkiler gostermisir (32). Metforminin
glukoz yiyici anlamina gelen “Glucophage” olarak adlandirilmasi ise Fransiz doktor
Jean Sterne’nin 1957°deki makalesiyle olmustur (33). 1957 ve 1958’de sirasiyla
fenformin ve buformin isimli diger biguanidler bulunumus olsa da bu ilaglarin neden
oldugu laktik asidoz vakalari bir¢ok iilkede kullanimlarinin sonlandirilmasina neden
olmustur. Hipoglisemiye ve kilo almaya neden olmamasi ve digerlerine gore daha az
laktik asidoza yol agmasi sebebiyle metformin daha fazla tercih edilmeye
baslanmustir (1). 1958 yilinda Ingilterede, 1972'de Kanada'da, 1995 yilindan itibaren
ise ABD ve tim dinya ulkelerinde yaygin olarak diyabet tedavisinde

kullanilmaya baslanmistir (34).
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Sekil 2.1. Galega officinalis bitkisi ve bu bitkiden sentezlenen guanidin yapili molekiiller (35,
36).

2.1.2. Kimyasal yapisi ve sentezi

Metforminin molekdler formult C4H11Ns. « HCI, molekiiler agirlig: ise 165.63
g/mol’diir. Beyaz kristalli higroskopik, act ve kokusuz bir tozdur. Suda
cozinebilirken; eter ve kloroform iginde ¢6ziinmez. pKa degerleri 2.8 ve 11.51,
erime araligi 230-231°C’dir (37). Metforminin kimyasal sentezi, ilk olarak 1922
yilinda Werner ve Bell tarafindan yapilmistir. Esit molariteye sahip dimetilamin ve
2-siyanoguanidin toluen igerisinde eritilmis, bu islemler esnasinda soliisyon
sogutularak yogun hale getirilmis ve esit molaritede HCIl yavasgca bu soliisyona
eklenmistir. Karigim kaynatilip sogutulduktan sonra olusan ¢okelti ile metformin

hidroklorid elde edilmistir (38) (Sekil 2.2).

NH NH * HCI

PN

(CH3}N™ “N” “NH,

Sekil 2.2. Metforminin kimyasal yapisi (39).



2.1.3. Farmakokinetigi

Metformin  gastrointestinal ~ sistemden yavas emilen bir ilagtir.
Biyoyararlanimi %50-60 oranindadir ve esas olarak ince barsaktan emilir (40).
Emilimi tam degildir ve doz bagimlidir (41). Oral yolla verilmesini takiben plazma
doruk konsantrasyonuna 1-3 saatte; kararli plazma konsantrasyonuna ise 24-48 saat
icinde ulasir. Metforminin plazma proteinlerine baglanma orani ihmal edilebilir
seviyelerdedir. Zamana bagl olarak eritrositler igine de girer. Sanal dagilim hacmi
(V) ise 63-276 litre araliginda degismektedir. Metformin tum dokularda plazmadaki
konsantrasyonuna yakin olarak dagilir ve bazi dokularda (6zefagus, duodenum,
tiklrik bezi ve bobrekler) birikebilme o6zelligi gosterir. Metformin karacigerde
metabolize edilmez ve safra yoluyla atilmaz. idrarda degismeden atilir (42). Klinik
kullanim dozlarinda, bobrek fonksiyonlar1 normal olan diyabetik ve diyabetik
olmayan insanlarda metformin farmakokinetigi degismez. Bobrek fonksiyon

bozuklugu olanlarda ise metforminin plazma ve kan yarilanma 6mrii uzar (43).

Metforminin tagsinmasi esas olarak “Organic Cation Transporters (OCTs)”
OCT1, OCT2, OCT3 ve “Multidrug and Toxin Extrusion (MATE)“ MATE],
MATE?2 proteinleri tarafindan yonetilmektedir (44, 45). Metforminin gastrointestinal
sistemden emiliminde ise “Plasma Membrane Monoamine Transporter” (PMAT)
proteinlerinin rol oynadig1 disiiniilmektedir (46). OCT1, OCT2 ve OCT3
proteinlerinin metforminin intestinal epitelyum htcrelerde emiliminde ve hepatik
aliminda; MATE-1 ve MATE2 proteinlerinin ise metforminin renal atiliminda gorev
aldiklari ileri surtlmektedir (47) (Sekil 2.3).



1- intestinal absorbsiyon > 2- Hepatik gecis

~f

l; '-;\fv“ ) }

int. s
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/ 3- Renal atilm
Sekil 2.3. Metforminin absorbsiyonu ve dagilhim (48).

2.1.4. Etki Mekanizmasi
2.1.4.1. AMPK (5" Adenosine monophosphate-activated protein kinase)

Metforminin molekuler hedefi yillarca anlagilamamasina ragmen, Zhou ve
ark. AMPK aktivasyonunun metforminin etkileri ile yakindan iligkili oldugunu
bildirmiglerdir (49). AMPK mekanizmasinin ortaya ¢ikist ise 1973 yilinda
yayinlanan iki farkli ¢alisma ile olmustur. Bu ¢alismalarda asetil-CoA karboksilaz
(ACC) ve 3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA-isoprenoid (HMG-CoA) rediiktazin,
Adenozin trifosfat (ATP) ile inkiibe edilmesi sonucu inaktive oldugu, bulunan bu iki
grubun etkinliginin fosforilasyon sonucu ortaya c¢iktigi ve bu fosforilasyonu
saglayanin bir protein kinaz oldugu distinilmistiir (50, 51). 1987 yilinda ise bu
protein kinaz tespit edilerek adi AMPK olarak belirlenmistir (52). AMPK enerji
homeostazinin dengelenmesinde 6nemli rol oynayan bir protein kinaz dizisinin bas
bilesenidir. Is1 soku, hipoksi, aclik ya da uzun siireli egzersiz gibi hucre i¢i ATP
diizeylerini tiiketen beslenme ve ¢evresel degisimlere hilcresel adaptasyona aracilik

eden "metabolik ana salter" olarak tarif edilmistir. AMPK her birini 2 veya 3 genin
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kodladigi a, B ve vy alt tinitelerinden olusmaktadir. o alt Gnitesinin iki izoformu (al,
a2) kinaz bolgesinde N-terminalin yarisini olusturmaktadir. o alt Unitesi katalizor
bolgeyi de icermektedir ve burada baska kinazlar tarafindan fosforile edilen 6nemli
bir diizenleyici olan Threonin (Thr'’?) bulunmaktadir. ol alt birimi esas olarak
bobrek, akciger ve adipoz dokuda sentezlenirken, a2 alt birimi kalp ve iskelet
kaslarinda sentezlenir. B alt initesinin iki izoformu (B1, p2) glikojen-baglayan-C-
terminal bolgesini olusturmaktadir. y (y1, y2, y3) alt tnitesi ise N-terminal bolgesini
takip eden ve Bateman tarafindan CBS motifi olarak adlandirilan 60 aminoasit dizilik
dort sirali tekrardan olugmaktadir. Bu motiflerin her bir ¢ifti Bateman bolgesi olarak
isimlendirilmekte ve bu bolgeler AMP/ATP molekillerini baglamaktadir (53-59)
(Sekil 2.4).

AMPK'nin aktivasyonunun iki sekilde oldugu diisliniilmektedir. Birincisi
AMP'in baglanmasi sonucu AMPK'nin aktive olmasi, ikincisi ise AMPK a alt
unitesine LKB1 (Liver Kinase B1) kinazin baglanarak AMPK'yi fosforile etmesidir
(60). Fosforile oldugu zaman, AMPK maksimum diizeyde aktiftir. AMPK'nin o alt
(initesinde bulunan Thr!2 bslgesini fosforile eden ana kinazin LKB1 ve iki yardimc1
alt Unite STRAD (Ste20-bagimli adaptér) ve MO25 (mouse protein 25) oldugu
disiiniilmektedir. Bu yapilarin yoklugunda, LKB1 zayif aktivite gostermektedir.
(61). Calismalar, LKB1’in iskelet kasinda en 6nemli AMPK kinaz oldugunu ve
ayrica karacigerde LKB1’in delesyonu durumunda metforminin AMPK aktivasyonu
Uzerindeki etkilerini engelledigini gostermisir (62, 63). Yapilan es zamanli
calismalarda, beyinde ve LKB1 eksiklgi olan hiicrelerde ikinci bir alternatif AMPK
kinaz Ca®*/kalmodiilin bagimh kinazlar (CaMKKs) “CaMKKa ve CaMKKp”
bulunmustur (64, 65). CaMKK’lar ayn1 zamanda kas dokusunda da bulunurlar ve
aktiviteleri hiicre ici Ca?* artisina baghidir. Kesin mekanizmas: heniiz tam olarak
anlasilamamis olsa da protein fosfataz 2C (PP2C)’nin AMPK’nin fosforilasyonu ve
dolayisiyla AMPK’nin etkinligini diizenlemede o6nemli bir rol oynayabilecegi
belirtilmektedir (56) (Sekil 2.5).

Kas ve Kkaraciger dokusunda AMPK’nin aktivasyonu glukoz ve lipid
metabolizmasinda olumlu etkilere neden olmaktadir. AMPK iskelet kasinda glukozu

hiicreye tasityan GLUT-4 (Glukoz transporter) ekspresyonunu artirarak glukoz



utilizasyonunu artirmaktadir (66). Karacigerde aktive oldugunda ise hepatik
glukoneogenezde 6nemli rol oynayan PEPCK (fosfoenol karboksi) ve glukoz-6-
fosfataz enzimlerinin gen ekspresyonlari inhibe olmaktadir. Ayn1 zamanda AMPK
yag asidi oksidasyonunu da tesvik etmekte ve karacigerde yag asidi sentezini artiran
ACC (Acetyl-CoA carboxylase) enzimini ve SREPB-1 (Sterol-Regulatory-Element-
Binding Proteins) proteinlerinin ekspresyonunu baskilayarak yag asidi sentezini
azaltmaktadir. Bunun sonucunda da kana VLDL (very low density lipoprotein), LDL
(low density lipoprotein), trigliserid tasinmasini ve karacigerde yag depolanmasini
azalmaktadir (67) (Sekil 2.6).

AMPK istah mekanizmasimin diizenlenmesinde de etkilidir. Hipotalamik
AMPK aktivasyonunun artigi besin aliminin artmasma ve enerji harcanmasinin
azalmasina neden olmaktadir ve bunun sonucunda viicut agirhiginda artis
goriilmektedir. Metformin iskelet kaslarinda AMPK aktivitesini sitimile ederken
hipotalamusta ise bunu inhibe etmektedir (68). Yapilan bazi ¢alismalar AMPK’ nin
inflamatuar sinyal yolaklarinda da 6nemli bir rol oynadigin1 géstermektedir. AMPK
aktivitesinin veya ekspresyonunun inhibisyonu TNFa (tumor necrosis factor alpha),
Interlokin-1 (IL-1) ve Interldkin-6 (IL-6) gibi pro-inflamatuvar maddelerin tretimini
arttirmaktadir (69, 70).
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Sekil 2.4. AMPK alt uniteleri (68).
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Sekil 2.6. AMPK aktivasyonu sonucu metforminin organlarda olusturdugu etkiler (71).




2.1.5. Metforminin Kullanim Alanlari
2.1.5.1. Diabetes Mellitus (DM)

Diabetes Mellitus (DM), insiilin saliverilmesi, insulin etkisi veya bu
faktorlerin her ikisinde de bozukluk olmasi sonucunda ortaya ¢ikan hiperglisemi ile
karakterize kronik metabolik bir hastaliktir. Diyabet hastalariin %90°lik bolimunu
tip 2 diyabet hastalari, geri kalan %10'luk bir kismini ise tip 1 ve diger diyabet
hastalar1 olusturmaktadir (72). Diyabetli hastalarda dncelikli tedavi amaci diyabete
bagli komplikasyonlarin olusumunu azaltmak i¢in hiperglisemilerini kontrol altinda
tutmaktir. Metformin tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan biguanid grubu instlin
duyarlilastirict bir ilagtir. Metformin su anda diinya ¢apinda en az 120 milyon kisiye
recete edilmekte, ADA (American Diabetes Association) ve EASD (European
Association of the Study of Diabetes) tarafindan tip 2 diyabet hastalarinda yasam
bi¢imi modifikasyonuyla birlikte kullanilmasi 6nerilmektedir (3).

Metforminin primer fonksiyonu glukoneogenezi inhibe ederek hepatik
glukozu azaltmaktir (73). Bu etkisini dogrudan glukoneogenik enzimler olan fruktoz-
1,6-bifosfataz, fosfoenolprivat karboksinaz ve glukoz-6-fosfatazi inhibe ederek
gostermektedir. Metformin ayrica glikokinaz (hekzokinaz) gibi glikolitik enzimleri
aktive ederek glikolizi de uyarmaktadir (74). Ayrica metformin karacigerdeki 6nemli
glukoneogenik genlerin ekspresyonunu da inhibe etmektedir (75). Metformin instlin
reseptor ve reseptor substratlar1 IRS-1 ve IRS-2nin fosforilasyonlarini artirmaktadir
(76). Etki mekanizmasi boliimiinde belirttigimiz {izere AMPK’nin sitiimiilasyonu
metforminin hepatik glukoneogenez ve lipogenez etkilerinin anahtar mediyatori
olarak gorulmektedir (77). Tip 2 diyabette metforminin plazma glukoz seviyesini
azaltmanin yan sira plazma Kkolesterol ve trigliserid dizeyleri tUzerinde de etkileri
oldugu kontrollii ¢alismalarda tespit edilmistir (78). Bu c¢alismalarda ozellikle
belirgin hiperglisemisi olan hastalarin uzun siireli metformin kullanimina bagh
olarak plazma trigliserid diizeylerinde orta dereceli (%10-20) bir azalma saglandigi
belirlenmistir. Baz1 ¢calismalarda, hastalarin plazma total kolesterollerinde %5-10'luk
hafif azalmalar ve ylksek dansiteli lipoprotein kolesterollerinde (HDL) hafif artislar

bildirilmektedir (79). Metforminin tip 1 diyabetli hastalarda insiilin ihtiyacini
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azalttig1 ve glisemik kontrolil iyilestirdigi gosterilmis olmakla birlikte tip 1 diyabet

tedavisinde kullanimi heniiz 6nerilmemektedir (80).
2.1.5.2. Polikistik Over Sendromu (PKOS)

Polikistik over sendromu, premenopozal kadinlarin yaklasik % 5’ini etkileyen
hiperandrojenizm ve kronik anovulasyon ile karakterize yaygin bir endokrin
bozukluktur (81). Genel niifusa kiyasla, PKOS’li kadinlarin daha sik bozulmus
glukoz toleransi’na (%35-40) sahip olduklar1 gozlemlenmistir (82). Bu godzlem
arastirmacilar1 PKOS tedavisinde insiilin duyarlilastiric1 ilaglarin  6zellikle de
metforminin kullaniminin olusturacagi etkileri arastirmaya yoneltmistir. Metformin
kullanan PKOS’li kadinlarda, metforminin kandaki glukoz ve androjen duzeylerini
azaltarak kardiyometabolik parametrelerinde iyilesme sagladigi tespit edilmistir (83).
Bazi1 ¢alismalar metformin ile tedavi edilen hiperinsiilinemik PKOS’li kadinlarin
total kolesterol, diisiik dansiteli lipoprotein (LDL) ve trigliserit duzeylerinde 6nemli
bir azalma ve HDL dizeylerinde ise artma oldugunu gostermistir (84). Ayrica
metformin kullantminin PKOS'li kadinlarda oviilasyonu arttirdigi da belirlenmistir
(85). Metformin hiperandrojenizme olan etkisini karaciger tarafindan iiretilen seks
hormonu baglayict globulin (SHBG) yapimini artirarak ve androjen Gretimini
azaltarak gosterdigi de tespit edilmistir (86). Metforminin kontrolli ve diizenli diyet
ile birlikte kullaniminin uzun dénem tedavi géren PKOS'li kadinlarin metabolik
profillerinde diizelme sagladigi da saptanmustir (4). Metformin kullanimi ile spontan
diisiiklerin ve gestasyonel diyabet sikliginin azaldigi da bildirilmektedir (87). Ancak
gebelikte metformin kullaniminin uzun donemde etkileri bilinmemektedir ve

gebelikte kullanim1 heniiz onaylanmamustir (88).
2.1.5.3. Metabolik sendrom ve obezite

Metabolik sendrom, insiilin direnciyle baglayan abdominal obezite, glukoz
intolerans1 veya diabetes mellitus, dislipidemi, hipertansiyon ve koroner arter
hastaligt (KAH) gibi sistemik bozukluklarin bir birine eklendigi oliimcil bir
endokrinopatidir (89). Metforminin metabolik sendromlu bireylerde 6zellikle insulin
direncini azaltmak ve glukoz intoleransini diizenlemek agisindan etkili olabilecegi

diistiniilmektedir (90). Metformin, Food and Drug Administration (FDA) tarafindan
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obezite tedavisinde onaylanmamis, ancak tedavide denenmekte olan bir ilagtir.
Diyabetik olan veya diyabet riski tagiyan obez hastalarda metformin, viicut agirligini
azaltmada etkili olabilecegi diisiiniilmektedir. ~ Metformin insdlin direnci ve
hiperglisemiyi azalttig1 i¢in obezite tedavisinde ek fayda saglayabilecegi goriisi

belirtilmektedir (5).

Metforminin PKOS veya diyabet olmaksizin obezite tedavisinde etkinligini
degerlendiren 9 ¢aligmada, metformin ile tedavi edilen obez hastalarda ortalama 0.2-
3.6 kg viicut agirhigi kaybr ve 0-1 kg/m? BKI azalmasi goriilmiistiir (91-99).
Metforminin  obezite tedavisindeki etkisi pediyatrik yas grubunda da
arastirilmaktadir. Kisa vadede hiperinsiilinemik obez ¢ocuklarda ve ergenlerde BKi
ve insulin rezistansin1 azaltmada orta derecede etkili oldugu goriilmektedir (100).
Ayrica metforminin gida alimimi dlizenleyen leptin, adiponektin, ghrelin ve
noropeptid Y gibi peptidler iizerinde de bazi etkileri oldugu tespit edilmistir (101,
102).

2.1.5.4. Kardiyovaskuler Sistem

Metforminin insiilin direnci olan hastalarin lipit metabolizmalar1 iizerinde
onemli etkileri vardir. Plazmadaki serbest yag asidi seviyesini ve bu asitlerin dokuda
oksidasyonlarini, plazma trigliserit seviyesini, total kolesterol ve LDL kolesterol
seviyelerini azaltmaktadir ve bu gostergeler metforminin kardiyovaskiiler
hastaliklara kars1 protektif etki saglayabilecegini diisiindiirmektedir (103). Metformin
ayni zamanda doku plazminojen aktivator inhibitor-1 seviyesini, platelet
agregasyonu ve adhezyonunu azaltarak da kardiyoprotektif etkisini gostermektedir
(104, 105, 106). Yapilan bazi galismalar metforminin hayvanlarda ve insanlarda
thmli  bir anti-hipertansif etkisinin olabilecegini gostermektedir (107, 108).
Metforminin anti-hipertansif etkisi karmagiktir. Potansiyel mekanizmalarin: 1- Nitrik
oksit (NO) sentezini arttirmasi, 2- Vaskdler diiz kas hucrelerinde hicre igi kalsiyum

seviyesini diisiirmesi oldugu diistiniilmektedir (109).
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2.3 Kanser ve Metformin

Yapilan ¢alismalar metformin ile tedavi edilen diyabetik hastalarda kanser
insidans1 ve mortalite riskinin daha az oldugunu gostermektedir (110, 111, 112).
Yapilan kapsamli bir meta-analiz ¢alismasinda metforminin pankreas kanseri,
hepatoselller karsinoma ve kolon kanserinde kanser insidansini %30-50 azalttig:
tespit edilmistir (113).

Metforminin antikanser etkilerinin hangi mekanizmalar araciligiyla olustugu
halen kesin olarak belirlenemese de bu etkilerini dogrudan veya dolayli birgok
mekanizma ile gosterdigi tespit edilmistir. Bu mekanizmalardan biri AMPK
aktivasyonu ile phosphatidylinositiol 3-kinase (PI3K)/AKT/mammalian target of
rapamycin (MTOR) yolaginin baskilanmasidir. Bu yolak hicre blyiimesini ve
metabolizmay1 diizenleyen korunmus bir sinyal yolagidir. mTOR, S6 kinaz (S6K) ve
translasyon baslatma faktoriiniin 4E binding protein 1 (4EBP1) gibi protein
sentezinde yer alan iki onemli hedefi dogrudan aktive etmektedir (114). mTORC1
(mammalian target of rapamycin complex 1) mTOR’un iki fonksiyonel
kompleksinden biridir ve AMPK ile negatif yonde regile edilmektedir. AMPK,
mTORCI yolagini dogrudan inhibe; mTOR yolagini inhibe eden tuberous sclerosis
complex protein 2’yi (TSC2) ise dolayli yoldan fosforile ederek, protein sentezinin
ve hilcre biyimesinin azalmasma yol agmaktadir (115) (Sekil 2.7). Metforminin
AMPK modilasyonu yoluyla mTOR aktivitesini inhibe ederek gesitli kanser
tiirlerinin progresyonunda olumlu etkiler sagladigini bildiren ¢alismalar vardir (116,
117, 118). Bunun yaninda metforminin mTORC1'i AMPK ve TSC2 yolagindan
bagimsiz RAG GTPase aracilikli inhibe ettigi de bulgular arasindadir (119).
Metforminin anti-neoplastik ~aktivitesinin olabilecegini gosteren ilk ¢aligma
Zakikhani ve arkadaslarinin MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda mTOR/S6 kinaz
yolagint baskilayip doz bagimli bir biiylime inhibitorii rol aldigimi tespit ettikleri
caligmadir (120).

Kanser ve diyabet arasinda 6nemli biyolojik baglantilar vardir. Bunlardan en
dikkat cekicisi insllin/instlin  benzeri  buylime faktort  (IGF) sinyal
yolagidir. Kandaki insulin/IGF1 duzeyinin artmasi ve instlin/IGF reseptor sinyal
yolaklarimin upregulasyonu birgok kanser tiriiniin olusumunda rol oynadigi ortaya
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konmustur (121). Metforminin bu yolagin inhibisyonu {izerinden kanser hiicrelerinde
hiicre metabolizmasini degistirdigi tespit edilmistir (122, 123) (Sekil 2.6.). Ayrica
lipogenez ve kolesterol sentezi gibi iki 6nemli anabolik stirecin AMPK aktivasyonu
araciligiyla metformin tarafindan inhibe edilmesi de metforminin kanser iizerindeki
etkileriyle iliskilendirilmektedir (124). Metforminin yag asidi sentezini dogrudan
inhibe ederek pankreatik tumaor hucrelerinin ¢ogalmasinit engelledigi tespit edilmistir
(125). Metformin ayrica insan meme kanseri hicrelerinde, mTOR yolagini inhibe
ederek, HER-2 (Human epidermal growth factor receptor) protein ekspresyonunu
azaltmaktadir. Bu etkinin mTOR efektorii p70S6K1°in inhibisyonu ile meydana
geldigi diistiniilmektedir. p70S6K, S6 ribozomal proteinin fosforilasyondan, yani
ribozomda protein sentezinden sorumlu bir kinazdir (126). Bir¢cok organizmada
kanseri baskilamak i¢in ¢ok énemli bir protein olan p53’iin AMPK ile ekspresyonu
ve fosforilasyonunun metforminin antikanser etki mekanizmasindaki rolii ise halen
tartisilmakta olan bir konudur. Bazi calismalar metforminin p53 aktivitesinde bir
degisiklik olmadan huicre dongustini GO/G1 fazinda bloke ettigini gosterse de (127)
metforminin kanser zerindeki inhibitor etkisinin p53 aktivitesi ile iliskili oldugunu

gosteren galismalar da mevcuttur (128, 129).

AMPK’nin hiicre boliinmesi siirecinde yer aldigi da gosterilmistir (130).
Meme Kkanseri hastalarimin genom haritalar1 ¢ikarilarak yapilan bir ¢aligmada,
metforminin mitozda yer alan ttbulinler, histonlar, Aurora- ve Polo gibi kinazlar ve
ribozomal proteinleri kodlayan bir¢cok genin ekspresyonunu AMPK aktivasyonu
yoluyla baskiladig: tespit edilmistir (131). Bu gozlemle tutarli olarak, metformin ve
paklitaksel uygulanan meme ve akciger kanseri hiicre hatlarinda hiicre dongiisii G2-
M fazinda durmus, tiimor biiylimesi azalmis ve tek basina ilag tedavisine gore
apoptozun biyiik bir o6lgiide arttigi tespit edilmistir (132). Yapilan arastirmalarda
metforminin  bazi kanser hicrelerinde apoptozu uyardigin1 gostermektedir.
Metformin bu etkisini kaspaz bagimli (133) / kaspaz bagimli olmayan yolaklardan
(AMPK aktivasyonu gibi) gerceklestirmektedir (134). Metformin kanser
hlcrelerinde apoptozu uyarmasinin yani sira, bu hticrelerde otofajiyi de indikledigi
de gosterilmistir. Bu etki ise hicrelerde otofajiyi yoneten AMPK/mTOR yolagi
araciligi ile gergeklesmektedir (135).
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Metformin sitokinler ve biyume faktorlerinin duzenlenmesi yoluyla
immunomodilasyon uzerinde de etkiye sahiptir. Yapilan bir ¢alismada, metformin
mirin T lenfositlerinin ¢ogalmasini zayiflatmis, apoptoz ve nekrozu artirmistir (136).
Metformin ayrica reaktif oksijen tdrlerini de (ROS- reactive oxygen species)
etkilemektedir. Mitokondriyal kompleks-1 aktivitesine mudahale ederek endojen
reaktif oksijen tdrlerinin (ROS) dretimini engellemektedir (137). Metforminin
AMPK aktivasyonundan bagimsiz bir diger yolagi, DNA-damage-inducible
transcript 4 proteininin (DDIT4, REDD1) ekspresyonunun gelistirmesidir. Bu
antiproliferatif etkisi Ben Sahra ve arkadaslari tarafindan, prostat kanseri
hicrelerinde (138), Sesen ve ark. tarafindan da glioblastoma hiicrelerinde

gosterilmistir (139).

~ssemsess —~
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¥
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S6K1 LKB1

Sekil 2.7. Metforminin anti-kanser etki mekanizmasi (6).

Kanser hiucresi

Metforminin tek basina ya da kemoterapik ilaglarla kombine halde farkl
kanser tiirlerinde uygulanmasiyla elde edilen olumlu sonuglar, calismalarda

metforminin yeni bir tedavi secenegi olarak Onerilmesini saglamaktadir. (30, 140,
141).

2.3.1. Kolon Kanseri ve Metformin

Kolon kanseri, diinya ¢apinda en sik goriilen kanserlerden biridir. Diabetes
mellitus (DM) ve obezite gibi hastaliklar kanser ile iliskili oldugundan, bu hastaliklar
icin kullanilan ilaglarin kolon kanserinin Onlenmesinde etkili olup olmadiklar

incelenmektedir (142). Son epidemiyolojik c¢aligmalar metformin ile tedavi edilen
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Tip 2 diyabetli kolon kanseri hastalarinda metformin ile tedavi edilmeyen hastalara
gore azalan Kkanser insidasin1 gostermektedir (143-146). Metforminin kolon
kanserindeki etkilerini gostermek igin yapilan bir ¢alismada, Hosono ve ark.
kimyasal karsinojenlerle indiiklenmis, kanserli hayvan modellerinde, metforminin
MTOR yolagmin engellenmesi ve AMPK aktivasyonu yoluyla azoksimetan kaynakli
kolorektal aberran kript odagini bastirdigin1 géstermistir (28). Hosono ve ark. ayrica
diyabetik olmayan hastalarda kisa vadede diisiik doz metformin uygulanmasinin
dogrudan hem kolorektal epitel ¢ogalmasi hem de aberant kript olusumunun
baskilanmasini sagladigin1 gosteren bir pilot klinik ¢alisma da yirltmislerdir (147).
Epidemiyolojik ¢aligmalar ve hayvan modelleri iizerinde yapilan aragtirmalarin yani
sira son yillarda kolon kanseri hiicre hatlar1 (zerinde yapilan hiicre kiiltiirii
calismalar1 da metforminin antikanser etkisinin tespit edilmesinde 6nemli bir yer
tutmaktadir. 2008 yilinda Zakikhani ve ark. yaptig1 bir calismada metforminin HT-29
kolon kanseri hiicre serisi Uzerinde AMPK aktivasyonu yoluyla hicre
proliferasyonunu azalttigin1 gostermislerdir (148). Diger bir ¢alismada, Buzzai ve
ark. metforminin  p53-eksikligi olan kolon kanseri hucrelerinde timor
ksenograftlariin blyiimesini azalttigi tespit etmislerdir (14). Zhang ve ark. 2013
yilinda yayimladiklart ¢aligmalarinda 5-florourasil ile birlikte verilen metforminin
SW620 kolon kanseri hiicre hattinda hiicre proliferasyonunu azalttiin1 ve apoptotik
etkiyi arttirdigin1 gozlemlemislerdir (23). Yapilan arastirmalar metforminin kolon
kanseri tizerindeki olumlu etkilerini gosterse de ¢ogu calisma heniiz biiyiik klinik
calismalarla desteklenmediginden metforminin olas1 etkilerinin daha genis

arastirmalarla gosterilmesi beklenmektedir.

2.3.2. 5-Florourasil (5-FU)

5-FU kolorektal kanserler, meme kanseri ve sindirim sistemi kanserleri de
dahil olmak (izere birgok kanserin tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir
kemoterapotiktir. 5-FU, C-5 konumunda hidrojen yerine bir flor atomu tasiyan bir
urasil analogu bir antimetabolittir (149) (Sekil 2.8). 5-FU ilk kez 1957 yilinda
Heidelberg ve ark. tarafindan sentezlenmistir (150). 5-FU, yaklasik 20 dakikalik
oldukga kisa bir plazma yari-omriine sahiptir. Infiizyon yoluyla verildiginde ¢ok
yiiksek (yaklasik 5 L/dak) ve degisken sistemik klerens gosterir (151). 5-FU’nun
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%80-%85’i  dihidropirimidin  dehidrojenaz  (DPD) enzimi tarafindan aktif
metabolitlerine (florodeoksiuridin monofosfat (FAUMP), florodeoksiuridin trifosfat
(FAUTP) ve florouridin trifosfat (FUTP)) dondstiiriillmekte ve uygulanan dozun
sadece %1-3’ti tumor hicreleri ve normal hiicreler Uzerinde sitotoksik etkileri
meydana getirmektedir (152). DPD eksikligi olan hastalar 5-FU’yu basariyla
metabolize edememekte ve bu kisilerde bazen 6liimciil de olabilen ¢esitli toksisiteler
gelismektedir (153). 5- FU’nun hem DNA hem de RNA sentezine etkisi oldugu
bilinmektedir. 5-FU’nun metaboliti FAUMP, timidilat sentaz (TS) enzimi zerindeki
niikleotid baglayici kisma stabil bir sekilde baglanarak, normal substrati olan
deoksiuridin monofosfat (dUMP)’in enzime baglanmasi engeller. Bu, deoksiuridin
monofosfat (dTMP) sentezinin engellenmesine neden olur. dTMP sentezinin
engellenmesi, ileri asamada deoksitimidin trifosfat (dTTP) sentezinin engellenmesine
neden olur. Bu, diger deoksiniikleotidlerin (dATP, dGTP, dCTP) miktarinda bir
artisa yol acgar. Deoksiniikleotid havuzunun dengesindeki bozulma (6zellikle
dATP/dDTP oranmin bozulmasi) DNA sentez ve onarimini bozarak, DNA {izerinde
6lumcal bir hasara yol acar. TS inhibisyonu deoksiuridin trifosfat (dUTP) miktarini
artirtr. Hem dUTP, hem de bir 5-FU metaboliti olan FAUTP, DNA ile yanlis bigimde
birleserek DNA hasarina yol agar. (152, 154).

2.3.3. Oksaliplatin

Oksaliplatin, kolorektal kanser tedavisi igin onaylanmis ilk platin (Pt) bazli
anti-kanser ilactir (Sekil 2.8.). Oksaliplatin ilk énce 1996 yilinda Fransa'da, daha
sonra 1999 yilinda diger Avrupa iilkelerinde ve 2002 yilinda Amerika Birlesik
Devletleri’nde kullanilmaya baslanmistir (155). Oksaliplatin karacigerde sitokrom
P450 enzimleri tarafindan metabolize edilerek biyotransformasyon {rinlerine
dontstiiriilir. Bu Urtinler DNA ¢ift iplikleri arasinda ¢apraz baglar olusturarak DNA
sentezini bozarak sitotoksik etki olusturur. Bu etki hiicrenin apoptoza gitmesine
neden olur (156). Oksaliplatinin ortalama plazma eliminasyon yar1 dmrii 9 giindiir.
Oksaliplatin enzimatik olmayan degradasyon yoluyla birka¢ farkli aktif metabolite
doniistlrilir ve bu metabolitler gogunlukla idrarla atilir (157). Oksaliplatin tedavisi
inflizyonun hemen ardindan olusan ve tedavi boyunca biriken Onemli

norotoksisiteyle siirlanir. Perfierik noropati oksaliplatinin en sik rastlanan doz

17



kisitlayict yan etkisidir ve ilacin kesilmesine yol acan en énemli nedenlerden biridir
(158). Oksaliplatin tedavide ¢ogunlukla 5-fluorourasil (5-FU) ve I6koverin (LV) ile
birlikte kullanilmakta olup, bu kombinasyon FOLFOX olarak adlandirilmaktadir. Bu
kombinasyon tedavisinde oksaliplatin 15 giinde 1 olmak (izere, 85 mg/m? dozunda
uygulanmaktadir. Oksaliplatin, kolon kanseri haricinde diger gastrointestinal sistem
kanserlerinin tedavisinde de 6nemli kemoterapi ilaglarindan biri haline gelmistir.
Ileri evre pankreas kanseri tedavisinde, oksaliplatinin irinotekan ve 5-FU ile birlikte

kullanilmasinin sagkalim siiresini arttirdigi tespit edilmistir (159, 160).

H-

0O

Sekil 2.8. 5-FU ve oksaliplatin yapilari (161, 162).

2.4. Hicre Kultard

Hicre kaltdrd, canli bir organizmadaki bir veya birkag hlcre grubunun
dokuda bulundugu yerden ¢esitli yontemlerle alinarak in vitro olarak yasatilmasi ve
tireme yetenegi olanlarin ¢ogaltilmasidir (163). Hiicre kiiltiirlerinde yapilan
caligmalar gliniimiizde arastirma faaliyetlerinin 6énemli bir yerini tutmaktadir. Hlicre
ve doku kiiltiirii caligsmalari, 1885’ten bu yana onemli yollar katederek basamak

basamak ilerleyen bir tarihsel gelisim géstermistir (Tablo 2.1).
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Tablo 2.1. Hiicre ve doku kiiltiiriindeki 6nemli gelismelerin tarihgesi (164, 165).

1885 Wilhelm Roux bir tavuk embriyosu noral plaginin bir kismini ayirmig ve 1lik bir tuzlu su
¢ozeltisinde dokuyu birkag giin yasatmistir.

1907 Ross Harrison, kurbaga embriyolari ile yaptig1 deneyde normal fonksiyonun in vitro ortamda
da siirdiigiinii gostermistir ve tekrarlanan bir teknik olusturdugu i¢in, bu deney doku
kiiltiiriiniin gergek baglangici olarak kabul edilmistir.

1910 Peyton Rous, tavuk sarkomlarinin hiicreden yoksul tiimér filtratlar: ile hayvandan hayvana
bulastirilabildigini ortaya koymustur. Bu bulusuyla kanserin bir viriis (Rous sarcoma virus)
yoluyla bulagabilecegini gostermistir.

1913 Carrel aseptik kosullar altinda diizenli olarak beslenmeleriyle hiicrelerin kiiltiir ortaminda
uzun siire hayatta kalip ¢ogalabildiklerini gostermistir.

1948 Earle ve ark. L hiicre hattindan saflastirdiklar1 hiicrelerin kiltiire alindiklarinda koloniler
olusturduklarini gostemislerdir.

1952 Geyve ark. ginimizde olduk¢ca  bilinen HelLa hiicre  hattini,  bir  insan
servikal karsinomasindan tiireyen hiicrelerin siirekli serisi seklinde gézlemlemislerdir.

1954 Levi-Montalcini ve ark. sinir biiyiime faktorii’niin (EGF) doku kiiltiiriinde akson biiylimesini
tegvik ettigini gostermislerdir.

1955 Earle, doku kulturd metodlarim1 ve kullanilan medyumlar1 tanimlamistir. Kontaminasyon
olasihigi azalmustir.

1958 Harris, ayni tiirlerin farkl: tiplerini igeren hiicre hibridizasyonunu indiiklemeyi basarmistir.

1961 Hayflick ve Moorhead normal diploid insan hiicrelerinin sinirlt dmriinii tanimlamistir.

1965 Ham belirli memeli hicrelerinin klonal blytimesinin desteklenmesi i¢in serumsuz medyumu
tanimlamastir.

1968 Augusti-Tocco ve Sato bir fare noroblastomasini doku kiiltiirii ve izole klonlara adapte
etmislerdir.

1975 Kéhler ve Milstein hibrit hiicre kiltirinde ilk defa monoklonal antikor dretmeyi
bagsarmuglardir.

1986 Martin ve Evans fareden pluripotent embryonik kék hucrelerini saflagtirarak ~ kiltiiriinii
yapmigslardir.

1998 Thomson ve Gearhart ile yardimcilari, insan embryonik kok hicrelerini izole etmeyi

basarmiglardir.
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Hucre Kkaltarleri; bireysel faktorlerden etkilenmemeleri, tekrarlanabilme
ozellikleri, calisma sartlarinda standardizasyonun saglanabilmesi, hizli sonug
alinmasi ve deneylerde hayvanlarin oldiiriilmemesi gibi etik nedenlerden dolay:
tercih edilmektedirler. Hiicre kiiltiirinde amag, hiicreleri yasatmak, ¢ogaltmak ve
gerektiginde tekrar kullanabilmek i¢in dondurarak saklamaktir. Hiicre ve doku

kiiltiiriinde basar1 steril ve hizli bir sekilde ¢alismaya baglidir (166).
2.4.1. Hiicre kiiltiirlerinin siniflandirilmasi

Cesitli kaynaklardan saglanan ve dokulardan elde edilen hiicre kiiltiirleri i¢
bolumde incelenir: Primer hicre kiltirleri, sekonder veya diploid huicre kulttrleri,

stirekli veya heteroploid hiicre kulttrleri.

Primer hiicre kiiltiirleri: Dogrudan dokudan elde edilen hiicre kiiltiirlerine
primer hicre kaltarleri denir. Primer kualtirler elde edildildikleri dokunun
ozelliklerini tagirlar. Genellikle heterojen bir yap1 gosterirler, hiicre hatlart gibi tek
tip hiicreler degillerdir. Primer hiicre kiiltiirleri kiigilk doku pargalarinin petri
yiizeylerine ekilmesiyle eksplant kiiltlirler halinde ya da enzim uygulanmasiyla tek
hiicre siispansiyonu halinde yapilabilir. Primer kiiltiirler kontaminasyon riski olan
kltdarlerdir, bu ytzden manipulasyonlarda steriliteye 6zen gosterilmelidir. Bu tipe
ornek olarak EMF (Embriyonik Mouse Fibroblast) hiicre kiiltiirii, tavsan bobrek
hlcresi, maymun bobrek hicresi, primer aortik, gobek kordonu endotel hiicreleri,

primer hepatosit ve primer diiz kas hiicreleri vs. gosterilebilir (167, 168).

Sekonder hiicre kiltlri: Subkiiltiirleri sonsuz olarak yapilabilen ve
karyotipleri alindiklar1 dokulardan farkli olarak gelistirilmis kiiltlirlerdir. Standardize
edilerek ve kodlanarak kullanima sunulmustur. Normal kromozom sayisina sahip
diploid hiicrelerden elde edilirler. En fazla 50 kez pasajlar1 yapilabilir. Bu nedenle
sinirh hiicre kiiltiirii olarak da adlandirilmaktadirlar. Ornek olarak HeLa, KB, 3T3
fibroblastlar, L929, CHO, HL60, MatLy-Lu (metastatik) ve AT-2 (non-metastatik)

prostat karsinomu hticre kiltdrleri verilebilir.

Stirekli hiicre kiiltiirii: Teorik olarak sonsuz pasajlart yapilabilir. Genellikle

malign tiimorlerden elde edilirler. Laboratuvar kosullarinda degisime ugrarlar ve
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kromozom sayilar1 sabit degildir. Ornek: Insan Larenks Epidermoid Karsinomu
(Hep-2), Insan Nazofarenks Karsinomu (KB), Insan Serviks Karsinomu (HeLa) (167,
168).

2.4.2. Kanser hiicre hatlar1 ve HT-29 kolon kanseri hiicre hatti

GUnlmizde kanser arastirmalarmin hiz kazanmasi ile Ozellikle kanser
ilaglarinin  gelistirilmesinde, etkilerinin saptanmasinda kanser hiicre hatlarinin
kullanimi biiyiik dnem kazanmustir. ilk kez 1951 yilinda Amerika Birlesik Devletleri
(ABD) Baltimore’da servikal kanser nedeniyle takip edilen Afrika kokenli Amerikali
zenci bir hastanin kanser dokularinin laboratuvarda kiiltiir edilmistir. Henrietta Lack
adindaki hasta kanserin metastaz yapmasi sonucu 6lmiis ancak 6liimsiiz hiicrelerinin
kultirl adina atfen HeLa adi ile farkli iilkelerdeki laboratuvarlara dagitilmustir.
Kanser hiicrelerinin 6liimsiiz olmasi ve kolay dretilebilmeleri, hiicre kaltlrl
gerektiren arastirmalara hiz kazandirmigtir (169). Kanser hiicre hatlart birkag 6nemli

hiicre hatt1 bankasindan temin edilebilmektedir (Tablo 2.2).

HT-29 kolon kanseri hiicre hatti, J. Fogh tarafindan 1964 yilinda 44 yasinda,
kafkas kokenli bir kadinin kolorektal tiimoriinden izole edilmistir (170). HT-29 hiicre
hatt1 in vitro kosullarda epitelyal hiicrelerin tipik morfolojisine sahiptir. Standart
bliylime kosullar1 altinda farklilagmamis fenotip gostermekte ve normal dokunun
belirli 6zelliklerini muhafaza etmektedir. Ayrica hat, fibroblast proliferasyonunu
uyaran faktorler dahil olmak {izere gesitli peptidler salgilamaktadir. HT-29 hicre
hatt1 popiilasyonunun biiyiik bir kismini1 goblet benzeri hiicreler olusturmakta, bu

nedenle de bu hat fazla miktarda musin dretmektedir (171, 172, 173).
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Tablo 2.2. Onemli hiicre hatti bankalar1 (164).

American Type Culture
Collection (ATCC)

Amerika Birlesik Devletleri

950’si kanser hiicre hatt1 olmak iizere

4000’in tizerinde hiicre hatt1

The European Collection
of Cell Cultures (ECACC)

Ingiltere

900’1in tizerinde hiicre hatt1

Deutsche Sammlung Von
Und
GmbH

Mikroorganismen
Zellkulturen
(DSMZ)

Almanya

500’1in tizerinde hiicre hatt1

Interlab Cell line
Collection (ICLC)

Italya

200’{in tizerinde hiicre hatti

Japanese Collection of

Research Bioresources

(JCRB)

Japonya

1000’in tizerinde hiicre hatti

= I = s

Sekil 2.9. HT-29 hiicre hatt1 diisiik yogunluk ve yiiksek yogunlukta (174).
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2.5. Hucre d6lumu

Tim canlilarda hiicre olimii  patolojik/fizyolojik slrecler sonunda
gerceklesmektedir. Tanimlanmis ti¢ tip hiicre 6liim sekli vardir: Nekroz, apoptoz ve
otofaji. Apoptoz ve otofaji "programlanmis" hiicre 6liimii olarak degerlendirilirken,
nekrotik hiicre 6limunin ise rastgele, kontrolsiiz bir siire¢ olduguna inanilmaktadir
(175).

2.5.1. Nekroz

Hucre olumayle ilgili ilk bilgiler 1920 senesinde 1sik mikroskopu ve yeni
boyama yontemlerinin kesfiyle baslamis ve ilk olarak nekroz tanimlanmistir (176).
Nekroz, genler tarafindan kontrol edilemeyen diizensiz bir siiregtir. Nekroz sirasinda
mitokondriyal ROS uretimi artar, nonapoptotik proteazlar aktive olur, ATP Uretimi
azalir ve Ca™ kanallar1 agilir. Digaridan gelen fiziksel ve kimyasal uyarilar (1s1,
yanma, toksik maddeler) hiicrenin iyon dengesini bozar. DNA tamirinden sorumlu
niklear enzim PARP (Poli ADP-riboz polimeraz) NAD™1 ikiye bolerek NAD
(Nikotinamid adenin dinukleotid) kaybina neden olur. Bu durumda olusan ATP
eksikligi, iyon pompasi yetersizligine yol agar. Bunun sonucunda ise hiicre siv1 alir
ve organeller siser. Plazma membran biitiinligii bozulur ve osmotik basing nedeniyle
hiicre patlar. Hiicre 6liimiinii takiben hiicre igeriginin intraseliiler bosluga salinimi
inflamasyona sebep olur (Sekil 2.10). Bu olaym karakteristik 6zelligi makrofaj ve
notrofillerin nekrotik dokuya goc¢ etmesidir. Go¢ eden bu hiicreler nekrotik dokuyu
fagosite eder. Bu nedenle inflamasyon nekrozun 6nemli bir igaretidir (177, 178, 179).
Nekrozun en yaygin nedeni hipoksi’dir. Ayrica 1s1, arsenik, siyanid, insektisitler gibi
toksik maddeler ve agir metaller de nekroza neden olabilmektedir (180).

2.5.2. Apoptoz

Apoptoz terimi ilk kez 1972 yilinda Avusturalyali patolog J.F.K. Kerr ve ark.
tarafindan tamimlanmustir. Kerr, Wyllie ve Currie, yayimladiklar1 makalede o tarihe
kadar fazla tanimlanmamis ve nekrozdan farkli 6zellikler gosteren bir hiicre 6lim
seklini gézlemlemis ve bu olay1 apoptoz olarak isimlendirmislerdir (181). Yunancada

‘apo’=ayr1, ‘ptosis’=diisen anlamindadir ve Hormer tarafindan agaclarin sonbaharda
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yaprak dokiimiinii andirdigi i¢in, hiicre kaybii belirtmek amaci ile kullanmistir
(182). Programli hiicre oliimii adiyla da anilan bu siire¢, hiicrede bazen yeni
proteinlerin sentezini, hiicre iskeletinin yikimi i¢in bazi proteaz enzimlerin ve DNA
nin pargalanmasi igin DNAz (deoksiribonikleaz)’larin aktif hale ge¢mesini
indlkleyen ve aktif olarak dizenlenen bir siregtir (183). Apoptoz ile ilgili
calismalarda genelde Caenorhabditis elegans nematodu kullanilmistir. Bu
nematodlarda 3 gen; ced-3, ced-4 ve ced-9 apoptozu kontrol etmektedir. Mutasyon
ile inaktif olmus ced-3 ve ced-4 genlerini tasiyan nematodlarda apoptozun meydana
gelmedigi ve normalde Olmesi gereken hiicrelerin yasamaya devam ettigi
goriilmiistiir. Bu nedenle ced-3 ve ced-4’in oliim genleri olup apoptozu
indUkledikleri, ced-9’un ise o6liime karsi koruyan gen olup apoptozu inhibe ettigi
belirlenmistir. Bugiin bu genlerin insan genomundaki karsiliklart ced-3 igin
kaspazlar, ced-4 icin APAF-1 (Apoptotic peptidase activating factor-1) ve ced-9 icin
Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) oldugu tanimlanmistir (184, 185).

Apoptoz uyarist alan hiicre komsu hiicrelerle baglantisin1 koparir ve biiziisiir,
kromatini yogunlagir. Hiicrenin DNA’s1 niikleozomlarindan kesilir ve jel
elektroforezinde merdiven bant goriiniimii alir. Ancak organeller yapisal
biitiinliiklerini korur. Hiicre zar1 yapisinda bulunan fosfotidil serin hiicre zarmin ig
yiiziinden dis yiiziine transloke olur. Cekirdek kugilir ve pargalara ayrilir. Hiicre
zarla sarili tomurcuklar halinde kopar, apoptotik cisimciklere ayrilir. Apoptotik
cisimcikler makrofajlar tarafindan tanmir ve fagosite edilir, ancak inflamasyon
gorilmez (178) (Sekil 2.10.).

Mitokondri, hiicre iginde ATP {iretiminin kaynagi olmasinin yanisira, hiicre
ici ya da dis1 yollardan gelen 6liim sinyallerinin {izerinde birlestigi bir organeldir.
Mitokondride zar potansiyelinin bozulmasi durumunda normalde ATP zincirinde yer
alan Sitokrom C, hiicre stoplazmasma dagilip inaktif halde bulunan APAF-1
molekiiliine baglanarak Apoptozom adi verilen bir yapinin olusmasina sebep olur.
Apoptozom, kaspaz-9’u, kaspaz-9 da diger kaspazlar1 proteolitik bir zincir halinde
aktiflestirerek apoptozun gerceklesmesini saglar. Mitokondride dis zar potansiyelinin
degismesi Bcl-2 ailesi denilen bir protein grubu tarafindan diizenlenir. Farkl: tiirlerde

de rol oynamakla beraber apoptozu diizenleyen Bcl-2 ailesinin memelilerde 19 (yesi
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oldugu bildirilmektedir. Mitokondri araciligiyla diizenlenen hiicre i¢i yol aslinda
hiicre dis1 ve hiicre ici etkenlerin ortaklastig1 bir mekanizma olusturur. Ister hiicre ici,
isterse hiicre dis1 mekanizmayla baslamis olsun, apoptotik stre¢ kaspazlar (Caspases)
ad1 verilen proteolitik enzimler tarafindan gergeklestirilir (178, 186). Kaspazlar
inaktif prekursor olarak sitoplazmada bulunan ve aktif merkezlerinde sisteinin yer
aldigr sistein proteazlar olarak adlandirilan bir grup enzimdir. Su ana kadar 14 tanesi
tamimlanmistir  ve ¢ogu apoptozda rol almaktadir. Kaspazlar birbirlerini
aktiflestirerek preteolitik bir kaskada neden olurlar. Bazilar1 baslatici kaspazlar
(kaspaz 2, 8, 9, 10) olarak bilinirken bazilar1 da efektor kaspazlar (3, 6, 7) olarak
bilinir (187).

Apoptoz, 6liim reseptorleri adi verilen birbiriyle yapisal olarak akraba olan
birkac reseptor tarafindan aktif olarak uyarilir. En iyi bilinen 6rnekleri TNF a ve Fas
reseptorleridir. Hiicreye sitotoksik T reseptorleri yoluyla ulasan Fas ligandi, ya da
TNF alfa, hiicre ylzeyinde bulunan kendine 6zgu reseptdrlerine baglanarak apoptozu
uyarabilir (186).

Son zamanlarda kaspaz- 12’ye bagimli endoplazmik retikulum (ER) aracili
apoptotik bir yol da tarif edilmistir. Bu yol mitokondrial/sitokrom-c ve 6ltim reseptor
aracilt apoptozisten farkli bir yoldur. Kaspaz-12, ER membraninda lokalize olan ve
ER aracili apoptozis icin esas teskil eden bir kaspazdir. Son ¢aligmalar gostermistir ki
Ca?* seviyelerinin yilkselmesi ve kalpainin endoplazmik retikulumu etkilemesi ile
prokaspaz-12 aktiflenir. Aktiflenmis kaspaz-12 sitoplazmaya yonelir. Kaspaz-9 ile

karsilikli olarak etkileserek sitozolik kaspaz kaskadini aktive eder (187).

Apoptozu belirlemek i¢in ¢esitli yontemler kullanilir. Bu yontemlerin en sik
kullanilanlar1 arasinda hematoksilen-eozin boyama, giemsa boyama, floresan
boyama, elektronmikroskopi, faz kontrast mikroskopi, Anneksin V yontemi, TUNEL
yontemi, agaroz jel elektroforezi, western blotting, kaspaz-3 yontemi, M30 ydntemi,
flow sitometri, ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) testi sayilabilir (188).
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Sekil 2.10. Nekroza/Apoptoza maruz kalan bir hiicrede hiicre 6liimiiniin asamalari (189).

Hem nekroz hem de apoptoz, yontem olarak hiicre 6lim sekli olmalarina

ragmen bu iki 6liim seklinin hem histolojik hem de fizyolojik nedenlerinde buyiik
farkliliklar vardir (Tablo 2.3.).

Tablo 2.3. Apoptoz ve Nekroz kiyaslamasi (183).

OZELLIiK APOPTOZ NEKROZ
Morfolojik Kigilme, cekirdekte kromatin | Sisme, hiicre gecirgenliginin
TP yogunlagmasi, apoptotik cisimlerin | artmas1 ve bleblesme, hiicre
ozellikleri ; L -
olusmasi, komsu hiicreler | igeriginin dis ortama dagilmasi
tarafindan fagosite edilme
Tetikleyen Hiicre disindan (TNF @, biiytime | Ani  toksik etki sonucu  zar

mekanizmalar

faktor eksikligi, antikanserojen
ilaclar, oksidatif stres, DNA hasar1)
Hicre icinden (mitokondri, ER)

gecirgenliginin ¢ok bilylk Olciide
bozulmas1

Biyokimyasal | Hucre iginde proteolitik enzimlerin | Hiicrede ¢ok hizli bir enerji
degisimler aktivasyonu, hcre ici proteinlerin | yetmezligi ya da toksik etki sonucu
ve DNA nm yikimi (kaspaz ve | zar gegirgenligin hizla artmasiyla
DNAz aktivasyonu) osmotik dengenin bozulmas1 sonucu
hiicrenin patlamasi
Sonuclari Apoptoza ugrayan hiicrenin | Hiicre i¢i maddelerin salimmiyla
inflamasyon olusturmaksizin | olusan inflamasyon

ortamdan temizlenmesi
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2.5.3. Otofaji

Otofajik hiicre oOlimi Clarke tarafindan tip II hiicre o6liimii olarak
siniflandirilmistir. Bu tip hiicre Oliimiinde en belirgin morfolojik degisiklik,
sitoplazmada olusan iki veya daha fazla katmanl zarla ¢evrili, sitoplazma pargalari
ve/veya mitokondri, endoplazmik retikulum (ER) gibi organelleri iceren vezikullerin
varhigidir. Bu vezikiiller lizozoma kaynasip, tasidiklart yiiklerin lizozomal enzimler
tarafindan parcalamasini saglarlar. Bu biyolojik olay, kendini ig¢ten ige yemek
anlaminda, "otofaji" olarak adlandirilmistir (190). Otofaji; makrootofaji, mikrootofaji
ve saperon aracilikli otofaji seklinde en az ¢ farkli mekanizma ile
gerceklesmektedir. Bunlardan makrootofaji, pek ¢ok hiicrede bazal diizeyde
olusmakta, protein pargalarinin ve hasar gérmiis organellerin pargalanmasinda en
onemli rolii tstlenmektedir. Mikrootofaji, lizozom membranin ice ¢Okmesi ile
sitoplazmanin lizozom tarafindan dogrudan yenilmesi ve iceriginin lizozom iginde
hazmedilmesidir. Saperon aracilikli otofaji ise KFERQ motifli proteinlerin lizozom

zarma se¢igi bigcimde tasinmasini saglamaktadir (190, 191).

Oliim mekanizmas: hakkinda bilinen, otofajinin apoptoz sinyallerine gesitli
seviyelerde katkida bulundugu, her iki 6lim tipinde de ortak mediyatdrlerin yer
aldigidir. O nedenle 6liim mekanizmasmin tetiklendigi durumlarda hiicre 6lim
tipinin belirlenmesi organellerin yeniden yapilanmasina ve salgilanan molekiillerin

tipine gore belirlendigi diistinilmektedir (192).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu c¢alismada kullanilan HT-29 insan kolon kanseri hiicre hatt1 American
Type Culture Collection (ATCC)’den saglanmistir. Calismanin tamami Abant Izzet
Baysal Universitesi Izzet Baysal Tip Fakiiltesi Farmakoloji AD hiicre Kilturi

laboratuvarinda gergeklestirilmistir.
3.1. Kullamilan Kimyasallar
1. RPMI-1640 Medium, Sigma-Aldrich (ABD)
2. Fetal S1gir Serumu, Pan-Biotech (ALMANYA)
3. Tripsin EDTA, Pan-Biotech (ALMANYA)
4. Penicilin/Streptomycin amph. antibiyotik, Pan-Biotech (ALMANYA)
5. Metformin, Sigma-Aldrich (ABD)
6. Oksaliplatin, Sigma-Aldrich (ABD)
7. 5-Florourasil, Sigma-Aldrich (ABD)
8. Caspase 3 (active) human elisa kit, Invitrogen (ABD)
9. MTT kit, Roche (ALMANYA)
10. LDH kit, Roche (ALMANYA)
11. In Situ Cell Death Detection Kit-Fluorescein, Roche (ALMANYA)
12. Triton X-100, Amresco (AVUSTRALYA)

13. Mounting medium, Abcam (INGILTERE)
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3.2. Kullanilan Cihazlar
1. ELISA, Thermo Scientific, Multiskan FC (FINLANDIYA)
2. Hassas terazi, Acculab (ABD)
3. Mikroskop, Olympus CKX41 ve Nikon eclipse 80i (JAPONYA)
4. Kamera, Infinity lite ve Nikon DS-Fil (JAPONYA)
5. Santrifuj, Hettich Zentrifugen, Universal 320R (ALMANYA)
6. Etuv, Nuare autoflow, iso class 5 (ABD)
7. Kabin, Biosafety Cabinet, class I (TURKIYE)
3.3 Kullanilan Yontemler
3.3.1. Hucre kultaru
3.3.1.1. S1v1 azot tankindan alinan hiicrelerin ekimi ve tripsinizasyonu

Dondurulmus halde sivi azot tankinda bulunan kriyotiiplerdeki HT-29
hicreleri 37°C'lik su banyosunda hizla ¢oziildii. Hiicreler ¢oziildiikten sonra tiip
kapag1 %70'ik alkol ile silindi. 15 ml'lik santrifuj tiipline aktarilip tizerine 10 ml
medyum (%10 FBS, %] antibiyotik, DMEM) yavasca eklendi ve 15000 rpm'de 5
dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi. Tiiplin dibinde kalan hiicre
pelletine 10 ml medyum yavasca eklendi ve 15000 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi.
Daha sonra hucre pelleti Uzerine 5ml yeni medyum eklendi ve hucreler iyice
suspanse edildi. Siispansiyon 75cm?'lik flasklara aktarildiktan sonra mikroskop
altinda degerlendirildi ve 37°C derece CO: inkiibatoriine kaldirilarak bir giin
beklemeye alindi. Ertesi giin mikroskop altinda hiicre canliligi incelendi ve
medyumlari degistirildi. 24 saatlik inkiibasyondan sonra flask inkiibatérden alind1 ve
steril ortamda Laminar kabinde, flask igerisindeki medyum dokiildii. Flaskin
yiizeyine yapismis halde bulunan hiicreler Iml PBS ile yikandi. Yikama isleminden
sonra PBS dokuldi ve tzerine 1ml %0,05'lik tripsin-EDTA ilave edilerek flask

hiicreler zeminden ayrilana kadar inkiibatorde bekletildi. Inkiibasyon sonrasinda
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mikroskobik olarak hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilip ayrilmadiklar1 kontrol edildi.
Hiicrelerin yiizeyden ayrildiklar1 belirlendikten sonra, hiicreleri tripsinden
uzaklastirmak icin flaska 2 ml medyum eklenerek hiicreler steril falkon tiipe aktarildi
ve 1500 RPM'de 3 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant
uzaklagtirildi ardindan tiipiin dibinde kalan hiicre pelleti uygun hacimde medyum

icinde slispanse edildi. Hiicreler sayilarak istenen sayida flaska ekim yapildi.
3.3.1.2. Hiicre sayimi

Hiicre sayimi hemasitometre yontemiyle 6zel sayim lamlarinda yapildi.
Santrifiij sonrasinda pellet {stiinde kalan sivi dokiilerek uzaklastirildi, falkon
tiipliniin dip kisminda kalan hiicreler 1ml medyumla iyi bir sekilde pipetaj yapilarak
suspansiyon elde edildi. Pipetle 10ul cekilerek lama yayildi. Faz kontrast
mikroskopta lamin alt ve iist kisminda bulunan 16 karedeki hiicreler sayilip aritmetik
ortalamalari alindi. Thoma laminda hiicreler sayildiktan sonra asagida verilen

formiile gore toplam hiicre sayisi elde edildi.
Toplam Hiicre Sayis1 = A x SF x 10.000

Burada A=20 karede sayilan hiicre sayisi, SF=seyreltme faktoru, 10.000 ise
0,1 mm?® 'deki sayim sonucunu 1ml'deki sayrya déniistirmek ve standart sonug elde

etmek i¢in kullanilan bir degismezdir (193).
3.3.1.3. Alt kiltirleme

Hiicrelerin pasajlanmast, iki-0¢ giinde bir olacak sekilde yapildi. Hucre kulttr
ortami ve tripsin-EDTA su banyosunda 37°C’ye sitildi. Bir onceki kalturdeki
hicreler Tripsin- EDTA ile kaldirilip, hiicrelerin bulundugu ortam pipet ile ¢ekilerek
santrifiij tiiptine aktarildi. Hicreler 1500 rpm’de 3 dakika santrifuj edildi. Supernatan
uzaklastirilip tiipe taze ortam eklenerek pipetaj yapildi. Hiicre saymmi yapilarak
calisilan hiicre hatt1 i¢in uygun ekim yogunlugunda 75 cm?’lik flasklara ekim yapilda.
Flask tiizerine hiicre hatt1 ismi, pasaj numarasi, pasaj tarihi yazildi. Hucreler

mikroskopta incelenip flasklar CO> inkiibatériine yerlestirildi.
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3.3.2. Metforminin hiicre canhhg1 iizerine etkisinin MTT yontemi ile

belirlenmesi

MTT (3-(4.5-dimethylthiazol-2y])-2,5-diphenyltetrazolium bromide) yontemi
ilk kez Mossmann tarafindan 1983 yilinda tanimlanmistir (194). Bu yontem, MTT
boyasinin tetrazolium halkasin1 parcalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir. Bu
yontemde, MTT canli hiicrelere aktif olarak absorbe olur ve reaksiyon mitokondriyal
stiksinat dehidrogenaz tarafindan Kkatalize edilerck mavi-mor renkli, suda
¢Ozlinmeyen formazana indirgenir. Formazan olusumu, yalnizca aktif mitokondrinin
bulundugu canli hiicrelerde goriilmektedir. Bu da hiicre canliliginin bir belirteci
olarak kabul edilmekte ve spektrofotometrik olarak belirlenen deger yasayan hicre
sayist ile iligkilendirilmektedir (195).

Hicrelerin mikroplaklara ekimi 24, 48 ve 72 saatler igin farkli sayilarda
yapildi. 24 saat icin 10% 48 saat icin 5X103% 72 saat icin 2.5X10° hiicre her bir
kuyucuga ekildi. 96'lik well plate’e uygulanmak tizere metforminin (1 mM, 5 mM,
10 mM, 20 mM, 40 mM) farkli konsantrasyonlarini i¢eren gruplar olusturuldu. [lacin
farkli dozlar1 24, 48 ve 72 saat maruz kalmak tizere uygulandi. Gruplara 10 ul MTT
soliisyonundan eklenerek 37°C'de %5'lik CO2'li inklbatdrde 4 saat inklbasyona
birakildi. Inkiibasyon sonunda hiicreler iizerinde meydana gelen formazan
kristallerini ¢6zmek icin her kuyucuga 100 ul DMSO eklendi. Ertesi gin DMSO ile
kristaller ¢ozlldikten sonra 96°1ik well plate ELISA Reader ile 570 nm'de okutuldu.

3.3.2.1. 5-florourasil ve oksaliplatinin MTT yontemiyle HT-29 hiicre hattindaki

toksik dozlarmin belirlenmesi

Hiicreler 5X10° sayida her bir kuyucuga ekildi. 96'ik well plate’e
uygulanmak uzere 5-Florourasil (5 uM, 10 uM, 20 puM, 50 uM ve 100 uM) ve
oksaliplatinin (1 uM, 2.5 uM, 5 uM, 10 uM ve 25 uM) farkli konsantrasyonlarindaki
kombinasyonlarmi igeren gruplar olusturuldu. Ilaglarin farkli dozlar1 48 saat maruz
kalmak suretiyle hucreler Gzerine uygulandi. Gruplara 10 pl MTT soliisyonundan
eklenerek 37°C'de %b5'lik CO.'li inkiibatorde 4 saat inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonunda hiicreler iizerinde meydana gelen formazan kristallerini ¢6zmek
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icin her kuyucuga 100 ul DMSO eklendi. Ertesi giin DMSO ile kristaller ¢oziildiikten
sonra 96’11k well plate ELISA Reader ile 570 nm'de okutuldu.

3.3.2.2. Metforminin 5-FU ve oksaliplatin ile kombinasyonlarinin hiicre canlihg:

Uzerine etkisinin MTT yontemi ile belirlenmesi

Hiicreler 5X10° sayida her bir kuyucuga ekildi. 96'lik well plate’e 50 uM 5-
FU, 1 mM metformin+50 pM 5-FU, 5 mM metformin+50 uM 5-FU, 10 mM
metformin+50 uM 5-FU, 20 mM metformin+50 uM 5-FU, 40 mM metformin+50
uM 5-FU ve 10 uM oksaliplatin, 1 mM metformin+10 uM oksaliplatin, 5 mM
metformin+10 uM oksaliplatin, 10 mM metformin+10 pM oksaliplatin, 20 mM
metformin+10 uM oksaliplatin, 40 mM metformin+t10 pM  oksaliplatin
kombinasyonlar1 halinde 48 saat maruz kalmak suretiyle hiicreler Gzerine uygulandi.
Gruplara 10 pl MTT soliisyonundan eklenerek 37°C'de %5'lik CO2'li inkubatorde 4
saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda hiicreler (izerinde meydana gelen
formazan kristallerini ¢6zmek icin her kuyucuga 100 pl DMSO eklendi. Ertesi giin
DMSO ile kristaller ¢oziildiikten sonra 96’lik well plate ELISA Reader ile 570 nm'de

okutuldu.

3.3.3. Metforminin ve metforminin 5-FU ve oksaliplatin ile kombinasyonlarimin

hicreler Gzerinde etkisinin morfolojik olarak degerlendirilmesi

Faz kontrast mikroskobunda metforminin ve metforminin farkli dozlarinin 5-
FU ve oksaliplatin ile kombinasyonlarinin hiicre proliferasyonu uzerine etkisini
morfolojik olarak gozlemlemek icin 25cm?'lik flasklara 25x10* hiicre olacak sekilde
ekim yapildi. Metforminin (1 mM, 5 mM, 10 mM, 20 mM, 40 mM) farkli dozlar1 tek
bagina ve 50 pM 5-FU, 10 uM oksaliplatin ile kombinasyonlari (1 mM
metformin+50 uM 5-FU, 5 mM metformin+50 uM 5-FU, 10 mM metformin+50 uM
5-FU, 20 mM metformin+50 pM 5-FU, 40 mM metformin+50 uM 5-FU ve 1 mM
metformin+10 uM oksaliplatin, 5 mM metformin+10 pM oksaliplatin, 10 mM
metformin+10 pM oksaliplatin, 20 mM metformin+10 pM oksaliplatin, 40 mM
metformin+10 uM oksaliplatin) halinde 48. saatte degerlendirmek igin inkiibasyona

birakildi ve faz kontrast mikroskobunda 200X resimleri alindi.
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3.3.4. Metforminin HT-29 hucrelerinde olusturdugu sitotoksisitenin LDH testi

ile belirlenmesi

LDH (laktat dehidrogenaz) test yonteminde hiicrede membran hasar1 veya
sitolizis durumunda acgiga ¢ikan sitozolik bir enzim olan laktat dehidrogenazin
Ol¢iimii yapilirak sitotoksisite belirlenir. Bu yontemin ilkesi 6li hiicrelerden agiga
¢ikan LDH miktarmin kolorimetrik olarak saptanmasidir (196). LDH analizleri
“Roche, Cytotoxicity Detection Kit (LDH)” ile gergeklestirildi. Kit igerigi: 1.
Catalyst (Diaphorase/NAD™ mixture), 2. Dye Solution (INT and sodium lactate).

LDH test yonteminin uygulanmasi: Metforminin tek basina degerlendirilmesi
amaciyla 24, 48 ve 72 saatler igin farkli sayilarda hiicre ekimi 96’lik well platelere
yapildi. 24 saat igin 10% 48 saat icin 5X10° ve 72 saat igin 2.5X10° sayida hiicre
ekildi. 24 saatlik inkiibasyon suresinden sonra hilcreler metforminin farkli dozlarina
(1 mM, 5 mM, 10 mM, 20 mM, 40 mM) 24, 48 ve 72 saat maruz birakildi. Hiicre
Olimiiniin %100 olarak kabul edildigi pozitif kontrol (yiiksek kontrol) grubu
olusturmak igin % I'lik Triton X-100 soliisyonu hiicreler iizerine uygulandi. Ilag
uygulanmayan kuyucuk diisiik kontrol olarak kabul edildi. inkiibasyon asamasindan
sonra, plate 10 dakika santriflj edilip, kuyucuklardaki her bir siipernatant 6rneginden
100%er pl hacimde 6rnek baska bir 96’lik well plate’e dikkatle aktarildi. Ornekler
tizerine 100’er pl Reaction mixture (250 pl Catalyst + 11.25 ml Dye Solution)
eklenip oda sicakhiginda ve karanlkta 30 dakika inkiibe edildi. Ornekler ELISA
Reader cihazinda 490 nm’de okutularak hiicre ici LDH miktarini gdsteren absorbans
degerleri elde edildi. Her bir kiiltiir kosulu igin hucre 6lumi ylzdesi su formiil
kullanilarak ~ hesaplandi:  (%Sitotoksisite=Olgiilen  absorbans  degeri-Diisiik
kontrol/Yiksek kontrol-Diisiik kontrol).

3.3.4.1. Metforminin 5-FU ve oksaliplatin ile kombinasyonunun HT-29

hiicrelerinde olusturdugu sitotoksisitenin LDH testi ile belirlenmesi

Her bir kuyucuga 5X10° sayida olmak (izere 96'lik well plate’e hiicreler
ekildi. 24 saatlik inklbasyon suresinden sonra 50 uM 5-FU, 1 mM metformin+50
uM 5-FU, 5 mM metformin+50 pM 5-FU, 10 mM metformin+50 uM 5-FU, 20 mM
metformin+50 uM 5-FU, 40 mM metformin+50 uM 5-FU ve 10 uM oksaliplatin, 1
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mM metformin+10 uM oksaliplatin, 5 mM metformin+10 uM oksaliplatin, 10 mM
metformin+10 uM oksaliplatin, 20 mM metformin+10 pM oksaliplatin, 40 mM
metformint+10 uM oksaliplatin kombinasyonlar1 48 saat maruz kalmak suretiyle
hiicreler lizerine uygulandi. Inkiibasyon asamasindan sonra, plate 10 dakika santrifiij
edilip, kuyucuklardaki her bir siipernatant 6rneginden 100'er pul hacimde 6rnek bagka
bir 96°1ik well plate’e dikkatle aktarildi. Ornekler Gizerine 100’er ul Reaction mixture
(250 pl Catalyst + 11.25 ml Dye Solution) eklenip oda sicakliginda ve karanlikta 30
dakika inkiibe edildi. Ornekler ELISA Reader cihazinda 490 nm’de okutularak hiicre
ici LDH miktarini gdsteren absorbans degerleri elde edildi. Her bir kiiltiir kosulu igin
hiicre 6liimii yiizdesi su formiil kullanilarak hesaplandi: (%Sitotoksisite=Olgiilen

absorbans degeri-Diisiik kontrol/Yiiksek kontrol-Diisiik kontrol).
3.3.5. TUNEL yontemi ile apoptozun belirlenmesi

TUNEL; terminal "deoksinukleotidil-transferaz-aracili deoksiiiridin trifosfat
nick-end" isaretleme yontemidir. Bu yontem temelinde apoptotik hucrelerdeki DNA
sarmal kiriklarini serbest 3'- OH uclarinda enzimatik bir reaksiyon ile tespit etmeye

dayanarak apoptoza giden hiicrelerin gortntilenmesini saglamaktadir (198).

TUNEL yontemi ile apoptozun belirlenmesi i¢in “Roche, In Situ Cell Death
Detection Kit-Fluorescein” kiti kullanildi. Kitin igerigi: 1. Enzyme Solution (TdT), 2.
Label Solution (fluorescein-dUTP). TUNEL yonteminde sirasiyla su islemler
uygulandi: 24°liik well plateler icine yerlestirilen lamellere 48 saat igin 5X10° sayida
hiicre ekimi yapildi. Hucreler 24 saat stiresince inkiibe edildikten sonra metforminin
farkli dozlar1 (1 mM, 5 mM, 10 mM, 20 mM, 40 mM) ve 50 uM 5-FU, 1 mM
metformin+50 uM 5-FU, 5 mM metformin+50 uM 5-FU, 10 mM metformin+50 uM
5-FU, 20 mM metformin+50 uM 5-FU, 40 mM metformin+50 puM 5-FU ve 10 uM
oksaliplatin, 1 mM metformin+10 pM oksaliplatin, 5 mM metformin+10 uM
oksaliplatin, 10 mM metformin+10 pM oksaliplatin, 20 mM metformin+10 uM
oksaliplatin, 40 mM metformin+10 uM oksaliplatin kombinasyonlari uygulandi ve
48 saat inkibe edildi. inkiibasyon asamasindan sonra well platelerden medium
cekilip, 200 ul %4’lik paraformaldehit ¢ozeltisi eklenerek 1 saat oda sicakliginda
bekletildi (Fiksasyon asamasi). 1 saat sonunda hiicreler PBS ile yikandi. Daha sonra
%0.1’lik sodyum sitrat i¢inde %0.1’lik Triton-X ¢ozeltisinden 200’er ul her bir

34



bolmeye eklendi ve 2 dakika stiresince buz Uzerinde bekletildi (Permeabilizasyon
asamasi). Hucreler 2 kez PBS ile yikandiktan sonra tizerlerine 50 ul TUNEL reaction
mixture (50 pl enzyme solution+500 ul label solution) eklenerek nemli ve karanlik
ortamda, 37°C sicaklikta 60 dakika inkiibe edildi. 1nkiibasy0n asamasindan sonra
hiicreler PBS ile 3 kez yikandi. Lameller mounting medium ile lama yapistirildi ve
Florasan mikroskop altinda yesil 151k araliginda (515-565 nm) analiz edilerek

goruntiileri alindi.
3.3.6. Kaspaz-3 aktivasyonu tayini

Apoptozun belirlenmesinde kullanilan yontemlerden biri olan kaspaz-3
aktivasyon tayini yonteminin prensibi kaspaz-3’iin substrati olan N-Asetil-Asp-Glu-
Val-Asp p-nitroanilid’den (Ac-DEVD-pNA) kromofor p-nitroanilinin  (pNA)
serbestlesmesinin spektrofotometrik olarak 6lgimiine dayanmaktadir (197). Kaspaz-
3 analizleri “Invitrogen, caspase 3 (active) human elisa kit” ile gerceklestirildi. Kit
igerigi: 1- Caspase-3 (active) Standard, 2- Standard Diluent Buffer, 3- Antibody
Coated Wells, 4- Caspase-3 Detection Antibody, 5- Anti-Rabbit IgG HRP (100X), 6-
Wash Buffer Concentrate (25X), 7- Stabilized Chromogen (TMB), 8- Stop Solution,

9- Plate covers. Kaspaz-3 aktivite tayini yonteminde sirasiyla su islemler uygulandi:

Kiti uygulamadan énce, 2,5x10° sayirda HT-29 hiicreleri sirastyla 25 cm2’lik
kiltir kaplarina ekildi. Ekilen hicreler Uzerine 1 gin inkibasyondan sonra
metforminin farkli dozlar1 (1 mM, 5 mM, 10 mM, 20 mM, 40 mM) ve 50 uM 5-FU,
1 mM metformin+50 pM 5-FU, 5 mM metformin+50 uM 5-FU, 10 mM
metformint+50 uM 5-FU, 20 mM metformint50 uM 5-FU, 40 mM metformin+50
uM 5-FU ve 10 puM oksaliplatin, 1 mM metformin+10 pM oksaliplatin, 5 mM
metformin+10 uM oksaliplatin, 10 mM metformin+10 pM oksaliplatin, 20 mM
metformin+10 puM oksaliplatin, 40 mM metformint10 pM  oksaliplatin
kombinasyonlart uygulandi. Flasklar 48 saat inkiibasyona birakildiktan sonra
hiicreler tripsinizasyon yontemiyle kaldirilip medyumlari ile birlikte 15 m1’lik deney
tlpdlerine toplandi ve 1500 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi. Siipernatantlar atilarak
hlcrelerin tzerlerine 2 ml PBS eklenip stispanse edilip ependorf tuplerine aktarildu.
Ependorf tiipiindeki hiicre siispansiyonu 4000 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi. Bu
islem 1 kez daha tekrarlandi. Siipernatantlar1 atildiktan sonra pellet tizerine 500 pl
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Cell Extraction Buffer+Protease inhibitor cocktail karisimindan eklendi ve vorteks
ile hafifce stspanse edilip buzun Uzerinde 30 dakika inkube edildikten sonra 10
dakikada bir vortkes uygulandi. Ornekler 10 dakika 13.000 rpm’de santrifiij
edildikten sonra siipernatantlar1 ayr1 ependorflara aktarildi ve buzun izerine konuldu.
Yontem igin gerekli reaktifler (standardin farkli konsantrasyondaki 6rnekleri, Anti-
Rabbit IgG HRP ¢aligma soliisyonu ve yikama soliisyonu) protokole uygun sekilde
hazirlandi. Deney igin gerekli 8-well strips sayisi belirlendikten sonra 100 pl
hacminde farkli konsantrasyondaki standartlar (2.5 ng/ml, 1.25 ng/ml, 0.625 ng/ml,
0.313 ng/ml, 0.156 ng/ml, 0.078 ng/ml, 0.039 ng/ml) ve blank (kor) olarak 100 ul
hacminde diliisyon sivist  kuyucuklara eklendi. Farkli konsantrasyondaki
orneklerimizden de 100 ul hacimde kuyucuklara eklenerek kuyucuklarin {izeri plate
cover ile kapatilip 2 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Bekleme asamasindan sonra
kuyucuklardaki sivilar aspire edilip sonrasinda kuyucuklar 4 kez yikandi. Her bir
kuyucuga 100 pul Caspase-3 detection antibody soliisyonu eklendikten sonra 1 saat
oda sicakliginda bekletildi. Uzerindeki siv1 aspire edilip kuyucuklar 4 defa yikand.
Kuyucuklara 100 pl Anti-Rabbit IgG HRP ¢alisma soliisyonu eklendi. 30 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Soliisyon aspire edildikten sonra kuyucuklar 4 defa
yikandi. 100 pl Stabilized Chromogen kuyucuklara eklendi. 30 dakika boyunca
karanlikta ve oda sicakliginda inkiibe edildi. 100 pl stop solution kuyucuklara
eklendi ve plate 450 nm’de ELISA Reader cihazinda okutularak absorbans degerleri
elde edildi. Gruplardaki kaspaz-3 seviyelerinin kontrol grubuna gore kag kat artig

veya azalis gosterdikleri hesaplandi.
3.3.7. Istatistiksel degerlendirme

Deney sonuglari, SPSS (Statistic Program for Social and Science) istatistik
programinda degerlendirildi. Gruplar arasindaki anlamlilik one-way ANOVA ve

anlamlilik belirlenmisse Post-Hoc olarak da Tukey testi kullanilarak hesaplanda.
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4. BULGULAR

4.1. MTT Yontemi ile Hiicre Canlihiginin Belirlenmesi

4.1.1. 5-florourasil (5-FU) ve oksaliplatinin toksik dozlarimin MTT testi ile

belirlenmesi

4.1.1.1. 5-florourasilin (5-FU) toksik dozunun MTT testi ile belirlenmesi

5-FU’nun HT-29 hiicre hatt1 tizerindeki 48 saatlik maruziyeti sonrasi toksik
etkileri anlaml1 olarak 5 pM seviyesinde baslamistir. Kontrol grubuna goére 5 UM 5-
FU hiicre canliligin1 %100+1,37°den %76,9+2,34’a; 10 uM 5-FU %68,2+3,23’¢; 20
MM 5-FU %57,9+2,41’¢, 50 pM 5-FU ve 100 pM 5-FU ise %48,4+2,43’¢ ve
%33,1+3,07’e disirmistir (Sekil 4.1). Bu sonuglara gore, diger testlerde
kullanilmak tizere 5-FU’nun HT-29 kolon kanseri hicrelerinin yaklasik % 50'sini
oldiren 50 uM dozu olarak segilmistir (*; p<0,001).
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Sekil 4.1. 5-florourasilin (5-FU) HT-29 hiicrelerindeki toksisitesinin MTT testi ile ol¢iillmiis
sonuclari. *; p<0,001. (n=3)

4.1.1.2. Oksaliplatinin toksik dozunun MTT testi ile belirlenmesi
Oksaliplatinin HT-29 hiicre hatt1 iizerindeki 48 saatlik maruziyeti sonrasi
toksik etkileri anlamli olarak 1 uM seviyesinde baslamistir. Kontrol grubuna gore 1

KM oksaliplatin hiicre canliligini %100+3,26’den %71,8+2,01°e; 2,5 UM oksaliplatin
%63,2+2,74’ye; 5 UM oksaliplatin %56,9+2,49’a, 10 uM oksaliplatin ve 25 pM
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oksaliplatin ise %48,9+2,92’a ve %24,7+2,24’¢c distirmiistir (Sekil 4.2). Bu
sonuglara gore, diger testlerde kullanilmak iizere oksaliplatinin HT-29 kolon kanseri

hicrelerinin yaklasik % 50'sini 6ldiiren 10 pM dozu segilmistir (*; p<0,001).
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Sekil 4.2. Oksaliplatinin HT-29 hiicrelerindeki toksisitesinin MTT testi ile Ol¢iilmiis sonuglari.
*; p<0,001. (n=3)

4.1.2. Metforminin hiicre canlihigi iizerine etkisinin MTT ile belirlenmesi

4.1.2.1. Metforminin 24 saatlik maruziyeti sonrasinda hiicre canhhgi iizerine

etkisinin MTT testi ile belirlenmesi

Metforminin HT-29 hiicre hatti1 lizerindeki 24 saatlik maruziyeti sonrasi
toksik etkileri anlamli olarak 5 mM seviyesinde baslamistir. Kontrol grubuna gore 5
mM metformin hiicre canliligini %100+4,2'den %78,7+£0,41'e; 10 mM metformin
%72,9+0,82’¢ diistirmiistiir (#; p<0,05). 20mM ve 40mM metformin hiicre canliligini
%100+7°den, %69+3,56a ve %65+3,67'¢c diistirmiistiir. (*; p<0,001) (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Metforminin HT-29 hiicrelerinde 24 saatlik uygulama sonrasi canlhihgin MTT testi ile
ol¢iilmiis sonuglar. #; p<0,05, *; p<0,001. (n=3)

4.1.2.2. Metforminin 48 saatlik maruziyeti sonrasinda hiicre canhhig iizerine

etkisinin MTT testi ile belirlenmesi

Metforminin HT-29 hiicre hatt1 tizerindeki 48 saatlik maruziyeti sonrasi
toksik etkileri anlamli olarak 5 mM seviyesinde baslamistir. Kontrol grubuna gore 5
mM metforminin hiicre canlihgimi %100+4,26'den, %75,4+4,73'e distirmistiir (#;
p<0,05). 10 mM metformin hiicre canliligin1 %100+4,26'den, %68,6£1,48’¢; 20mM
ve 40mM metformin %63,6+3,72’ya ve %58,5+2,4'e diistirmistir (*; p<0,001)
(Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Metforminin HT-29 hiicrelerinde 48 saatlik uygulama sonrasi canhihgimn MTT testi ile
ol¢iilmiis sonuclari. *; p<0,001, #; p<0,05. (n=3)
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4.1.2.3. Metforminin 72 saatlik maruziyeti sonrasinda hiicre canhhg iizerine

etkisinin MTT testi ile belirlenmesi

Metforminin HT-29 hiicre hatt1 {izerindeki 72 saatlik maruziyeti sonrasi
toksik etkileri anlamli olarak 1 mM seviyesinde baslamistir. Kontrol grubuna gore 1
mM metformin hiicre canliligim1 %100+3,31'den, %78,2+4,48’ye; 5 mM metformin
%71,7+4,24’¢ digiirmistir (#;p<0,05). 10 mM metformin hiicre canliligini
%100+£3,31'den, %63,2+43,91’ye 20mM ve 40mM metformin ise hiicre canliligini
%59,3+3,9’e ve %54,6+3,36'ya disiirmustiir (*; p<0,001) (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Metforminin HT-29 hiicrelerinde 72 saatlik uygulama sonrasi canliligin MTT testi ile
ol¢iilmiis sonuclari. *; p<0,001, #; p<0,05. (n=3)

4.1.3. Metforminin 5-FU ve oksaliplatin ile kombinasyonlarinin maruziyeti

sonrasinda hiicre canlihigl iizerine etkisinin MTT testi ile belirlenmesi

4.1.3.1. Metforminin 5-FU ile kombinasyonunun 48 saatlik maruziyeti

sonrasinda hiicre canlihigi iizerine etkisinin MTT testi ile belirlenmesi

5-FU’nun HT-29 kolon kanseri hiicrelerinin yaklasik % 50'sini 6ldiiren 50pM
dozu kombinasyonlarda kullanmak zere secilmistir. Metforminin 20 mM'lik ve 40
mM'lik 5-FU kombinasyonlari yalniz 50 pM 5-FU dozuna gore %49,5+2,76'ten
%24,3+2,39'e ve %20+3,6'ye diisiis saglamiglardir (*; p<0,001) (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Metforminin (met) 5-FU ile kombinasyonunun 48 saatlik maruziyeti sonrasi canliligin
MTT testi ile dlciilmiis sonuclarl. Kontrol grubuna gore *; p<0,001, 50 pM 5-FU’ya gore #;
p<0,001. (n=3)

4.1.3.2. Metforminin oksaliplatin ile kombinasyonunun 48 saatlik maruziyeti

sonrasinda hiicre canlihig iizerine etkisinin MTT testi ile belirlenmesi

Oksaliplatinin HT-29 kolon kanseri hucrelerinin yaklasik % 50'sini 6ldiiren
10puM dozu kombinasyonlarda kullanmak tzere secilmistir. Metforminin 20 mM'lik
ve 40 mM'lik oksaliplatin kombinasyonlari yalniz 10 uM oksaliplatin dozuna gore
%48,9+2,73'dan %24,9+1,48'a ve %19,7+3,56'ye diisiis saglamislardir (#; p<0,001)
(Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. Metforminin (met) oksaliplatin ile kombinasyonunun 48 saatlik maruziyeti sonrasi
canliigin MTT testi ile olgillmiis sonuclari. Kontrol grubuna gére *; p<0,001, 10 pM
oksaliplatin’e gore #; p<0,001. (n=3)

4.1.4. Metformin ve metforminin 5-FU ve oksaliplatin ile kombinasyonlarinin

hticreler tzerinde etkisinin morfolojik olarak degerlendirilmesi

Faz kontrast invert mikroskopta 200X ile alinan resimler tizerinden HT-29
hlcrelerinin morfolojileri kontrol grubu, metforminin 1mM, 5mM, 10mM, 20mM,
40mM dozlar1 ve 50 uM 5-FU, 10 uM oksaliplatin ile kombinasyonlar1 (I mM
metformin+50 pM 5-FU, 5 mM metformin+50 uM 5-FU, 10 mM metformin+50 pM
5-FU, 20 mM metformin+50 puM 5-FU, 40 mM metformin+50 uM 5-FU ve 1 mM
metformin+10 uM oksaliplatin, 5 mM metformin+10 pM oksaliplatin, 10 mM
metformin+10 uM oksaliplatin, 20 mM metformin+10 uM oksaliplatin, 40 mM
metformin+10 pM oksaliplatin) uygulandiktan 48 saat sonra degerlendirilmistir.
Kontrol grubunda hiicreler morfolojik yonden normal olarak gozlemlenirken, 1mM
metformin uygulanan grupta hiicre sayisinda azalma bagsladig1 géruldi. En ¢ok hiicre
kaybi ise 10, 20 ve 40 mM metformin ve metforminin ile 5-FU ve oksaliplatin ile
kombinasyonundaki tim gruplarda gorildi. Kombinasyon gruplart yalniz 5-FU ve
oksaliplatine gore degerlendirildiginde ise artan metformin dozunun 6zellikle 20 mM
ve 40 mM’lik kombinasyonlarinda hiicre sayisinda azalamaya neden oldugu saptandi
(Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. Metformin ve metforminin 5-FU ve oksaliplatin ile kombinasyonlarina 48 saatlik
maruziyet sonucu HT-29 hiicrelerinin faz kontrast invert mikroskopda gorintileri. A:Kontrol
grubu, B:1mM metformin, C:5mM metformin, D:10mM metformin, E:20 mM metformin, F: 40
mM metformin. A1:5-FU (50uM), B1:1 metformin+5-FU, C1:5 metformin+5-FU, D1:10
metformin+5-FU, E1:20 metforin+5-FU, F1:40 metformin+5-FU. A2:oksaliplatin (10pm), B2:1
metformin+oksaliplatin, C2:5 metformin+ oksaliplatin, D2:10 metformin+oksaliplatin, E2:20
metformin+oksaliplatin, F2:40 metformin+oksaliplatin.
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4.2. LDH Testi ile Sitotoksisitenin Belirlenmesi

4.2.1. Metforminin HT-29 hiicrelerinde olusturdugu sitotoksisitenin LDH testi

ile belirlenmesi

4.2.1.1. Metformine 24 saatlik maruziyet sonrasinda HT-29 hiicrelerinde olusan

sitotoksisitenin LDH testi ile belirlenmesi

Metformin HT-29 hiicre hatti tizerinde 24 saat sonrasinda doz bagimli olarak
sitotoksisiteyi artirmistir.  Kontrol grubunda spontane hicre 6limlerinden
kaynaklanan %1,6+0,48’lik bir sitotoksisite hesaplanmistir. Kontrol grubuna gore, 1
mM metformin sitotoksisiteyi %12,6+1,21°ya ¢ikarmistir (#; p<0,05). 5 mM
metformin %22,6+2,23’ya; 10 mM metformin %27,5+2,77°e; 20mM ve 40mM
metformin ise sitotoksisiteyi %33,1+2,41 ve %38+2,87 c¢ikarmistir (*; p<0,001)
(Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. Metformine HT-29 hicrelerinin 24 saatlik maruziyeti sonrasi sitotoksisitenin LDH
testi ile ol¢iilmiis sonugclari. #; p<0,05, *; p<0,001. (n=3)

4.2.1.2. Metforminine 48 saatlik maruziyet sonrasinda HT-29 hicrelerinde

olusan sitotoksisitenin LDH testi ile belirlenmesi

Metformin HT-29 hiicre hatt1 iizerinde 48 saat sonrasinda doz bagimli olarak
sitotoksisiteyi artirmistir.  Kontrol grubunda spontane hicre 6limlerinden
kaynaklanan %1,8+0,73’lik bir sitotoksisite hesaplanmistir. Kontrol grubuna gore, 1
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mM metformin sitotoksisiteyi %14,6£1,78’ya c¢ikarmistir (#; p<0,05). 5 mM
metformin %26,6+2,49’ya; 10 mM metformin %32,5+3,29°¢; 20 mM ve 40 mM
metformin ise sitotoksisiteyi %39,7+£3,13 ve %45,4+2,99’¢ ¢ikarmustir (*; p<0,001)
(Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Metformine HT-29 hicrelerinin 48 saatlik maruziyeti sonrasi sitotoksisitenin LDH
testi ile ol¢iilmiis sonuglari. #; p<0,05, *; p<0,001. (n=3)

4.2.1.3. Metformine 72 saatlik maruziyet sonrasinda HT-29 hiicrelerinde olusan

sitotoksisitenin LDH testi ile belirlenmesi

Metformin HT-29 hiicre hatt1 izerinde 72 saat sonrasinda doz bagimli olarak
sitotoksisiteyi artirmistir.  Kontrol grubunda spontane hicre &limlerinden
kaynaklanan %1,9+0,41°1ik bir sitotoksisite hesaplanmistir. Kontrol grubuna gore, 1
mM metformin sitotoksisiteyi %20£3,93’ye; 5 mM metformin %29,8+2,02’¢; 10
mM metformin %35,94£2,78’a; 20 mM ve 40 mM metformin ise %40,4+2,06 ve
%48,7+3,58’ye ¢ikarmistir (*; p<0,001) (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Metformine HT-29 hiicrelerinin 72 saatlik maruziyeti sonrasi sitoksisitenin LDH testi
ile 6l¢iilmiis sonuglari. #; p<0,05, *; p<0,001. (n=3)

4.2.2. Metforminin 5-FU ve oksaliplatin ile kombinasyonlarinin HT-29

hiicrelerinde olusturdugu sitotoksisitenin LDH testi ile belirlenmesi

4.2.2.1. Metforminin 5-FU ile kombinasyonuna 48 saatlik maruziyet sonrasinda

HT-29 hiicrelerinde olusan sitotoksisitenin LDH testi ile belirlenmesi

Kontrol grubuna gore, 50 uM 5-FU ve 5-FU’nun 1, 5, 10, 20 ve 40 mM'lik
metformin kombinasyonlarinin tamami sitotoksiteyi artirmistir (*; p<0,001).
Metforminin 20 mM'lik ve 40 mM'lik 5-FU kombinasyonlart yalmiz 50 pM 5-FU
dozuna gore sitotoksisiteyi %51,3+2,92’den, %71,4+1,79’e ve %80,8+2,08’¢
cikarmistir (#; p<0,001) (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. Metforminin (met) 5-FU ile kombinasyonuna HT-29 hicrelerinin 48 saatlik
maruziyeti sonrasi sitoksisitenin LDH testi ile ol¢iilmiis sonuclarl. Kontrol grubuna gére *;
p<0,001, 50 pM 5-FU’ya gore #; p<0,001. (n=3)

4.2.2.1. Metforminin oksaliplatin ile kombinasyonunun 48 saatlik maruziyeti

sonrasinda HT-29 hiicrelerinde olusan sitotoksisitenin LDH testi ile belirlenmesi

Kontrol grubuna gore, 10 uM oksaliplatin ve oksaliplatinin 1, 5, 10, 20 ve 40
mM'lik metformin kombinasyonlarmin tamami sitotoksiteyi artirmistir (*; p<0,001).
Metforminin 20 mM'lik ve 40 mM'lik oksaliplatin kombinasyonlart yalniz 10 uM
oksaliplatin’e gore sitotoksisiteyi %52,2+2,79’den, %73+2,13’e ve %81,8£2,49’¢
cikarmistir (#; p<0,001) (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. Metforminin (met) oksaliplatin ile kombinasyonununa HT-29 hicrelerinin 48 saatlik
maruziyeti sonrasi sitoksisitenin LDH testi ile ol¢iilmiis sonuclari. Kontrol grubuna gore *;
p<0,001, 10 uM oksaliplatine gore #; p<0,001. (n=3)

4.4. HT-29 Hiicre Hattinda Metformin ve Metforminin 5-FU ve Oksaliplatin ile
Kombinasyonlarinin TUNEL Sonuglari

HT-29 hiicre hattinda apoptoz; kontrol grubu, metforminin 1mM, 5mM,
10mM, 20mM, 40mM dozlar1 ve 50 uM 5-FU, 5-FU’nun 1, 5, 10, 20 ve 40 mM'lik
metformin kombinasyonlar1, 10 uM oksaliplatin ve oksaliplatinin 1, 5, 10, 20 ve 40
mM'lik metformin kombinasyonlar1 uygulanarak degerlendirildi. 48 saatin sonunda
TUNEL protokolu uygulandiktan sonra florasan mikroskobunda apoptotik hticreler
tespit edildi. Kontrol grubunda, metforminin ImM ve 5mM dozlarinda apoptotik
hiicrelere rastlanmadi. Apoptotik hiicreler 10 mM, 20 mM ve 40mM metformin
dozunda saptandi. 5-FU, oksaliplatin ve metforminin 5-FU ve oksaliplatin ile

kombinasyonundaki tim gruplarda da apoptoz tespit edildi. (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Metformin ve metforminin 5-FU ve oksaliplatin ile kombinasyonlarina 48 saatlik
maruziyet sonucu HT-29 hiucrelerinin  TUNEL go6ranttleri. A:Kontrol grubu, B:1mM
metformin, C:5mM metformin, D:10mM metformin, E:20 mM metformin, F: 40 mM
metformin. Al:5-FU (50uM), B1l:1 metformin+5-FU, C1:5 metformin+5-FU, D1:10
metformin+5-FU, E1:20 metforin+5-FU, F1:40 metformin+5-FU. A2:oksaliplatin (10um), B2:1
metformin+oksaliplatin, C2:5 metformin+ oksaliplatin, D2:10 metformin+oksaliplatin, E2:20
metformin+oksaliplatin, F2:40 metformin+oksaliplatin.
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4.5. ELISA Yontemi ile Kaspaz- 3 Aktivasyonu Sonugclar
4.5.1. Metformin uygulamasi sonrasi kaspaz-3 seviyesinin dlcimu

Hicrelerde apoptozu belirlemek icin ELISA yontemiyle hiicrelerin kaspaz-3
seviyeleri 6lculdi ve 10mM, 20mM ve 40mM metforminin kaspaz-3 seviyesini
kontrol grubuna gore 1+0,13'den 2,21+0,15'¢, 3,58+0,17'e ve 4,65+0,24'e arttirdig1
tespit edildi (*; p<0,001) (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Metforminin (met) 48 saatlik maruziyeti sonrasinda HT-29 hiicrelerinde kaspaz-3iin
kat artis1 sonuglari. Kontrol grubuna gore *; p<0,001. (n=3)

4.5.1. Metforminin 5-FU ile kombinasyonu sonrasi kaspaz-3 seviyesinin 6lcima

Metforminin 20 mM'lik ve 40 mM'lik 5-FU kombinasyonlar1 kaspaz-3
seviyesini yalmiz 50 puM 5-FU dozuna gore 5,69+0,18’den 8,24+0,14’¢ ve
8,56+0,25¢ ¢ikarmuslardir (#; p<0,001) (Sekil 4.16).

50



9 H #*
= 8
Eﬂ * * *
7 A *
=
g5 &
= 5 -
e 3
Z
R
1 .
ﬂ T T T T T T
Kontrol 50 pm 5-FU 1 mi 5 b 10 mM 20 mM 40 m
met+50 M met+50 M met+50 ub met+50 u met+50 uM
5-FU 5-FU 5-FU 5-FU 5-FU

Sekil 4.16. Metforminin (met) 5-FU ile kombinasyonuna 48 saatlik maruziyeti sonrasinda HT-29
huicrelerinde kaspaz-3iin kat artisi sonuglari. Kontrol grubuna gore *; p<0,001, 50 pM 5-FU’ya
gore #; p<0,001 . (n=3)

4.5.1. Metforminin oksaliplatin ile kombinasyonu sonras1 kaspaz-3 seviyesinin

olcumu

Metforminin 20 mM'lik ve 40 mM'lik oksaliplatin kombinasyonlar1 kaspaz-3
seviyesini yalniz 10 uM oksaliplatin dozuna gore 5,91+0,11’den, 8,44+0,12°¢c ve
8,89+0,16’a ¢ikarmislardir (#; p<0,001) (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Metforminin (met) oksaliplatin ile kombinasyonuna 48 saatlik maruziyeti sonrasinda

HT-29 hiicrelerinde kaspaz-3iin kat artis1 sonuclari. Kontrol grubuna gore *; p<0,001, 10 pM
oksaliplatine gore #; p<0,001 . (n=3)
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5. TARTISMA

Metformin tip 2 diyabet tedavisinde ilk basamak olarak kullanilan insiilin
duyarhlastiric1 bir ilagtir (199). Antidiyabetik etkisini hepatik glukoneogenezi inhibe
ederek, periferal dokulardaki glukoz utilizasyonunu ve insiilin duyarliligini arttirarak
gosterir (200). Diyabet tedavisinde kullaniminin yani sira son yillarda metforminin
obezite tedavisi, polikistik over sendromu ve metabolik sendromda faydali
olabilecegi ve kardiyovaskiiler hastaliklara kars1 koruyucu etkilerinin de bulundugu
ortaya c¢ikarilmistir (201-203). Ayrica metforminin yaslanma karsiti bir madde
oldugunu gosteren arastirmalar da bulunmaktadir (204). Calismamiz agisindan
onemli olan konu ise metformin kanser iliskisidir. Tip 2 diyabetli hastalarda
metformin kullaniminin  kanser riskini azalttigin1 gésteren ilk ¢alismalarin
yayinlanmasinin tizerinden 10 y1l gegmis ve o zamandan beri farkli kanser turlerinde
metforminin etkilerini gosteren ¢ok sayida makale yayimlanmistir (205).
Metforminin anti-kanser etkisinin IGF sinyal yolagini baskilayarak dolasimdaki
insiilin diizeyini diisiirmesi, AMPK aktivasyonu ile mTOR yolagin1 baskilamasi ve
kanserin progresyonunda rol oynayan inflamatuvar stregleri degistirmesi ile ilgili

olabilecegi disiiniilmektedir (206).

Kolon kanseri gelismis tilkelerde 6énemli bir 6lim nedenidir (207). Kolon
kanseri icin ongorilen tedavi, cerrahi rezeksiyonu takiben uygulanan adjuvan
kemoterapidir. Kemoterapide 5-floruurasil, irinotekan, oksaliplatin kullanilmaktadir
(208). Ancak bu ilaglara kars1 direng gelisimi ve yiiksek dozlarinda olusan ciddi
toksik etkiler aragtirmacilar1 farkli ilag molekiilleri aramaya yoneltmektedir (209).
Metforminin insan kolon kanseri Uzerindeki etkileri az bilinse de, etkili olabilecegini
gOsteren ¢alismalar da mevcuttur (210, 211). Gerek farkli kanser turlerinde gosterilen
hiicre proliferasyonunu azaltict ve apoptozu indikleyici etkileri gerekse kolon
kanserinde bu etkileri gOsteren arastirma sayisinin az olmasit nedeniyle,
calismamizda metforminin HT-29 kolon kanseri hiicre hattinda hiicre canliligi ve
apoptoz (zerine etkisi arastirilmistir. Calismamizda Oncelikle metforminin hicre
canliligi iizerine etkisini belirlemek amaciyla MTT testi yapilmistir. MTT
yonteminin avantajlar basit, hizli ve giivenilir olmasinin yani sira radyoizotoplara

gereksinim duyulmamasidir (212). Bu deneylerde metforminin 5 farkli dozunun 24,
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48, 72 saatlerde hiicre canlilig1 {izerindeki etkileri tespit edilmistir. Metformin doz ve
zaman bagimli olarak hiicre canliligin1 azaltmistir. Bu bulgumuz metforminin HT-29
hiicre canliliina etkisini MTT testi ile degerlendiren 2015 yilinda Jia ve ark. yaptig
calismay1 dogrular niteliktetir (213). Bu ¢alismada da metformin 0-40 mM doz
araliginda kullanilmis 24.ve 48. Saatlerde hiicre canliligt degerlendirilmistir.
Bulgularimizla uyumlu diger bir ¢alismada ise hiicre proliferasyonu Alamar Blue
testi ile degerlendirilmistir (148). 0-20 mM dozlarda uygulanan metforminin 24 saat
sonunda doz bagimli olarak hiicre proliferasyonunu azalttig1 belirlenmistir. Alamar
Blue testi MTT ye gore pahali bir yontemdir ancak renk degisiklikleri bu yontemde
hem florometrik hem de spekrofotometrik olarak tespit edilebilmektedir (214).
Bununla birlikte, 2014 yilinda yapilan bir aragtirmada HT-29 hiicre hattinda MTT
testi yapilmis ve metforminin hiicre canliligimni etkilemedigini gdstermistir (215).
Bunun nedeni biiyiik olasilikla, metforminin secilen doz araligidir. Calismada sadece
24 saat icin 1-5 mM metformin dozu test edilmistir. Bu ¢alisma, metforminin HT-29
hiicrelerinde hiicre canliligina etkisini degerlendiren calismalar icinde bu kadar
diisiik doz araliginin ¢alisildig: tek ¢alismadir. Bizim ¢alismamizda ise metforminin
24 saat sonrasinda etkilerinin anlamli olarak 5 mM dozlarinda basladigi goriilmiistiir.
Calismamizin devaminda metforminin farkli dozlarinin yine MTT testi ile belirlenen
uygun 5-FU ve oksaliplatin dozlartyla kombinasyonlarin hiicre canliligi iizerine
etkisi degerlendirilmis ve 20 mM ve 40 mM ‘lik metformin kombinasyonlarinin
yalnuz 5-FU ve oksaliplatine gore hiicre canliligin1 anlamli olarak azaltarak HT-29
hiicrelerinde bu ilaglarla sinerjistik bir etki gosterdigi tespit edilmistir. Literaturde bu
bulgumuzla birebir karsilastiracagimiz baska bir ¢alisma bulunmamakla birlikte 2014
yilinda yapilan bir caligmada metforminin 5-FU ve oksaliplatin ile kombinasyonunun
HT-29 hiicrelerinde sinerjistik olarak hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi MTT testi
ile gOsterilmistir ancak bu ¢alismada HT-29 hiicreleri énceden kemorezistan hale
getirilmistir (216). Bunun disinda, metforminin 5-FU’nun antiproliferatif etkisini
artirdigim1 farkli bir kolon kanseri hiicre hattinda (SW620) yine MTT testi ile

gosteren bir ¢alisma mevcuttur (23).

MTT testinin ardindan metforminin ve metforminin 5-florourasil ve
oksaliplatin ile kombinasyonlarinin HT-29 hiicrelerinde olusturdugu sitotoksisiteyi

belirleyebilmek amaciyla LDH testi uygulanmigtir. LDH testi giivenilir ve hizh
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uygulanabilen bir test olmasi nedeniyle tercih edilirken; MTT testinden daha az
duyarli oldugu belirtilmektedir (217). Sitotoksisiteyi gostermek igin nétral red ve
ATP o6l¢timiine dayali testler de kullanilabilmektedir ancak noétral red testi LDH
testine gore daha az duyarlidir. ATP 0Olciim testleri ise 6rnekler okutulurken farkli
liiminisens 1s1malarin sonuglar1 etkileyebilecegininin gosterilmesi nedeniyle tercih
edilmemistir (218). LDH deneylerinde metforminin 5 farkli dozunun 24, 48, 72
saatlerde HT-29 hiicrelerinde olusturdugu sitotoksisite tespit edilmistir. Metformin
doz ve zaman bagimli olarak sitotoksisiteyi artirmistir. Ayrica metforminin farkl
dozlarmin 5-FU ve oksaliplatinle kombinasyonlarinin sitotoksisite iizerine etkisi
degerlendirilmis ve 20 mM ve 40 mM ‘lik metformin kombinasyonlarinin yalnuz 5-
FU ve oksaliplatine gore sitotoksisiteyi anlamli olarak artirarak HT-29 hiicrelerinde
bu ilaclarla sinerjistik bir etki gosterdigi tespit edilmistir. Elde edilen LDH sonuglari
MTT testi sonuglariyla uyumludur. Calismamizda 48 saatlik 10 mM metformin
uygulamasmin ardindan tespit edilen hiicre canlihigi %68,6+1,48; hiicre 6limi
yuzdesi ise %32,5+3,29’tir. Metforminin tek basma ve kombinasyon
uygulamalarinin tiimiinde bu sonug gibi birbirini dogrular sonuglar elde edilmistir.
HT-29 hucrelerinde metformin ve metformin 5-FU, oksaliplatin kombinasyonlarinin
olusturdugu sitotoksistenin LDH testi ile belirlenmesi ile ilgili literatiirde kaynak
bulunmamaktadir. MTT ve LDH testlerinin ardindan metformin ve metforminin 5-
FU ve oksaliplatin ile kombinasyonlar1 uygulanan HT-29 hucrelerinin faz invert
mikroskopta hiicre yogunlugu ve morfoloji de degerlendirilmistir. Bu
degerlendirmede MTT ve LDH bulgularimiz  mikroskobik  gorintulerle

desteklenmistir.

Apoptozun asirihigl ya da azhigimin kanser ya da otoimmiin hastaliklar gibi
birgok hastaligin patogenezinde énemli olmasi nedeniyle kolay ve ¢abuk uygulanan
yontemlerle belirlenebilmesi énemlidir (184). Calismamizda apoptozu saptamak icin
oncelikle  TUNEL yontemi kullanilmistir.  TUNEL igin  HT-29 hiicrelerinde
metforminin farkli dozlar1 ve bu dozlarin 5-FU ve oksaliplatinle kombinasyonlar1 48
saat icin uygulanmig, metforminin doz bagimli apoptotik etki gosterdigi ve 5-FU ve
oksaliplatinin apoptotik etkinliklerini ~ artirdigi  gozlemlenmistir. Bulgumuz
metforminin HT-29 hiicrelerinde apoptoz lizerine etkisini arastiran baska bir ¢alisma

ile de uyumludur (26). Bu calismada metformin 0-10 mM doz araliginda 72 saat
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uygulanmis ve Annexin V yoOntemi kullanilarak flow sitometri ile HT-29
hiicrelerinde apoptozu indiikledigi belirlenmistir. Anneksin V yonteminde nekrotik
hiicrelerin de zaman zaman isaretlenebilmesi spesifitesini diisiirse de flow sitometri
ile nekroz ve apopitoz birbirinden ayirt edilebilmektedir (219). Literatirde
metforminin ya da metforminin farkli ilaglarla kombinasyonlarimin HT-29 kolon
kanseri hiicrelerinde apoptotik etkisini TUNEL yontemi ile degerlendiren galisma
bulunmamaktadir. Farkli kanser hiicre kiiltiirii hatlarinda ise metforminin apoptotik
etkisi TUNEL yontemi kullanilarak incelenmis ve metforminin prostat kanseri
hicrelerinde (LNCaP, PC3 ve DU145) ve oral skuamdz kanser hicrelerinde (HSC-3,
HSC-4) apoptozu indiikledigi tespit edilmistir. (220, 221).

TUNEL yonteminden sonra ile HT-29 hicrelerinde ELISA yoéntemi ile
kaspaz-3 duzeylerini Olgerek metforminin apoptotik etkinligini dogrulanmustir.
Apoptotik sinyal geldiginde kaspaz-3 enzimi yarilarak alt linitelerine ayrilir. Bu iki
alt tinite kendi arasinda tetrametrik bir yapi olusturarak kaspaz-3 enzimi aktif hale
gecer. Aktif hale gecen kaspaz-3’iin 6lglimii apoptozu saptamak icin kullanilir (222).
Kaspaz-3’iin haricinde kaspaz-8’in 6l¢iimii de kolon kanseri hiicrelerinde apoptozu
belirlemek i¢in kullanilmaktadir (223). Kaspaz-3 aktivasyonun kolorimterik olarak
Olcimu deneyi icin, HT-29 hiicrelerinde metforminin farkli dozlar1 ve bu dozlarin 5-
FU ve oksaliplatinle kombinasyonlar1 48 saat i¢cin uygulanmis ve metformine bagl
olarak HT-29 hucrelerinde kaspaz-3 dizeyini ylkselterek apoptotik etki gosterdigi ve
5-FU ve oksaliplatinin apoptotik etkinliklerini artirdig: tespit edilmistir. Elde edilen
bu sonuglarla TUNEL sonuglarinin birbirini dogrular 6lgiide olmasi metforminin HT-
29 hiicrelerinde apoptotik etkinligi oldugunu diistindiirmektedir. Metforminin 5-
FU’nun apoptotik etkisini artirdigin1 dogrulayan, apoptozun Anneksin-V kullanilarak
flow sitometri ile tespit edildigi, yukarida daha Once soziinil ettigimiz bir literatlr
caligmasi bulunmaktadir (23). Bununla birlikte, yine daha once soziinii ettigimiz
2014 yilinda yapilan bir arastirma metforminin apoptozu indiiklemedigini de idda
etmektedir (215). Bunun nedeni biiyiik olasilikla, metforminin segilen doz araligidir.
Metforminin apoptoza olan etkisi degerlendirilirken 6nemli bir nokta da metforminin
AMPK/mTOR yolagi gibi kaspazdan bagimsiz yolaklarla da hicreyi o6lume
gotiirebilecegidir (224). Calismamizda kaspazdan bagimsiz olan bu mekanizma

degerlendirilmemistir. Metforminin gozlemledigimiz tim bu etkilerinin yani sira
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belirtilmesi gereken Onemli nokta deneylerde kullanilan dozudur. Bu ¢alismada
kullanilan dozlar literatiirde bildirilen bir¢ok in vitro ve klinik 6ncesi ¢aligmada
kullanilan dozlarla (1-100 mM) benzerlik gosterse de metforminle tedavi edilen tip 2
diyabet hastalarindaki kan konsantrasyonunun (yaklasik 50 uM) ¢ok iistiinde oldugu
unutulmamalidir  (225). Arastirmacilar, bu Yiksek dozlarda kullaniminda
metforminin hiicre organellerinde ve dokularda birikebilecegini belirtmislerdir (225,
226).

Sonu¢ olarak, ¢alismamiz metforminin insan kolon kanseri hiicrelerinde
apoptotik etki gosterdigini, 5-florourasil ve oksaliplatinin apoptotik etkilerini
arttirdigin1 gostermektedir. Bu agidan metforminin kolon kanseri tedavisine destek
olabilecek bir ilag olabilecegini diisiindiirmektedir ancak bu konudaki aragtirmalarin

kapsami genisletilmeli ve klinik ¢aligmalarla dogruluklar1 kanitlanmalidir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz arastirmanin sonuglarini asagidaki gibi siralayabiliriz:

1. Metformin HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde hiicre canliligini azaltmis ve

sitotoksisiteyi arttirmistir. Ayrica doz bagimli apoptotik bir etkinlik gostermistir.

2. Metforminin 5-FU ve oksaliplatin ile kombinasyonlarinda bu ilaglara bagl
sitotoksisite artmistir. Ayrica metformin  5-FU ve oksaliplatinin  HT-29

hlcrelerindeki apoptotik etkinliklerinin artmasini saglamistir.

Elde ettigimiz sonuglara dayanarak metforminin kolon kanseri tedavisine
eklenebilecek bir aday molekiil olabilecegi yorumunu yapabiliriz. Bununla birlikte
metforminin bu etkilerini hangi mekanizmalar iizerinden gerceklestiginin tam olarak

aydinlatilabilmesi igin bagka bilimsel ¢alismalara da gereksinim oldugu agiktir.
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