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OZET

METFORMININ NORONAL HUCRE KULTURUNDE PROLIFERASYON
VE APOPTOSIS UZERINE ETKISI

Metformin (1,1-dimethylbiguanide hydrochloride); Galega officinalis isimli
bitkinin 6zitinden e¢lde edilen, Tip 2 Diabetes Mellitus (DM2) tedavisinde yaygin
olarak kullamlan ilaglardan biridir. Diyabetik hastalarda hepatik glukoz itretimini
azaltip, insilin duyarhhigim ve glukoz utilizasyonunu artirmaktadir. Molekiiler
dizeyde etkisi 5' Adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK)
enziminin aktivasyonuyla agiklanmaktadir. Bunun diginda, AMPK aktivasyonu
memeli hiicrelerinde mammalian target of rapamycin (mTOR) inhibisyonu yaparak
da protein sentezi ve hicre proliferasyonunu kontrol edebilmektedir. Bu bilgiler
metforminin timér bayiimesini  yavaslatacagi ve kanser riskini azaltacagi
varsayimini giiglendirmigtir. Nitekim son yillarda 6zellikle hayvan modellerinde ve
hiicre kiltiirlerinde yapilan ¢alismalar metforminin kanser hiicreleri tizeride toksik
etkinlifi olabilecegini gostermistir  Bu nedenle biz de aragtirmamizda insan
glioblastoma multiforma (T98G) hiicre serisinde metforminin etkinligini bu ag¢idan
degerlendirmeyi amagladik. Diger taraftan arastirmamizda, hiicrelerde oksidatif stres
ve buna bagli apoptosis olusturdugu bilinen hidrojen peroksit (H2O;) varliginda da
metforminin T98G hiicreleri Gizerindeki etkinligi ¢alisilmistir.

Deneyler igin oncelikle T98G hiicre kaltirii yapilmis, daha sonra 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2 5-diphenyltetrazolium  bromide (MTT) yontemi ile
morfolojik degerlendirme, sitokimyasal floresan boyama, Terminal deoxynucleotidyl
transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) yontemi, kaspaz-3 aktivitesi ve agaroz
jel elektroforez yontemi kullanillarak da metforminin T98G  hucrelerinde
proliferasyon ve apoptozis lizerine etkisi aragtirilmistir.

Sonugta, ¢alismalarimizin bulgulan metforminin T98G hiicre serisi tizerinde
belirgin bir apoptotik etkisi oldugunu ve H,O, varhiinda da bu etkinin arttiin
ortaya ¢ikartmistir. Aragtirmamizin diger bir bulgusu ise metformine bagh bu etkinin

doza ve zamana bagiml oldugudur.

Anahtar Kelimeler: Metformin, Apoptosis, Hidrojen peroksit, Hiicre kaltiiri.
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ABSTRACT

PROLIFERATIVE AND APOPTOTIC EFFECT OF METFORMIN ON
NEURONAL CELL CULTURE

Metformin (1,1-dimethyl biguanide hydrochloride); extract obtained from the
plant which name is Galega officinalis. Metformin is one of the drugs commonly
used to treat Type 2 diabetes(DM2). Metformin reduces hepatic glucose production,
increase insulin sensitivity and glucose utilization in diabetic patients. At the
molecular level the effect of metformin is explained by the effect of the AMPK
enzyme activation. In addition, as in mammalian cells activation of AMPK inhibition
of mTOR, it able to control of protein synthesis and cell proliferation. This
information strengthened the hypothesis that metformin reduce the risk of cancer and
slow tumor growth. Studies in recent years, especially in animal models and cell
cultures have shown that metformin has toxic effect in the cancer cells. For this
reason, we also study the effectiveness of metformin in human glioblastoma
multiforme (T98G) cell lines. On the other hand in our study; on T98G cells, effect
of metformin the presence of hydrogen peroxide (H>O») that is known to cause
apoptosis via oxidative stress in cells.

Primarily, T98G cells to cultures for experiments, then MTT method and
morphological evaluation, cytochemical fluorescent staining, TUNEL, caspase-3
activity and agarose gel electrophoresis method using the effect of metformin on
T98G cells for determine proliferation and apoptosis were investigated.

In conclusion, the findings of our work; metformin significant apoptotic
effect on the cell line T98G and in the presence of H>O, that this effect increases.

Another finding of our study is this effect of metformin is dose-and time-dependent.

Keywords: Metformin, Apoptosis, Hydrogen peroxide, Cell culture.
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1.GIRIS

Metformin Tip 2 DM da sikga regete edilip, hastalar tarafindan da yaygin
olarak kullamilan biguanit tiirevi bir ilagtir. Iskelet kaslan ve yag hiicrelerinde
instlinin etkinligini arttirip, sindinim sisteminden ise glikoz absorbsiyonunu azaltarak
etki gostermektedir (1-5). Son yillarda metformin kadinlarda polikistik over
sendromunun tedavisinde de kullanilmaktadir (6). Dikkate deger bir diger durum ise;
metformin kullanan diyabetiklerin ve kardiyovaskiiler hastaligi bulunan kisilerin
hayatta kalma oraninin arttiginin gozlenmesidir (7). Aragtirmalar metformine bagl
olarak daha saglikli bir hayat saglanabilecegini diisindiirmektedir (8-10).

Metforminin bu genel kullammlan disinda degisik hastalik durumlarinda da
olasi etkinligi aragtinlmaktadir. Aragtirmalardan bazilarinin konusu metforminin
santral sinir sistemi hastaliklan tizerine etkileridir. Bu hastaliklar 6zellikle Alzheimer
ve Parkinson gibi néron hiicrelerinin apoptozise ugradigi hastaliklardir. Néron
hiicresi igersinde esas olarak apoptotik kaskati diizenleyen mekanizmanin
permeability transition pore (PTP) ve Bel-2 ailesi proteinleri oldugu dagtinilmektedir
(11). Metformin ise hiicrede PTP kanallarini kapatarak noroprotektif etki gosterdigi
gozlemlenmistir (12). Diger taraftan, noérodejeneratif hastaliklarin ve noérolojik
sorunlarin patolojisinde serbest oksijen radikallerinin buiyilk olgiide rol oynadig
disuniilmektedir (13,14). Bu agidan bakildiginda metforminin diyabetik hastanin
sinir sisteminde antioksidan etki gosterdiginin gosterilmis olmasi &nemli bir
bulgudur (15). Bunlarin disinda yapica metformine ¢ok benzeyen fenforminin
NMDA reseptorleri araciligy ile kalsiyum dengesini diizenlendigi ve norotoksisiteyi
azalttig gosterilmistir (16).

Son zamanlarda metforminin kanser hicreleri Uzerindeki etkisi Uzerinde
durulmaktadir (17). Bunun nedeni metformin kullanan DM2 hastalarinda kanser
riskinin azaldigini  gosteren arastirmalardir(18,19). S6z konusu arastirmalarin
yanisira, meme kanseri tedavisinde metformin kullanilmasini destekleyen yayinlar da
bulunmaktadir (20,21). Metforminin bu etkisi dogrudan AMPK aktivasyonu
yapmasiyla  agiklanmaktadir. Boylece  metformin  kanser  hiicrelerindeki
proliferasyonu azaltmaktadir (22-25). Diger bir goris ise metforminin bu etkisini

mTOR uizerinden gergeklestirdigi yoniindedir (26).



Onemli olan bir bagka nokta ise; metforminin kan beyin bariyerini gegip
gecemedigidir. Yuksek Basingli Sivi Kromatografisi (HPLC) metoduyla yapilan
hayvan deneylerinde metforminin santral sinir sistemine de ulasabildigi gosterilmistir
(27). Bunun yamnda oral olarak uygulanan metforminin beyinde AMPK
aktivasyonunu arttirdigi gosterilmistir. Bu durum; metforminin kan-beyin bariyerini
gecebildiginin ve saglikli beyinde farmakolojik etki gosterebildiginin destekleyicisi
olarak dugtnialmektedir (28).

Yukanda o6zetledigimiz literatir 1s18inda planladigimiz bu ¢alismada;
metforminin néronal hiicre kiltiirleri ve hidrojen peroksit bagimli toksisite tizerine
etkisinin degerlendirilmesi amaglanmigtir. Sonug olarak, aragtirmamizin bulgular
metforminin néronal kaynakli kanser hiicreleri tzerindeki etkisini gosterecek ve

belki de bu hastaliklarin tedavisine yeni bir bakis agis1 kazandiracaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Metformin
2.1.1. Bulunusu

Metformin (1,1-dimetilbiguanid hidroklorid) Tip 2 Diabetes Mellitusta stkca
regete edilip, hastalar tarafindan da yaygin olarak kullanilan ilaglardan biridir.
Galega officinalis isimli bitkinin 6zutinden ¢lde edilen biguanid yapili bir maddedir
(29,30) (Sekil 2.1). Tarihte Galega officinalis’in ilk kullanimlan bitkisel ilag olarak
ortacag Avrupasinda gorulmektedir. Diyabet tedavisinde kullanimi ise oOzellikle
1930’1arin sonlarina dogru Fransa’da olmustur. Aslinda Galega officinalis ile ilk
calismalar 1800’lerin sonlarinda “guanidin” yapisinin bulunmasiyla baglamig ve
1918 yilinda da guanidinin hayvanlarda hipoglisemik aktiviteye sebep oldugu
gosterilmigtir. Ancak 1920°lerde guanidinin klinik kullaniminin  toksik oldugu
gorulince yine aymi bitkiden elde edilmis ve daha az toksik olan “galegin”
antidiyabetik ilag olarak kullanilmaya baglandi. Yine aym yillarda hem daha iyi
tolere edilebilen hem de daha etkili iki sentetik diguanin olan “sitalin A” ve “sitalin
B” de kullanilmaya baslandi. 1929°da ise “dimetilbiguanidinin” de i¢inde bulundugu
bazi biguanidinler sentezlendi. Sentezlenen biguanidler hayvanlarda toksik degildi
ancak insanlar izerinde heniiz higbir test yapilmamisti (31). Metformin hakkinda ilk
ciddi makale ise Jean Sterne tarafindan yayinlanmigtir. Bu makalede Sterne
metformini glukoz yiyici anlamina gelen “Glucophage” olarak adlandirmaktaydi
(32). Daha sonralart yine biguanidlerden olan “fenformin” ve “buformin” de
kullanima girdi. Ancak bu ilaglarla olugan laktik asidoz vakalan dikkat ¢ekiciydi.
Ilerleyen yillarda metformin, digerlerine gore daha az laktik asidoza sebep olmast,
hipoglisemi ve kilo almaya neden olmamasiyla dikkat ¢ekti. Sonugta da tedavide en

fazla tercih edilen biguanid oldu (31).
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Sekil 2.1. Galega officinalis bitkisi ve bundan guanidin yapih molekiiller (29,30)

Sekil 2.2. Metforminin kimyasal yapisi (33)



2.1.2. Kimyasal yapisi

Metformin sentezinin orijinal tanimu ilk olarak 1921 de yapilmistir (34). Buna
gore esit molaritede dimetilamin ve 2-siyanoguanidin toluen igersinde eritilmis ve
sonra bu islemler sirasinda soliisyon sogutalarak yogunlastirilmigtir. Sonrasinda ise
esit molaritede HCl vyavas¢a solisyona eklenmistic Karigim kendiliginden
kaynamaya baglayip ve sonrasinda sogutuldugunda metformin hidroklorit ¢okeltisi
elde edilmistir (35) (Sekil 2.2).
2.1.3. Farmakokinetigi
2.1.3.1. Absorbsiyon

Metformin gastrointestinal sistemden emilimi yavas ve biyoyararlanimi %50-
%60 oraninda olan bir ilagtir. Tek dozunun doruk plazma konsantrasyonuna (Tp,y)
ulagmasi yaklasik ¢ saat olarak hesaplanmigtir (36). Metformin ile 850 mg'dan 2550
mg'a kadar dozlarda yapilan galigmalarda emilimin tam olmamasi ve doygunluga
ulagmasi sebebiyle biyoyararlanimin doz ile dogrusal orantili olmadigi tespit
edilmistir (37). Gastrointestinal sistemde metformin emiliminden temel olarak
“Plasma Membrane Monoamine Transporter” (PMAT) proteinlerinin sorumlu oldugu
disiniilmektedir (38). Ince bagirsakta az bulunmalarina ragmen “Organic Cation
Transporters” (OCTs) OCTI1 ve OCT2 proteinlerinin de metfromin emiliminden
sorumlu oldugu diisiinilmektedir (39,40).
2.1.3.2. Dagihim

Metfrominin kanda plazma proteinlerine baglanmasinin ihmal edilicek kadar
az oldugu gorilmistir (36). Bununla birlikte, dokularda dagilimi yiksek olan bir
ilagtir. Metfrominin sanal dagilim hacmi (Vg4) 300 litre olarak hesaplanmig (41),
kararli durum plazma konsantrasyonuna 24-48 saat iginde eristigi belirlenmigtir (37).
Mettorminin kandaki iyonizasyonu % 0.01 den daha azdir. Bu da metformini birgok
bazik ilagtan daha bazik yapmaktadir. Ancak metforminin lipofobik 6zellikte olmasi
hiicre icersine pasif difiizyonla hizhi bir gekilde girebilmesine engeldir (41). Yukarda
da belirtildigi gibi hiicre i¢ine ulagmasimn OCTs proteinleri tarafindan
gerceklestirildigi bulunmugtur (39,40).
2.1.3.3. Metabolizma

Tek doz intravendz uygulanmayi takiben metformin idrardan degismeden

atilmaktadir. Karacigerde metabolizmaya ugramadigi gibi safra yoluyla da



atilmamaktadir (37). Aym zamanda idrarda metformin metabolitlerine de
rastlanilmamistir (42).
2.1.3.4. Atthm

Saghkli deneklerde, ginde iki kere 1000 mg’lhik metformin verilmesi
sonrasinda plazma konsantrasyonunun 0.4mg/L ile 1.3mg/L arasinda degistigi
saptanmistir. Renal fonksiyon bozuklugu olmayan bireylerde metfrominin yarilanma
omrii (t..) yaklasik S saat olarak gosterilmistir (43). Oral uygulanmasim takiben
emilen ilacin yaklastk % 90’1 boébrek yolu ile 24 saat iginde atilmaktadir (37).
Metfrominin renal klerensi yuksektir. Bunun ti¢ nedeni oldugu disintlmektedir:
1 Metformin ufak molekil yapisina sahiptir ve plazma proteinlerine
baglanmamaktadir 2. Bobrekte metforminin transportundan sorumlu birden c¢ok
protein bulunmaktadir 3. Metforminin yagda ¢ozinirliginin dusik olmasi
nedeniyle tekrar emilim minimum diizeyde olmaktadir (36,42.44).

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

Metfrominin temel islevi hepatik glukoz tretimini azaltmasi ve periferik
insilin duyarliligim arttirarak hiperglisemiyi dizeltmektir (45). Metformin aym
zamanda ¢izgili kaslarda glukoz utilizasyonunu arttirip, plazma trigliserid diizeyinin
de dismesini saglamaktadir (46). Ayrica metformin hepatik glukoneojenezisi de
inhibe etmektedir (47). Metformin bu etkileri “Liver Kinase B1” (LKB1) bagimli
aktive edilmis AMPK mekanizmasi araciligi ile sagladig dusiiniilmektedir (46,47).
AMPK’nin ise ozellikle enerji metabolizmasi ve dengesi yoninden ¢ok Onemli bir
rolii oldugu diistinilmektedir(48).

Memelilerde, AMPK nin gorevi yag asidi, protein ve kolesterol sentezi gibi
metabolik yolaklarin modiilasyonunu saglamaktir. Bunun yaninda hiicre i¢ine glukoz
tasinmasi ve karacier ile iskelet kaslarinda glikoliz mekanizmasinda da rol
oynamaktadir (49). Bu asamalarda AMPK, hiicre i¢i enerji sensorii olarak glukoz
modilasyonu ve yag asidi metabolizmasinda gorev almaktadir (50). AMPK’nin
eksersiz gibi fiziksel uyan, kas kasilmasi, adiponektin ve leptin gibi hormonlarla,
fizyolojik streste, glukoz yoksunlugunda, hipokside, oksidatif streste ve osmotik
sokta etkin hale geldigi gosterilmistir. Bu durumun glukoneogenezisi ve lipogenezisi

inhibe ederken, yag asidi oksidasyonunu ve lipolizisi arttirdi@ dustiniilmektedir



(51,52) (Sekil 2.4).

AMPK aracilikli  mekanizmanin = bulunusu 1973 yilinda yaymnlanan
birbirinden bagimsiz iki ayn ¢alisma ile olmugtur.  Bu aragtirmalarda asetil-CoA
karboksilaz (ACC) ve 3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA-isoprenoid (HMG-CoA)
rediiktazin Adenozin trifosfat (ATP) ile inkiibe edilmesi sonucu inaktive oldugu rapor
edilmistir (53,54). Bu yayinlarda; bulunan bu iki grubun etkinliginin fosforilasyon
sonucu ortaya ¢iktigl, bu fosforilasyonu saglayanin da bir protein kinaz oldugu
distiniilmekteydi. Nitekim, 1987 yilinda bu protein kinaz bulunarak adi AMPK
olarak belirlendi (55).

AMPK’nin bir¢ok alt tniteden olustugu belirlenmistir. Bunlar, her biri iki
veya daha fazla izoformu olan, farkli genler tarafindan kodlanan, farkli dokularda
farkli oranlarda sentezlenen o, B ve y alt tniteleridir (56). o alt Unitesinin iki
izoformu (a1, a2) kinaz bolgesinde N-terminalin yarisim olugturmaktadir (57). Ayni
zamanda o alt Unitesi katalizor bolgeyi de igermektedir ve burada bagka kinazlar
tarafindan fosforile edilen o6nemli bir duzenleyici olan threonin 172 (Thr' ™)
bulunmaktadir (58). B (B1, B2) alt tnitesi glikojen-baglayan C-terminal bolgesini
igermektedir. Iskelet kaslannda hiicre igi yiiksek glikojen seviyesinin B alt tinitesini
etkileyerek AMPK’yi inhibe edebilecegi gosterilmistir (59). y (yl1, y2, y3) alt unitesi
ise dort tekrarli 1ki bélgeden olugmaktadir (57) (Sekil 2.3).

AMPK’nin aktivasyonunun iki sekilde oldugu dusiiniilmektedir. Birincisi
AMP’nin baglanmast sonucu AMPK’nin aktive olmasi (55), ikincisi ve daha
onemlisi, AMPK o alt tnitesine LKB1 kinazin baglanarak AMPK’yi fosforile

etmesidir (60). AMPK nin « alt iinitesinde bulunan Thr'"?

bolgesini fosforile eden
ana kinazin LKB1 ve iki yardim¢r alt iinite STRAD (Ste20-bagimli adaptor) ve
MO25 (mouse protein 25) oldugu dusinilmektedir. STRAD ise LKB1 kompleksine
katilan Thr'”? nin fosforilasyonu i¢in gerekli olan bir alt unitedir (61) (Sekil 2.3).
LKB1'nin aym zamanda AMPK alt ailesinden 13 kinazi aktive edebildigi
gosterilmigtir (62). LKBI, STRAD ve MO25’in yaninda AMPK’y1 LKB1’den
bagimsiz Ca® /kalmodulin bagimli protein kinazin (CaMKK) da aktive edebildigi
dusunilmektedir (63). Hiicre i¢i Ca®' artisginin ise CaMKK aktivitesinin artigindan

sorumlu oldugu bilinmektedir (64) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. AMPK aktivasyonunun molekiiler yapis1 ve isleyisi (65,66)

Sekil 2.4. AMPK nin organlarda ki bashca etkileri (67)




AMPK aktivitesinin htcre i¢i  solunum  zincirindeki Kompleks 1
inhibisyonuna bagli oldugu da gosterilmigtir (68). Kompleks 1°in inhibisyonu
AMP/ATP diizeyinin artmasina bunun da AMPK’nin aktivasyonuna neden oldugu
dustniilmektedir (68). Hiicre i¢i solunumun azalmasi sonucu ise hiicrede glikojenezis
azalmaktadir (69). Bu bulguyla uyumlu olarak yiiksek metformin konsantrasyonunun
hiicrede total ATP seviyesini baskiladigi bildirilmigtir. Bu durumun da hiicrede
AMP/ATP oraninin artmasina neden oldugu aciktir (70).

AMPK’nin bir diger islevinin ise ¢izgili kas hekzokinaz ve glukoz
tagtyicilarinin (Glutd: Glucose transporter type 4) ekspresyonunu inditklemesi oldugu
diusinilmektedir (71). AMPK aktivasyonunun aym zamanda "sterol regulatory
element-binding proteins" (SREBP-1) mRNA ve protein ekspresyonunun
azalmasinda rol oynadig dasiinalmektedir. SREBP-1’in is¢ dislipidemi ve insiilin
direncinin patogenezinde rol oynadig: distiniilmektedir (72).

2.1.5. Metforminin kullamim alanlar:
2.1.5.1. Metformin ve diyabet

2025 yilinda dinya genelinde 300 milyon bireyin diabetes mellitus olacag
ongorilmektedir (73). Dinya saglik orgiti (WHO) diyabet tanisim kan glukoz
dizeyine gore aglikta; glukoz > 70 mg/dl ve glukoz yiiklenmesinin (75g) ardindan 2
saatin sonunda; glukoz > 110 mg/dl olarak belirlemistir (74). Diyabet hastalarinin %
90 gibi biytk bir bélimi DM2 hastasidir, geri kalan % 10’luk bir kismini ise tip 1
ve diger diyabet hastalan olusturmaktadir. DM2 karakteristik olarak 4 ana metabolik
anormallik gostermektedir: 1.0Obezite 2. Insiilin etkinliginde azalma 3. Insilin
saliverilmesinde fonksiyonel bozukluk 4. Dokularin glukoz kullaniminda azalma
(75,76).

Metforminin hepatik glukoz dretimini dogrudan glukoneogenik enzimlen
(fosfoenolpruvat karboksikinaz, fruktoz-1,6-bisfosfataz, ve glukoz- 6-fostataz) inhibe
ederek disiirdigi duginiilmektedir (77). Metforminin karacigere glukoz alinmasini
arttirmasinin yani sira glikolitik enzimleri (hekzokinaz, glukokinaz ve piruvat kinazi)
aktive ederek glikolizisi uyardigi da bilinmektedir (77). Bunun yani sira metformin
insilin reseptor birimlerinin  (insulin reseptér substrat (IRS) -1 ve -2)
fosforilasyonunu  arttirmaktadir ~ (77).  Metforminin  karacigerde  anahtar

glukoneogenik genlerin ekspresyonunu da inhibe etmektedir (78). Diger taraftan,



metforminin iskelet kaslarinda da insilin duyarliliini arttirdigi gosterilmigtir (77).
Metforminin insiline direngli iskelet kasi hiicrelerinde insilin reseptorlerinde IRS-1
fosforilasyonu ve fosfatidilinozitol 3-kinaz (PI3K) aktivasyonunu azaltarak etki
gosterdigi anlasilmigtir (77). Iskelet kaslarindaki bir baska etkisi ise atipik protein
kinaz C (aPKC) izoformunu indiikleyerek glukoz taginmasinda gérev alan GLUT-4'i
aktive etmektir (77). Metforminin pankreatik adacik hiicrelennde de AMPK
aktivasyonunu diizenleyerek B-hiicresi fonksiyonlarini etkileyebildigi
diisiniilmektedir (79). Ozetle; Metformin; 1. Insiilin duyarlilifini arttirarak (80), 2.
Kaslarda glukoz utilizasyonunu arttirarak (81), 3. Hepatik glukoz iiretimini azaltarak
(82), 4. Glukoz ve yag asidi metabolizmasinda rol oynayan AMPK yolaginin
aktivasyonunu arttirarak (83) etki gosterir.

DM2’de metformin kullanimi ¢konomik olmasi, kilo kaybimi arttirmasi,
hipoglisemiye sebep olmamasi ve glukoz disiiriicii etkisi sebebiyle European
Association for the Study of Diabetes (EASD) ve American Diabetes Association
(ADA) tarafindan tavsiye edilmektedir (84). DM2’li obez hastalarda kan glukoz
seviyesini kontrol etmede metformin kullanimini éngéren (85) yayinlarin yaninda
obez olmayan DM2’li hastalarda da metformin kullamminda kan glukoz diizeyinin
diizenlenmesinde metforminin etkinligini destekleyen yayinlar bulunmaktadir

(86)(Sekil 2.5).



Sekil 2.5. Metformin ve DM2 arasindaki iliski (77)
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2.1.5.2. Metformin ve polikistik over sendromu (PKOS)

PKOS ireme ¢agindaki kadinlann % 5-10"unu etkileyen bir hastaliktir (87).
PKOS tamst konmus kisilerde dogurganligin azalmasi, menstriiel dizensizlik,
hiperandrojenizim, kronik anovulasyon (88), diisiik riskinde artis (89) ve obezite (90)
gorildagh  bilinmektedir.  Hastahigin  basrolinde instlin rezistansina bagl
hiperinsilineminin de rol oynadig1 disinilmektedir (91). Buna gore hiperinsilinemi
androjen Uretimini ve seks hormonu-baglayict globulin (SHBG) sentezini artirmakta
ve sonugta hiperadrojenizim ve PKOS ortaya ¢ikmaktadir (92). Bu durum
metforminin insiilin-glukoz metabolizmasim diizenleyerek PKOS’da etkili bir tedavi
aract olabilecegi ortaya ¢ikartmaktadir (93). Bilindigi gibi insulin bazi steroidojenik
enzimler, 17a-hidroksilaz/17,20-liyaz(CYP17) ve 3b-hidroksisteroid dehidrojenaz
3b-HSD), P450 side-chain cleavage (P450scc) ve steroidogenic acute regulatory
protein (StAR, STARDI) proteinini Gzerinde uyarici bir etkiye sahiptir (77).
PKOS’da metforminin insillin direncini azaltarak, sitokrom P-450c17a (CYP17)
aktivasyonunu disgiirerek androjen tretimini azaltti§ distiinilmektedir (94). Bunun
yaninda metforminin overler tizerindeki dogrudan etkisi ile insilin tarafindan
graniiloza hiicrelerinde tretimi uyarilan 17B-6stradiol (E2) ve progesteron iiretimini
inhibe ettigini gosteren yayinlar da vardir (95) (Sekil 2.6). Yukanda anlatilan
mekanizmaya uygun olarak PKOS nedeniyle 6 ay metformin tedavisi uygulanmig
hastalarda foliikiil biiyiimesinin yavagladigi, millerian hormon ve foliikiil sayisinda
da azalma olustugu belirlenmigtir (96). Bu hastalarda metformin tedavisi daha
dizenli bir ovulasyon saglamis ve aym zamanda menstriel dongiy( de olumlu

sekilde diizenlemistir (97, 98).



Agiel androjende azahs - Dogurganhkta ovarial dizelme

Sekil 2.6. Metformin ve PKOS arasindaki iliski (77)

The National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel III
(NCEP-ATP III) tanimlamasina gore kadinlardaki metabolik sendromun tanist 5
kriterden en az 3’iine uymak olarak degerlendirilmektedir. Bunlar; 1. Bel ¢evresinin
88 cm ustiinde olmast 2. Kan basincinin 130/85 mm Hg ve ustiinde olmasi 3. A¢lik
serum glukoz diizeyinin en az 100 mg/dl olmasi 4. Trigliserid dizeyinin en az 150
mg/dl olmasi ve 5. HDL kolesterol diizeyinin en az 50 mg/dl olmasidir (99). PKOS’li
kadinlarin % 33-44’G NCEP-ATP III'in tanimladigi metabolik sendrom tani
kriterlerlerine uymaktadir (100). Nitekim, kontrolli diyet esliginde metformin ile
uzun donem tedavi goren PKOS’li kadinlarin metabolik profillerinde de diizelme
saptanmistir (101). Bununla birlikte, kontrollii bir diyet olmadan, metforminin tek
bagina kullaniminin bu hastalarda etkisiz oldugunu gosteren yayinlar da
bulunmaktadir (102).
2.1.5.3. Metformin ve obezite

Genetik, metabolik, davranigsal, c¢evresel, kiltirel ve sosyo-ekonomik
etkenler obezite nedeni olabilmektedir (103). Obezite bilindigi gibi koroner kalp
hastaliklari, DM2, karaciger yaglanmasi, inme, safra kesesi hastaliklart ve kanser

gibi degisik kronik hastaliklara neden olabilmektedir (104,105). Bilindigi gibi
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obezite alinan enerji ile kullanilan enerji arasindaki dengesizlik olara
tanimlanmaktadir. Alinan enerji ise hipotalamusda bulunan o6zellesmis noronlar
aracilig ile insilin ve leptin gibi metabolik sinyallerle dizenlenmektedir (106,107).
Hipotalamusta bulunan bu 6zellesmis néronlarin yemek tiikketim kontrolinii AMPK
aracilikli olarak gosterdigi disinilmektedir (108). Bu nedenle AMPK {izerinden bir
etkinlige sahip olan metforminin obezite tedavisinde de yararli olabilecegi
dusuniilebilir (Sekil 2.7). Nitekim, metforiminin PKOS’lu hastalarda kilo yéniinden
yararlt bir etkisi oldugu gosterilmistir (109).

Metforminin PKOS ve DM2 gibi hastaligi bulunmayan obez bireylerde de
etkinligi arastirma konusudur (110). Metforminin dogrudan etkisiyle adipoz dokunun
genislemesini ve pre-adiposit kiltiir hiicrelerinde huicre ici lipit birikimini 6nledigi
gosterilmistir (77). Metforminin bu etkisi kilo kaybinin nedeni olarak disiintlebilir.
Beyaz adipoz dokuda metformin AMPK aracilikli katabolik yolagi etkin hale
getirmenin yaninda trigliserit depolanmasini azaltarak daha ufak adipozit hiicrelerin
olugsmasini saglamaktadir (111). Metforminin bir baska etkisi ise leptin diizeylerini

dustrmektir (112).

Sekil 2.7. Metformin ve adipoz doku arasindaki iliski (77)
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2.1.5.4. Metformin ve kardiyovaskiiler sistem
2.1.54.1. Kalp

Kalp ve kaslar minimal diizeyde enerji depolayabilen dokulardir, bu yiizden
metabolik stres altindaki bu organlarda AMPK enerji saglanmasinda énemli bir rol
oynamaktadir. Metabolik stres sirasinda AMPK aktivasyonu sonucu ATP iiretiminin
ve bunun sonucu dokularda yag asidi oksidasyonu, glukoz alimi ve glikolizisin arttigi
gosterilmigtir (113-115). Diger taraftan kalp yetmezIligi ile mitokondrial biogenezis
arasinda onemli bir bag oldugu disiinilmektedir (116). Bu agidan bakildiginda
AMPK’nin hipertansiyonda, miyokart hasarinda, anterogenezis ve enflamasyonda rol
aldig gostenlmisgtir (117).

AMPK aktivasyonunun fosforilasyon ve endothelial nitrik oksit sentez
(eNOS) aktivasyonunu arttirdigi  bilinmektedir (118). Bunun yaninda AMPK
aktivasyonu mitokondrial biyogenez ve fonksiyonunda etkili “Peroksizom
Proliferator-Aktive Reseptor-y Koaktivator” (PPAR-1a) ekspresyonunu da
artirmaktadir (119). Bir baska bulgu ise iskemik kalpte AMPK aktivasyonunun enerji
homeostazinda anahtar rol oynadigidir (115).

DM2 olmayan obez kisilerde yapilan BIGPRO (biguanides and the
prevention ofithe risk of obesity) ¢alismasi bu agidan ilgingtir. Bu aragtirmada bir y1l
boyunca metformin ve plasebo verilen kisilerdeki metabolik parametrelerdeki
degisiklikler gozlenmistir. Calismada kilo, plazma insiilin, glukoz, total kolestrol ve
fibrinolitik marker degerlerindeki degisiklikler takip edilmistir (120,121). Calismanin
sonuglarl metforminin kardiovaskiiler nsk agisindan énemli olan aclik insiilin dizeyi,
total kolestrol ve Apo B diizeylerinde diizelme sagladigimi gostermistir (122,123).

Metforminin kardiyovaskiiler agidan yaranini sadece antihiperglisemik etkisi
ile agiklamak yetersiz olacaktir. Metformin ayni zamanda lipit metabolizmasini, kalp
kast ve damar diz kasinda hiicre i¢i kalsiyumun kullanimi ve endoteliyal
fonksiyonlan diizenleyerek de olumlu kardiyovaskiiler etkiler gostermektedir (45).
Benzer sekilde, metforminin iskemi-reperfiizyon hasarina karst koruyucu oldugu,

kardiyak fibrozisi inhibe ettigi de literatiirde yer almaktadir (124-126).



2.1.5.4.2. Damarlar

Endotel disfonksiyonunda obezite ve insilin direncinin de rol oynadigin
gosteren  yayinlar  bulunmaktadir  (127). Endotel disfonksiyonu, kabaca
vazokonstriktér maddeler ile vazodilatér maddeler arasindaki dengenin bozulmasi
olarak tanimlanmaktadir (128). Kardiyovaskiiler sistemde endotel fonskisyonlan
agisindan instlinin, nitrik oksit (NO), endothelin-1 (ET-1) ve reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) saliverilmesinde énemli rol oynadigi diginilmektedir (129).

AMPK aktivasyonunun eNOS ve NO sentezini arttirdigi anlagilmigtir
(118,130). Diger taraftan meforminin dogrudan damar genisletici etkisi oldugu da
disunilmektedir (131). Metforminin vazodilatasyon olusturmasinin mekanizmasi
olarak onerilen bir baska olaysa arteriyel diiz kas hiicrelerinde hiicre i¢i kalsiyum
dizeylerini diasirmesidir (132). Bu etkilerin bir sonucu olarak metforminin pulmoner
arterial hipertansiyonda koruyucu etki gosterdigi anlagilmistir (133). Metforminin
kardiyovaskiiler koruyucu etkisine antioksidan ozelliginin katkisi da bulunabilir
(134). Bagka bir onemli bulgu da AMPK aktivasyonun diuz kas proliferasyonundan
sorumlu onemli bir madde olan anjiyotensin II'yi inhibe etmesidir (135).
Metforminin damar duvanndaki hiicrelerde pro-inflamasyonu inhibe etmesi de
kardiyovaskuler agidan onemlidir (136) (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Metformin ve damarlar arasindaki iliski (77)

2.1.5.5. Metformin ve alkolik olmayan karaciger yaglanmasi

Alkolik olmayan karaciger yaglanmasi (non-alcoholic fatty liver disease)
(NAFLD) Asya-pasifik bolgesinde insanlarin % 20 sini etkileyen bir hastaliktir ve
hastalarin  %70-80’lik kismin1 obezler olusturmaktadir (137,138). NAFLD ile
metabolik sendrom arasinda iligki oldugu bunun yaninda NAFLD’nin obezite ve
DM2 hastalari i¢in 6nemli bir risk oldugu da dusintlmektedir (139). Abdominal yag
birikmesi ile karaciger yaglanmasi arasinda bag oldugu ve bunun temelinde de
instlin direncine bagli metabolik anormallik oldugu distnilmektedir (140). Bu
durumda NAFLD’li hastalarda metforminin yararli olabilir (141). Bu distnceye
paralel olarak, metforminin obez farelerde karaciger yaglanmasini duizelttigine
yonelik bir yayin mevcuttur (142).
2.2. Kanser ve Metformin

Vaka kontrol ¢aligmalarinda DM2 hastalarinin kanser olma risklerinin arttigt
gosterilmigstir (143). DM2 hastalarinda gortlen yiiksek kilo ve obezite kanserlesmede
etkin olan faktorler olarak degerlendirilebilir (144). DM2 hastalarinda kanser
gorilme sikliginin, insiline karst direng ve hiperinsiilinemi ile iligkisi olabilir. Bunun

yaninda IGF, steroid seks hormonlart sentezinin artigi, enflamatuar sirecin ve
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adipokin homeostazinin bozulmasi da kansere neden olan etkenler olarak
diisiiniilmelidir (145). Tlging olarak, metformin kullanan DM2’li kanser hastarinda
olim oraninin distigi anlasilmistir (146,147). Metforminin spesifik olarak meme,
prostat ve pankreas kanserlerinde azalis sagladigina iligkin bulgular dikkat ¢ekicidir
(148,149). Metforminin bir bagka 6zelligi ise; standart kemoterapinin neden oldugu
toksisiteyi azaltmasidir. Bu yiizden tedavide metfominin destekleyici bir ilag
olabilecegi akla gelmektedir (150).

Metforminin  kanser  hiicreleri tizerindeki etkisinin, bu hicrelerde
AMPK/mTOR Complex 1 (mTORC1) vyolagindaki diizenleyici roliyle ilgili
olabilecegi dusunilmiistirr mTORCI; protein sentezini ve hiicre proliferasyonunu
dizenleyen bir proteindir (151). Metforminin antineoplastik etkinligi AMPK
aracilikli mTORC1 inhibisyonu yapmasi ve sonugta protein sentezini ve hiicre
proliferasyonunu azaltmasiyla agiklanmaktadir (152,154). AMPK inhibisyonu yapan
small interfering RNA (siRNA) ve compound C varhi@inda ise metforminin
antiproliferatif etkisi ortadan kalkmaktadir (152,153). Bunun yanminda metforminin
mTORC1’1t AMPK ve Tuberous sclerosis protein 1/2 (TSC1/2) yolagindan bagimsiz
Rag GTPase aracilikli inhibe ettigi de bulgular arasindadir (155) (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9. Metformin ve mTORCT1 iligkisi (151)

Metforminin kanser hiicrelerinde apoptozisi tetikledigini gosteren yayinlar da
vardir (156-158). Bu olay kanser hiicrelerinde kaspaz bagimli ve kaspaz bagimli
olmayan yollardan gerceklesmektedir (158,159). Bununla birlikte metforminin
losemi ve gliyoma kanser huicrelerinde sisplatine karst antagonist ektinlik gosterdigi
gosterilmistir. Burada metforminin sisplatinin indikledigi apoptozisi Akt yolagi
aktivasyonuyla baskiladig diisintilmektedir (160).

Metformin kanser hicrelerini apoptozise gotirmesinin yaninada, bu
hiicrelerde otofajiyi de indiuklemektedir (161). Bu etki ise hiicrelerde otofajiyi ve
metabolik strese cevabi yoneten AMPK/mTOR araciligt ile gergeklesmektedir.
Otofajinin; kanser hiicresinin metformine duyarlilik duzeyine gore olustugu

dusuniilmektedir. Diger taraftan metforminin AMPK aktivasyonunu inditklemesi i¢in
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tumor suppressor protein olan LKB1’e gereksinimi duydugu saptannugtir (162).
Ancak metforminin antitimoral etkinligini LKB1 bagimli olmadan da gosterdigini
bildiren bir yayin mevcuttur (163).

Bir¢ok arastirmanin destekledegi bir durum da metforminin kanser
hiicrelerinde huicre siklusunun ilerleyisini durdurmasidir. Hicre siklusundaki bu
noktlar Go/Gi, Go/M veya S evrelen olarak dustunilmektedir (151). Bunun yaninda
AMPK’nin tumor protein 53 (pS3) ekspresyonu ve forforilasyonundan sorumlu
oldugu ve (164,165) ornegin prostat kanser hiicre hattinda p53 bagumli siklin DI
protein ekspresyonunu ve “regulated in development and DNA damage response 17
(REDD1) diizeyini distrerek hiicre siklusunu durdurdugu gosterilmistir (166).
Metforminin Akt aktivasyon etkinligini disiirerek kolon kanser hiicre hattinda
proliferasyonu azalttigi da rapor edilmistir (167).

Metforminin bir diger ilgi ¢eken etkinligi ise “vascular endothelial growth
factor” (VEGF) ve “plasminogen activator inhibitor-17 (PAI-1) diizeyini azaltmasi
olarak belirtilmistir. Bu yol metforminin timoérde anjiyogenezi durdurma
mekanizmalarindan biri olabilir (168). Metforminin antitimér etkinligi i¢in 6nerilen
mekanizmalardan bir digeri ise AMPK aracilikli yag asidi sentezini ve ACC’yi
disurmesidir (169). Meme kanser hiicre hattind ise metformin, hem AMPK bagimli
hem de AMPK’den bagimsiz olarak p70 S6 kinase 1 onkoprotein (p70°**")
inhibisyonuyla “human e¢pidermal growth factor receptor 2’nin” (HER-2)
ekspresyonunu baskilamaktadir (170) (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. Metforminin antitiimoral etkinligi (171)

2.3. Hiicre Kiiltiirii
2.3.1. Hiicre ve doku kiiltiirii

Hiicre kultirt temel olarak hiicrelerin kontrol altinda kendi ¢evrelerinden ayr
bir kiltiir ortaminda yasatilmasidir. Burada tek bir hiicre veya hicrelerin doku ile
bagintist olmadan in vitro ¢ogalmasi anlagilmalidir (172,173). Sonug olarak hiicre
kiltirlerinde bitkilerin, mantarlarin, bakterilerin protistlerin ve okaryotik hayvan
hiicrelerinin kultirleri yapilabilmektedir. Giiniimiizde hiicre kultiirlerinden birgok
kanser aragtirmasinda yararlanilmaktadir. Bunun yamisira bu teknik; sitogenetik,
biyokimyasal, molekiiler ve biyolojik ¢alismalarda, farmasoétik proteinlerin
uretiminde, ¢esitli hastaliklarin tan1 ve arastirilmasinda, doku miihendisliginde, ast
uretiminde, kok hiicre arastirmalarinda, tip bebek ve kisirlik tedavileri konusunda
yapilan aragtirmalarda kullanilmaktadir (172).

Hiicre kiilturi ¢alismalarinin g¢esitli avantajlart vardir. Bunlarin basinda ¢ok
saytda hayvanin olduralmesinin onlenmesi gelmektedir. Baska avantaj ise hiicre

kiltirlerinde sonucun hizli alinmast ve wvarsa etkinin dogrudan dogruya
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gozlenebilmesidir. Bunun yaninda hiicre kiiltirlerinde ¢alisilan maddenin etiksi her
cins doku veya hiicrede ayr1 ayr1 aragtinlabilir ve karsihkli etkilesimler nedeniyle
yapilamayan arastirmalar da yapilabilir. Ancak tek basina hiicre kiiltiirlerinden yeterli
bilgi saglanmasi da mimkiin degildir. Bunun yaninda hiicre kultiirii ¢alismalannda
bazi nedenlerle sonuglar degisken ve yanhs olabilir. Bunlar; kiiltiirlerin bakteri,
mantar veya mikroplazmalar tarafindan kontamine olmalar, medyumdaki besin
seviyesindeki azalma ve hiicrelerin birbirleriyle olan etkilesimlerinden kaynaklanan
nedenler olarak siralanabilir (172).
2.3.2. Tarihce

1885 yilinda Wilhelm Roux, tavuk embriyosunun medullar plagini sicak tuzlu
suda birka¢ gin yasatabilmistir. Bu bildirilmis ilk basarili eksplantasyon olayidir.
1887 yilinda ise Arnold, akgaaZa¢ aBacimin yumusak siingerimsi doku pargalarini
kurbagaya implante etmis, bunlar I6kositler tarafindan istila edildiginde ise
l6kositlert sicak tuz solusyonu bulunan bir kaba almis ve lokositlerin tuzlu suya
gecerek kisa bir siire yasadiklarini gostermistir. Bu 6n ¢alismalarin ardindan insan
doku ve hiicrelerindeki ¢alismalarin 1898 yilinda baslamis ve Ljunggren tarafindan
ilk kez basariya ulagmig oldugu genel kabul gérmektedir. Bu ilk ¢aligmada insan deri
dokusunu asidik sivida yasatilmasi basanlmistir. Hicre kaltirinde en 6nemli kose
taglarindan biri; 1907 yilinda Ross Harrison’in kurbaga embriyolan ile yaptig
deneylerde, hiicrelerin normal fonksiyonlarimi in vitro olarakta siirdiirdiigiini
gostermis ve tekrarlanan bir teknik oldugu i¢n bu galisma doku kualtiriniin gergek
baslangici olarak kabul edilmigtir. Kanser hiicrerelerinin kultiirini yapmay: ise 1914
yilinda Losee ve Ebeling bagsarmiglardir. Hiicre kultird yonteminde en ekili
caligmalar Dr. Wilton Earle tarafindan ger¢eklestirilmistir. 1943 yilinda Earle, ilk kez
devamh kemirgen hiicre kiltur hattini cam iizerinde yapmay: basarmistir. Bugiinkii
hiicre kaltiuri ile ilgili mevcut metodlarimizin mikemmelligi Dr. Wilton Earle
baskanhigindaki Amerikan Ulusal Kanser Enstitiisiindeki gruba ¢ok sey bor¢ludur. Bu
grup ilk defa dogrudan cam uzerinde ¢ok sayida hiicre iretmis, ilk defa tek
hicrelerden kultir olusturmus ve ilk defa sispansiyon hiicre kultirlerini
hazirlamistir. 1950 ve 1960 I yillarda Eagle, Fischer, Parker, Healy, Morgan, White
ve Waymouth, hiicre kiiltirlerinde kullanilmak Gzere medyum arastirmalan ile

gunimizde kullamlan kaltir medyumlannin  gelismesene  biyiikk  katkilar
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saglamiglardir. Devamli kanser hiicre hatlarinda ilk basaralili ¢alisma 1952 yilinda
George Gey tarafindan gergeklestirilmistir. insan servikal karsinomasindan Hela
hiicre soyunu dretmistir. 1955 yilinda Eagle, doku kailtiri metodlanm ve kullanilan
medyumlan tammlamistir. Boylece kolay sterilizasyon ve kontaminasyon sansinin
azalmasi mimkin olmustur. Hiicre kiiltird ¢alismlannda koése taslarinda biri de;
1958 yilnda Harris aym turlerin farkl tiplerini igeren hicre hibridizasyonunu
indiklemeyi basarmistir. 1965 yilinda Ham, ilk defa serumsuz medyumu
tammlamistir. Nihayetinde 1975 yilinda Kohler ve Milstein, hibrit hiicre kiltiiriinde
monoklonal antikor tretmeyi basarmiglardir. 1986 yilinda Martin ve Evans ile
arkadaslar, fareden pluripotent embriyonik kok hiicrelenni saflagtirarak kiltirini
yapmiglardir. 1998 yilinda ise Thomson, insan embriyonik kok hicrelerini izole
ederek kiltiiriinii yapmay1 basarmistir(172-175)

2.3.3. Hiicre kiiltiirlerinin kokenlerine gore siniflandirilmasi

Primer Hiicre Kiltirii: Primer hicre kiltird dogrudan yasayan canlidan
alinan hiicrelerle yapilmaktadir. Bu hiicre hatlarinda dogrudan organizmadan alinmms
hiicrelerle deneyler gergeklestirilir. ilag, as1, viriis gibi arastirma ve gelistirmede bu
tip kultirler kullamlmaktadir. Bu yéntemin tercih edilme nedeni ise primer hiicre
kiltirlerinin ait oldugu tire en yakin hiicreler olmalardir (172).

Simirli Hiicre Hatlan (ikincil Hiicre Hatlar): Primer hiicre kultiirii
hiicrelerinin bulundugu kiiltirden alinarak pasajlanmasi yapildiginda bu hiicreler
ikincil (sekonder) hicre kalturleri olarak adlandinhir. Bu kiltir hicreleri belirli
sayida boliinme yetenegine sahiptir ve pasajlarla karyotiplerinde degisiklige ugrarlar.
En ¢ok 50 kere pasajlanabildiklern 1¢in  smmrlhi  hicre hatlan  olarak
isimlendirilmektedir. Hiicreler bélinme simrlarina vannca yaslanmaya girerek
olurler. Bu tip hicre hatlan da orjinal dokuya yakin olarak degerlendirilmektedir ve
ilk pasajlarinda orjinlen ile %75 oraninda aym karyotiplidirler. Primer hiicre
kiltarleri gibi ait oldugu tiire yakindirlar ve daha fazla hiicre sayisina ulagilabildigi
i¢in caligmalarda tercih edilmektedir (147).

Devaml Hiicre Hatlan: Diploid veya kanserli dokulardan elde edilen primer
hiicre kilturlerinden ve sekonder hiicre hatlanindan transformasyon ile meydana
gelen hiicre hatlanidir. Transformasyon iglemi kimyasallar veya virusler yoluyla

gergeklestirilmektedir. Bu yontemle hucreler devamli bolinip ¢ogalma ozelligi



tagiyan hucrelere donigirler. Sonugta elde edilen hiicre hatlan temelde kanser
hicreleriyle benzer ozellik gosterdigi igin  kanser arastirilmalarinda tercih
edilmektedir (147).

Hibridomalar: Bu tip hiicre kiltir, canlidan alinan hiicrelerle devamlhi bir
hiicre hattinin birlestirlmesinden meydana gelmektedir. Sonug olarak yeni bir hibrit
hiicre hatt1 ortaya ¢ikar. Bu yontem monoklonal antikor tretiminde kullaniimaktadir
(147).

2.3.4. Kanser hiicre hatlan

Kanser hiicreleri; hizli ve sinirsiz ¢ogalabilen, ¢evre dokuya yayilabilen ve
ozgiin mikrogevresinden bagimsiz olarak yasamini devam ettirerek metastatik ozellik
kazanabilen hiicrelerdir. Tamor hiicreleri bu 6zelliklerini hiicrenin, canliligini devam
ettirebilmesi, bayumesi ve farklilagmasi gibi biyolojik olaylar etkileyen pek ¢ok
mutasyonun birikmesi sonucu, genetik yapilarinin degismesi ile kazanmaktadir
(176).

Literatiirde yaklagik 3000 kadar kanser hiicre hatti tanimlanmistir. Genellikle
bunlarin 100 kadan galigmalarda tercih edilerek sikhikla kullanilmaktadir. ilk defa
1951 yilinda Amerika Birlesik Devletlerinde servikal kanser hastasi Afrika kokenli
bir hastanin kanser dokulannin laboratuvarda kiiltirii gergeklestirilmistir. Henrietta
Lack adindaki kisi kanser sonucu 6lmis ancak kisiden izole edilen hiicre kultiriine,
isminin ve soyisminin ilk iki hafi alinarak HeLa adi verilmistir. HeLa kanser hicre
hatti halen bugin de arastirmalarda kullanilmaktadir, Kanser hiicre hatti
calismalarinin en biyiik avantaji degisik laboravurlarda tekrarlanabilir olmalandir
(172). Devamli hiicre hatlan “The European Collection of Cell Cultures (ECACC)*
veya “American Type Culture Collection (ATCC) den temin edilebilir.

2.3.5. T98G gliablastoma multiforma

Noroglia hicrelerinin yapisi noronlara benzemekle birlikte gorevleri onlardan
farklidir. Bunlar sinir dokusunun dejenere oldugu yerlerde ¢ogalarak orayi bir yama
gibi kapatir, noronlarin beslenmesinde ve artik maddelerin uzaklastirilmasinda rol
oynarlar. Noronlart komsu noronlardan ayirarak, impulslarin néron boyunca duzenli
iletilmesine yardimci olur ve noronlar arasinda destek gorevi gorirler. Ayrica mikrop,

toksin v.b. zararh etkenlerin néronlara ulasmasina engel olurlar (177).
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T98G gliablastoma multiforma hiicre hattt 13.11.1986 tarihinde 61 yasinda,
erkek, katkas kokenli bir insamin gliablastoma multiforma timorinden izole
edilmistir. T98G hucre hatti morfolojik olarak fibroblast 6zellikte olan transforme

edilmis bir hiicre hatt1 olarak tanimlanabilir (178) (Sekil 2.11).

»f

Sekil 2.11. TI8G gliablastoma multiforma

2.4. Hiicre Oliim Sekilleri

Tum canlilarda hiicre olimii patolojik yada fizyolojik siiregler sonunda
gerceklesmektedir. Baglica iki tip hiicre o6lim sekli vardir; patolojik hiicre oéliimleri
(nekroz) ve fizyolojik “programlanmis” hiicre olimleri (apoptozis)’dir. Bunlarin
yaninda alternatif: programli hiicre 6limu olarak tanimlanan otofajik 6limden de s6z
edilebilir.
2.4.1. Nekroz

Nekroz; hiicrenin sigip par¢alanmasi ile olusan, ani agir iskemi, yiiksek toksin
seviyeleri ve mekanik travma gibi ¢evresel faktorlerin neden oldugu patolojik bir
surectir. Bu gline kadar nekrozda hiicre i¢i denetim mekanizmalarinin herhangit bir

aktivitesinin olduguna dair bir kanit bulunamamistir. Hiicrenin kendi istegi ile degil

25



cevresel bir etken sonucu 6ldigi genel kanidir. Hiicrenin sigmesi ve sonug olarak
hiicrenin  pargalanmasiyla hiicre igeriginin ¢evreye dagilmast bu bolgede

inflamasyona neden olmaktadir (179) (Sekil 2.12.).

NEKROZ

Sekil 2.12. Nekroz (180)

2.4.2. Apoptozis

Gelismis organizmalarda huicreler arasi iligkilerin geregi olarak dokularda
gereksinim duyulmayan ve fonksiyonlar bozulan hiicrelerin, ¢evreye zarar vermeden
programli 6lim sekline apoptozis denir (181). Apoptozis ve yeniden yapim (mitoz)
dokularda homeostazisizi olusturmak iizere dinamik bir denge halinde suregelir
(182). Cok sayidaki onemli hastaligin ortaya ¢ikma nedeni bu dengenin
bozulmasidir. Bir sekilde hizlanmis veya yavaslamig apoptozis patolojiktir.
Programdaki bozuklugun neden oldugu asir1 hiicre artisi kansere, hiicre azalist ise
norodejenaratif gibi hastaliklara neden olmaktadir (183). Normalde canlida yash
vaya hasarl1 hiicreler dogal siireg igersinde programli olarak kendi kendini apoptozis
ile oldurir. Apoptozisin en onemli islevlerinden biri DNA hasarina ugramig
hiicrelerin 6limiini saglamasi olarak bilinmektedir. Bu tip hiicrelerin mutasyona
ugraylp bir timor hiicresine doniigmeden apoptotik program ile olduraldigi
dusunilmektedir (184). Apoptozisin diizenlenmesindeki hatalar kanser biyolojisinin
ana konularindan birini teskil etmektedir (185).

Apoptozisi baglatan sinyal hiicre disindan veya hiicre iginden gelebilir (186).
Hucre yuzeyindeki olim reseptorlerinin spesifik ligandlarinin uyarilmast sonucu
apoptozis hiicre disindan baglatilir. Apopitozis, Fas (diger isimleriyle APO-1CD95)

ve timor nekroz faktor reseptort-1'1 (TNFR-1) ilgili ligandlarin uyarilmalar sonucu
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disanidan indiiklenir (187). Bunun yaninda hiicre 6liim sinyallerini igeriden baglatan
DNA hasari, hiicre i¢i pH degisiklikleri, hiicre igi kalsiyum seviyesinde ki artig ve
hiicre siklus bozukluklart da hiicreyi apopitozise gotiiren hiicre ici etkenler olarak
dusuniilmektdir(188). Bunlanin yaminda endoplazmik retikulum (ER) aracilikli
apoptoziste soz konusudur. Kaspaz ailesinin bir iiyesi olan kaspaz-12’nin hiicrede ER
ile pnmer iligkisinin oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (189).

Apopitozisin mekanizmasi gercek anlamda tam olarak agiklanamamasina
ragmen, apopitozis ile baglanti kurulan en 6nemli olay kaspazlarin aktivasyonudur.
Kaspazlar; sistein proteazlardir, hiicrede inaktif olarak bulunurlar ve proteolitik
olarak birbirlerini aktiflestirirler. 'Apoptozisin hucre i¢i igleyisinde Bax ve Bad
proteinlerinin mitokondride PTP (permeability transition por) olusumunu sagladigt
ve buna bagh olarak da mitokondriden sitokrom-¢ saliverimesi ile 6nemli rol
ustlendikleri diistinilmektedir (190). Bunun yaninda Bcl-2 proteinlerinin de neden
oldugu hasarla mitokondride catlaklar olusturarak sitokrom-c saliverilmesine yol
actigl dustuniilmektedir (191). Mitokondriden saliverilen sitokrom-c apopitotik hiicre
olumiinde kaspaz-3 aktivasyonu i¢in onemli bir rol teskil etmektedir (191).
Sitokrom-¢ sitoplazmik protein olan APAF-1’¢ (apoptotic protease activating factor-
1) baglanarak aktivasyonunu saglar. Ardindan ATP’nin de katilimiyla “apoptozisom”
adi verilen bir kompleks olusur (192). Bu kompleksin islevi inaktif olan prokaspaz-
9’un aktif kaspaz-9 haline dontgmesini saglamaktir Aktif kaspaz-9’un ise
apoptozisde 6nemli bir roli olan efektor kaspazlardan prokaspaz-3’i aktive ettidi
belirtilmistir.

Apoptozisde iglevsel olarak en 6nemli rollerden birini kaspaz-3 oynamaktadir.
Kaspaz-3 aktivitesi ile sitoplazmada yapisal proteinlerin sindiriminin ve kromozomal
DNA'nin  degradasyonunun saglandigi  disOnulmektedir.  Aktif  kaspaz-3’iin,
ICAD’1(inhibitor of caspase activated DNase) CAD(caspase actived DNase) haline
getirerek kaspaza bagli DNA fragmantasyonunu baslatan ana etken oldugu
dusuniilmektedir. Boylece sonug¢ta DNA apoptozise 6zgi 180-200bp ve Kkatlar
seklindeki kugiuk pargalara aynlimaktadir (193). Kaspazlann ayrica DNA'min
tamirinde gorevli olan enzimlerden Poly ADP-nibose polymerase’s (PARP) da
engelleyerek etkinlik gosterdigi  dusiinilmektdir (194). Ozetlenecek olursa

apoptozisde birbirini izleyen dort basamaktan s6z edileblir:
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1. Hicre dist veya hucre i¢i faktorlerden kaynaklanan uyar ile apoptozisin
programlanmasi

2. Hucrede kaspazlarin aktivasyonu

3. Hiicrede morfolojik ve biyokimyasal degisiklikler

4. Apoptotik cisimciklerin fagositozu

Apoptozis, hiicrede kendine 6zgli morfolojik degisiklikler sergiler. Hiicreler
yuzeysel yapilarini ve diger hiicrelerle olan temas yuzeylerini kaybederek su
kaybederler. Boylece huicre kigilir ve buzigmis bir hal alir. Sitoplazmanin
yogunlastigi, organellerin birbirlerine yakinlagtigi izlenir. Membranlar biitiinliiklerini
korurlar ve organeller genel olarak saglamdir. Dilatasyona ugrayan sisternalar
hiicrenin ytzeyi ile birleserek yiizeyde krater manzarasit olusturur. Mitokondriler
genellikle normal yapilarini korurlar. En 6nemli karakteristik degisiklik cekirdekte
izlenir. Cekirdek de hiicre gibi buzisir. Kromatin g¢ekirdek membranina yakin
kisimlarda yogunlasarak, degisik sekil ve buyukliiklerde ¢oker. Elektron mikroskobu
ile bakildiginda kromatinden yogun grantllerin yarim ay, hilal veya yiizik seklinde
¢ekirdek membraninin i¢ yuziinde yerlestigi izlenir. Nukleus bazen membranla sarili
olarak birkag¢ pargaya ayrilabilir. Nukleer porlar kromatinin membrana komsu
olmadigt bolgelerde yogunlasirlar. Apopitotik siireg ilerledikge hiicrelerde
sitoplazmik ¢ikintilar olusur. Hiicre daha sonra membranla gevrili kiigiik pargalara
boliiniir. Bunlara “apopitotik cisim” adi verilir. Iglerinde sitoplazma ve sikica
paketlenmis organeller bulunur. Bazilarinda ¢ekirdek pargalart da mevcuttur (195)

(Sekil 2.14).

APOPTOSIS

Sekil 2.13. Apoptozis (180)
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2.4.3. Otofaji

Otofaji, hiicre i¢i makro molekiillerin ve organellerin bir kesecik i¢ine alinip
lizozomal olarak pargalanmasidir. Temel olarak islevi; uzun émirla proteinlerin ve
hiicre i¢1 organellerin pargalanarak olusan yapi taslarini hiicre kullanimina yeniden
kazandirmaktir. Baz1 kosullar altinda otofaji hiicreyi kaspazdan bagimsiz bir yolak
tizerinden oldirebilmektedir. Otofajik hiicre olimunde en karakteristik ozellik,
sitoplazmada olusan, igersinde hayati 6nem tasiyan proteinlerin ve mitokondri gibi
organellerin bulundugu, iki veya daha fazla katmanli zarla ¢evrili keseciklerin
olugmasidir. Bu kesecikler lizozomla birlesip iglerinde tasidiklari protein ve

organellerin lizozomal enzimler tarafindan pargalamasini saglarlar (196) (Sekil 2.13).

Sekil 2.14. Otofaji (197)
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3. GEREC VE YONTEM

Insan glablastoma multiforma hiicre kiiltiriinde (T98G) metforminin
apopitotik etkisinin incelenmesi amaciyla planlanan bu galismada kullanilan T98G
hiicre kaltiirii  Istanbul Universitesi Capa Tip Fakiltesi Histoloji Bélamii
Laboratuarindan temin edilmistir Calismanin tamami Abant Izzet Baysal
Universitesi 1zzet Baysal Tip Fakiiltesi Farmakoloji AD. Hicre Kiiltiirii
laboratuarinda gergeklestirilmistir.

3.1. Kullamilan Kimyasallar
1. DMEM, GIBCO (ABD)
Fetal S1gir Serumu , GIBCO (ABD)
Tripsin EDTA, %0.05, GIBCO c¢at:03-053-1A (ABD)
Antibiyotik, GIBCO 100X (ABD)
Metformin, Sigma-Aldrich (ABD)
H202, %50, Acros Organics (ABD)
Caspase 3 colorimetric kit, Invitrogen, KHZ0022 (ABD)
Methyl Green, TACS cat:4800-30-18 (ABD)
MTT, Roche (ALMANYA)
. PBS, Santa Cruz 10X liquid (ABD)
. Biiiret ¢ozeltisi, Norateks Kimya San. Tic. Lts. Sti. (TURKIYE)
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. Acridine oranj, Invitrogen (ABD)

13. Ethidium Bromide, Sigma (ABD)

14. TUNEL, Millipore (ABD)

15. DNA izolasyon kiti, Roche (ABD)

16. Microscopy entellan, Merck (ABD)

17. Loading dye, Vivantis 6X (MALEZYA)

18. BSA, GIBCO (ABD)

19. Agaroz, Biotechnologie Gmbti, PeqGOLD Universal (INGILTERE)
20. TBE Buffer, Biochemical, Vivantis 10X (MALEZYA)



3.2. Kullamlan Cihazlar

1. ELISA, Thermo Scientific, Multiskan FC (FINLANDIYA)
Mikroskop, Olympus CKX41 ve Nikon eclipse 801 (JAPONYA)
Kamera, Infinity lite ve Nikon DS-Fil (JAPON)
Santrifiij, Hettich Zentrifugen, Universal 320R (ALMANYA)
Etiiv, Nuare autoflow, iso class 5 (ABD)
Kabin, Biosafety Cabinet, class II (TURKIYE)
Elektroforez Gug Kaynagi, Enduro, Power Supplies (TAY VAN)
Elektroforez Tank, Thermo Scientific, owl easycast B2 (FINLANDIYA)
9. UV Goriintiileme, Vilber Lourmat, Infinity-1100/20M (FRANSA)
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3.3. Kullamlan Yéntemler
3.3.1. Hiicre kiiltiirii
3.3.1.1. Siv1 azot tankindan alinan hiicrelerin ekimi ve tripsinizasyonu

Dondurulmug halde sivi azot tankinda bulunan kriyotiplerdeki T98G
hiicreleri 37°C’lik su banyosunda hizla ¢ozilldi. Hicreler ¢ozildikten sonra tiip
kapagi %70’lik alkol ile silindi. 15 ml’lik santrifuj tipine aktarilip Gizerine 10 ml
medyum (%10 FBS, %] antibiyotik, DMEM) yavas¢a eklendi ve 15000 rpm’de 5
dakika santrifiy edildi. Sipernatant uzaklastirildi. TOptun dibinde kalan hiicre
pelletine 10 ml medyum yavagga eklendi ve 15000 rpm’de S dakika santrifiy edildi.
Daha sonra Hiicre pelleti tizerine Sml yeni medyum eklendi ve hiicreler iyice
siispanse edildi. Siispansiyon 25cm>lik flasklara aktarildiktan sonra mikroskop
altinda degerlendirildi ve 37°C derece CO; inkiibatoriine kaldirilarak bir giin
beklemeye alindi. Ertesi giin mikroskop altinda hiicre canliligt incelendi ve
medyumlan degistirildi.

24 saatlik inkiibasyondan sonra flask inkiibatorden alindi ve steril ortamda
Laminar kabinde, flask icerisindeki medyum dokuldu. Flaskin yiizeyine yapismig
halde bulunan hiicreler Iml PBS ile yikandi. Yikama isleminden sonra PBS dokalda
ve uzerine Iml %0,05°lik tripsin-EDTA ilave edilerek flask hiicreler zeminden
aynlana kadar inkiibatorde bekletildi. Inkiibasyon sonrasinda mikroskobik olarak
hiicrelerin  flask yuzeyinden ayrilip ayrilmadiklan kontrol edildi. Hiicrelerin
yuzeyden aynldiklart belirlendikten sonra, hiicreleri tripsinden uzaklastirmak igin

flaska 2 ml medyum ¢klenerek hiicreler steril falkon tiipe aktarildi ve 1500 RPM’de



3 dakika santrifij edildi. santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastinldi ardindan
tiptin dibinde kalan hiicre pelleti uygun hacimde medyum iginde siispanse edildi.
Hucreler sayilarak istenen sayida flaska ekim yapildi.
3.3.1.2. Hiicre sayim

Hicre sayimi hemasitometre oOntemiyle 6zel sayim lamlannda yapildi.
Santriflyy sonrasinda pellet Gstinde kalan sivi dokilerek uzaklastirildi, falkon
tiptinin dip kisminda kalan hiicreler Iml medyumla iyi bir sekilde pipetaj yapilarak
sispansiyon elde edildi. Pipetle 10ul ¢ekilerek lama yayildi. Faz kontrast
mikroskopta lamin alt ve iist kisminda bulunan 16 karedeki hiicreler sayilip aritmetik
ortalamalari alindi. Toma laminda hiicreler sayildiktan sonra agsagida verilen formiile

gore toplam hiicre sayisi elde edildi.

Toplam Huicre Sayisi = A x SF x 10.000

Burada A 20 karede sayilan hicre sayisi, SF sayreltme faktori, 10.000 ise 0,1
mm”deki sayim sonucunu lml’deki sayiya donistirmek ve standart sonug elde

etmek i¢in kullanilan bir degismezdir (198) (Sekil 3.1)



Sekil 3.1. Hemasitometre yontemyle hiicre saymm (198)
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3.3.1.3. Alt kiiltiirleme

Huicrelerin pasajlanmasi, g¢-dort giinde bir olacak sekilde yapildi. Bir dnceki
kaltirdeki hiicreler Tripsin- EDTA ile kaldinhip, 1500 RPM’de 3 dakika santrifiij
edildi ve toplam hiicre miktarinin en fazla 1/3’0 kadar hiicre 10 ml’lik besiyerine
ahmip 75cm™ ik flasklara aktanlmasi seklinde yapildi. Calismadan bir énceki pasajin
semi-konflens hucreler kullanilarak yapilmasi ve pasajdan sonra hiicrelerin zemine
tutunabilmeleri i¢in 24 saat beklenmesine dikkat edildi.

3.3.2. Metformin etkisinin MTT yontemi ile belirlenmesi ve etkin dozunun
hesaplanmas)

ELISA(Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) yontemi antijen-antikor
iligkisini, antikora baglanmis bir enzim sonucu olusan renk degisikliginin
spektrofotometreyle olgiimene dayanan kantitatif bir dlgtiim yontemidir.

Kolorimetrik metot olarak ilk kez Mossmann(1983) tarafindan tammlanan
MTT yonteminde, san tetrazolium tuzu canli hucrelerin - mitokondnlerindeki
dehidrogenaz enzimleri araciligi ile tetrazolium halkasinin kirilmasi sonucu
formazan kristallerine doéntstarilir. Olusan formazan kristalleri izopropanol ve
DMSO gibi ¢ozicilerde ¢oziilmesi sonucu ortamda olusan renk, spektrofotometrik
yontemle olguliir ve olgillen deger canli hiicrelerin sayisi ile iliskilidir (199).

Hucrelerin mikroplaklara ekimi yaklasik 2 giinde replike olmalar nedeniyle
24, 48 ve 72 saatler igin farkli sayilarda yapildi. 24 saat igin 3X10%, 48 saat igin
1.5X10* 72 saat igin 0.75X10* hiicre her bir kuyucuga ekildi. 96’lik mikroplaga
uygulanmak tzere kontrol grubu, H20, (0,1mM, 0,2 mM, 0.4 mM, 0,5 mM, 0,6 mM,
0,8 mM, ImM, 2,5 mM, S mM, 10 mM) ve metforminin (1 mM, S mM, 10 mM, 50
mM, 100 mM) farkh konsantrasyonlanm igeren gruplar olusturuldu. Ekimden
sonraki 24. saatte hiicreler 24 saat H,O», metformin ise 24, 48, 72 saat maruz kalmak
izere uygulandi.

H20» ve metformin ile muamelesi biten gruplara 10 pl MTT solisyonundan
eklenerek 37°C’de %5’lik CO;’li inkiibatorde 4 saat inkiibasyona birakildi.
Inkibasyon sonunda hiicreler iizerinde meydana gelen formazan kristallerini ¢6zmek
icin her kuyucuga 100 pl DMSO eklendi. Ertesi gin DMSO ile knstaller
¢ozildiikkten sonra mikroplak ELISA ile 570 nm’de okutuldu. H,O; i¢in okunan

degerlere gore elde edilen grafiin egrisinden hiicre yasama oraninin yaklasik %



50’sini azaltan doz LDsy dozu olarak kullanildi.

Bu islemlerin ardindan 24 saat i¢in 3X10* adet hiicre 96’lik mikroplagin her
bir kuyucuguna eklendi. 24 saatin ardindan 1 adet kontrol, 1 adet énceden LDsy dozu
olarak belirlenmig 2,5mM H;0, ve metforminin 1 mM, SmM, 10 mM, 50 mM, 100
mM dozlarimin 30 dk’lhik maruziyetinden sonra 2,5 mM H.O» dozu eklenerek
kombinasyonlar olusturuldu. Tlaglar verildikten 24 saat sonra ELISA okuyucu ile 570
nm’de absorbanslar élguldii.
3.3.3.Metformin verilmis hiicrelerin morfolojik olarak degerlendirilmesi

Faz kontrast mikroskobunda hiicre proliferasyonunu morfolojik olarak
gozlemlemek igin 25cm” ik flasklara 1,2X10° hiicre olacak sekilde ekim yapild.
H,O0; (0,1mM, 0,5mM, 1mM, 2,5mM, 5SmM, 10mM) ve metforminin (ImM, SmM,
10mM, 50mM, 100mM) farkli konsantrasyonlarini i¢eren gruplar olusturularak
ortama eklendi. 24, 48 ve 72. saatlerde degerlendirmek igin inkiibasyona birakildi ve
faz kontrast mikroskobunda 400X resimleri alindi.

3.3.4. Kaspaz-3 aktivasyonu tayini

Yontemin prensibi kaspaz-3'in substrati olan N-Asetil-Asp-Glu-Val-Asp p-
nitroanilid'den (Ac-DEVDpNA) kromofor p-nitroanilinin (pNA) serbestlesmesinin
spektrofotometrik olarak olgiimi esasina dayanmaktadir,

Kaspaz-3 aktivitesinin belirlenmesi i¢in asagidaki islemler sirasiyla
gerceklestirildi:

. T98G hiicrelerinin ekimi 25 cm?’lik flasklara 24 saatlik uygulama icin
her kuyucukta 1,2X10* hiicre olacak sekilde yapildi.

. 24 saat sonra metformin 1 mM, 5 mM, 10 mM, 50 mM, 100 mM ve
H,O>’nun apopitoz yaptigi disinilen LDsy dozu olan 2,5 mM doz
hiicrelere uygulandi.

. 24 saat sonunda hiicreler tripsinle flasklardan toplandi ve tripsinden
uzaklagtirmak i¢in iki kati hacimde medyum ortama eklenerek 1500
rpm de 3 dakika sanrifiij edildi.

. Hucreler 1 ml medyum i¢inde ependorfa aktanlip sayildi.

. Tekrar 4000 rpm de 4 dakika sanrtifiijden sonra medyum gekildi ve
uzerine 50 pl hiicre lizis tamponu eklendi.

. Ependorflar 10 dk. buzda bekletildi.



o Ependorflar 11000 rpm de 1 dakika santrifiij edildi, siipernatant alinip
farkli bir ependorfa aktarildu.
. Protein tayini bitiret yontemi ile yapildi.
. 50 pl’de 50-200 ng protein olacak sekilde hiicre lizis tamponu buffer
eklendi.
. 1 ml 2X reaksiyon tamponuna 10 pl IM’lik DTT eklendi.
. Her 6rmege S0 pl 10 mM’lik DTT igeren 2X reaksiyon tamponuna
eklendi.
o 4 mM’lhik DEVDpNA’dan final konsantrasyonu 200 uM olacak
sekilde 5 pl eklendikten sonra 37°C’de 2 saat inkube edildi.
. 405 nm’de 6l¢im yapildi.
3.3.4.1. Biiiret yontemi
Biiiret metodu ornek i1gerisindeki ¢oziiniir protein miktarinin belirlenmesi igin
kullanilabilecek bir metottur. Protein miktan arttik¢a ¢ozelti rengi koyulasmaktadir.
Renk yogunlugundaki degisiklik spektrofotometreyle olcillerek ortamdaki protein

miktar1 belirlenebilmektedir.

. BSA(Bovine serum albumin) ile standart protein ¢ozeltisi, 64g/l,
32¢/1, 16g/1, 8g/l, 4g/l, 2¢/1, 1/l ve bos 6rnek (0g/l) hazirlandi.
. Hazirlanan standart protein ¢ozeltilerinden her bir ¢ozelti igin 96’ ik

mikroplatinin 2 kuyucugana 20 pl ¢klendi ve tizerlerine 80 ul bitret
cozeltisi konuldu. Bu sayede ol¢iim sonucu derisim-absorbans grafigi
elde edildi.
o Elimizdeki her bir 6rnek i¢in 96’lik mikroplatin 2 kuyucugana 20 pl
eklendi ve tizerlerine 80 pl biiiret ¢ozeltisi konuldu.
o 96’lik mikroplate oda sicakliginda 10 dakika inkiibasyona birakildu.
o 570 nm’de 6l¢im yapild.
3.3.5. Akridin oranj ve etidyum bromid boyama
Akndin oranj boyas: hiicrelerdeki niikleik asitlere baglanarak yesil floresan
151k yaymaktadir. Apopitotik hiicrelerdeki kromatin yogunlagmasi ise daha yogun bir
151k vererek belirlenmektedir. Elektron mikroskopu ile bakildiginda kromatinden
yogun granillerin yarim ay, hilal veya ylOzuk seklinde ¢ekirdek membraninin ig

yuziinde yerlestigi izlenir. Apoptotik hicrelerde niikleuslarin yogunlasarak birden



fazla kiimelenmesi de gorilebilmektedir. Canli hiicrelerin niikleuslan ise tek parca ve
sinin diizgiin olarak yesile boyanmaktadir. Etidyum Bromiir boyasi ise oli hiicrelerin
niikleik asitlerine baglanarak kirmizi floresan 151k yaymaktadir. Apopitotik hiicreler
olu hiicrelerin arasindan daha ufak nukleus yapilanyla ve daha parlak kirmizi 11k
yaymalanyla ayirt edilebilmektedir (200).

Hucrelerin mikroplaklara ekimi yaklagik 2-3 gunde replike olmalan nedeniyle
apoptozis degerlendirmesi agisindan negatif sonuclar dogurabileceginden 24, 48 ve
72 saatler igin farkli sayida hiicre ekimi uygulamasi yapildi. T98G hiicreleri 24
saatlik uygulama igin 24’liik mikroplate her kuyucukta 1,2X10°, 48 saatlik uygulama
igin her kuyucukta 0,6X10° ve 72 saatlik uygulama igin her kuyucukta 0,3X10° hiicre
olacak sekilde ekildi. Metforminin ImM, SmM, 10 mM, S0 mM, 100 mM dozlan
eklendi. Bunalarin yaninda metforminin 1mM, 5mM, 10 mM, 50 mM, 100 mM
dozlannin 30 dakikalik maruziyetinden sonra énceden LDsy dozu olarak belirlenmig
2.5 mM H>0, dozu eklendi ve 24, 48, 72 saat 37°C de inkiibator ortaminda tutuldu.
Bu sirenin bitiminde hiicrelerin ortamina daha 6nce hazirlanmis 1:10 oraninda PBS
igersinde seyreltilen 200 pl Akridin Oranj (100 pg/ml) ve Etidyum bromir (100
pg/ml) kangim eklendi. Hiicreler 5 dakika oda 1sisinda bekletildikten sonra floresan
mikroskop ile incelemeye alindi1 ve 400X fotograflan cekildi.

3.3.6. DNA fragmantasyonu

Apoptozun varligim saptamak amaciyla DNA fragmentasyonu yatay agaroz
jel elektroforezi kullanilarak gosterilebilmektedir. Bu yontem agaroz jel igerisinde
elektriksel alana maruz birakilan, DNA pargalannmin buyikliklerine  gore
aynistirilmasi igin kullanilan bir yontemdir. Agar agar’dan izole edilen agaroz sicak
suda ¢ozinir ve sogutuldugu zaman polimerde kargilikli hidrojen baglarinin olusumu
ile jel yapisi olusur. DNA'min jelde goriinir hale gelebilmesi etidyum bromurin DNA
baglan arasina baglanarak 300 veya 360 nm’de 15181 absorblamasi sonucu fluerosan
etki gostermesi ile olur (201).

DNA fragmantasyonu; hiicrelerin apoptozise 6zgii DNA yapisinin 180 ve 200
bp ve katlan seklinde kesilmesinin elektroforezde gosterim yontemidir. Bu islem igin
3,75X10° adet T98G hucresi 25 cm”lik flasklara ekildi. 24 saatlik inkiibasyon
sonunda bu flasklardan 1 adet flask kontrol gurubu olarak aynldi. 1 flask énceden

LDsp dozu olarak belirlenmig 2,5mM H>0, eklendi. 5 adet flask ise metforminin 1



mM, SmM, 10 mM, 50 mM, 100 mM dozlarina maruz birakildi. 5 adet flaska ise
metforminin 1mM, 5mM, 10 mM, 50 mM, 100 mM dozlarinin 30 dakikalik
maruziyetinden sonra 2,5 mM H,0; dozu eklendi. 24 saatlik inkiibasyon sonucunda
hiicrelerden DNA izolasyonu gergeklestirildi. Izole edilen DNA’lar %1,5’luk agoroz
jelde 70V da 1,5 saat yurttulerek gortintiilendi.
3.3.7. TUNEL apoptag

TUNEL,; terminal “deoksinukleotidil-transferaz-aracili deoksiiiridin trifosfat
nick-end” isaretleme yontemidir. DNA kiriklarinin in situ olarak belirlenmesi
prensibine dayanir. Apopitotik sinyaller DNA iizerinde kiriklar olusturur. A¢iga ¢ikan
DNA kiriklarinin serbest 3'-OH uglarina terminal deoksiuridin trifosfatlar (TdT)
eklenir. Sonrasinda DNA fragmanlarnt digoksigenin ile isaretlenir. Isaretlenmis
deoksintkleotidler anti-digoksigenin-HRP (horseradish peroksidaz) konjugati ile
belirlenir. Konjugat diaminobenzidin ile reaksiyona girer ve apopitotik fragmanlara
0zgl kahverengi goruntii 151tk mikroskobunda izlenir. Bunun yaninda hiicrelere
methyl green uygulamasi yapilarak canlt hiicrelerin 151k mikroskobunda mavi olarak

izlenmesi saglanir (202).

. 2cm’lik oval lameller alkole batirilip ardindan atesten gegirilerek
yakilarak kurutuldu.
. Lameller 24°lik mikroplagin kuyucuklarina yerlestirildi.

. T98G hiicreleri 24 saatlik uygulama igin 24’lik mikroplate her
kuyucukta 1,2.10° hiicre olacak sekilde ekildi.

. 24 saatlik inkiibasyon sonunda bu flasklardan 1 adet lamel kontrol
gurubu olarak ayrildi, 1 lamel 2,5 mM H,O, eklendi. 5 adet lamel ise
metforminin 1mM, SmM, 10 mM, 50 mM, 100 mM dozlarina maruz
birakildi. 5 adet lamel ise metforminin 1 mM, 5 M, 10 mM, 50 mM,
100 mM dozlarinin 30 dakikalik maruziyetinden sonra 2,5 mM H;0,
dozu eklendi.

. 24 saatin sonunda lamellerin bulundugu kuyucklarin medyumlari
dikkatlice hiicrelert yerlerinden oynatmayacak sekilde kenarindan
alind1.

. Hiicre fiksasyonu igin -20°C %100 metanol 2 ml kuyucuklara ekledi.

10 dakika beklendikten sonra metanol uzaklastirildi.
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Diger islemlere gegmeden once ekilibrasyon tamponu -20°C’den
cikartilarak oda 1si1sinda ¢oziilmeye birakildi.

2ml PBS eklenip 5 dakika beklendi. Bu islem iki kez tekrarland:.
Islemler sonucunda lameller pegete yardimiyla dikkatlice kurutuldu.
Lameller 24’1tk flasklardan daha genis bir ¢alisma alanina 6’lik
flasklara alindi.

Bu sirada -20°C’den reaksiyon tamponu ve TdT enzim ¢ikarilarak oda
1s1sinda ¢ozillmeye birakildi.

20ul ekilibrasyon tamponu eklendi ve lamellerin tzerlerine parafin
yerlestirildi. Her bir 6rnek i¢in 5 dakika beklendi. Islem sonunda
lameller pecete ile dikkatlice kurutuldu.

Diger 1slemlerden 6nce yikama/durdurma tamponu ve anti-digoxigenin
-20°C’den ¢ikarilarak oda 1sisinda ¢oziilmeye birakildi.

reaksiyon tamponu ve TdT enzim kitinde belirtildigi oranda karistirildi
ve her bir 6rnege 20ul konuldu. Uzerlerine parafin bant yerlestirildi ve
37°C de nemli ortamda (bu islem igin etiiv ideal) 1 saat beklendi.
Anti-digoxigenden yeterli miktar bir ependorfa aktarildi ve oda 1sisina
gelmesi beklendi.

Yikama/durdurma tamponu kitinde belirtildigi gibi dH,O ile
karigtirllarak  hazirlandi ve her bir kuyucuga 2ml eklenerek
calkalayicida 15 galkalandiktan sonra 10 dk oda 1sisinda bekletildi.
Lamellerin tizerine 2ml PBS eklenerek 1 dakika bekletildi. Bu iglem ¢
kere tekrarlandi ve lameller pecete yardimiyla kurutuldu.

Diger islemlerden once DAP subtrat ve DAB dilusyon tamponu -
20°C’den ¢ikartilarak oda 1sisinda ¢oziilmeye birakildi.

Lamellerin tzerine 20ul anti-digoxigenin eklendi ve tizerleri parafin
ile kapatilarak 30 dakika bekletildi.

2ml PBS eklenerek 2 dakika beklendi. Bu islem 4 kez tekrarlandi.
DAP subtrate ve DAB dilusyon tamponu kitte belirtildigi oranda
karistirllarak  working strength peroxidase substrati hazirlanip
lamellerin Gizerine 20ul konup tzerleri parafin bant ile kapatildi.

3-6 dakika aras1 ornekler 151k mikroskopunun altinda kontrol edildi ve
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yeterli boyama saglandigi distnildiginde kuyucuklara 2ml dH,O
eklendi ve 1 dakika beklendi. Bu islem 3 kere tekrarland.

. Bir kez daha 2ml dH,0O konuldu ve bu sefer 5 dakika beklendi.

. Metil yesili uygun oranda serum fizyoloji ile sulandirildi ve lameller
uzerine 20ul eklenerek uzerleri parafin ile kapatilip 10 dakika
beklendi.

o Kuyucuklara 20 ml dH,O eklenerek 10 kere pipetaj yapildi. Bu islem 3
kere tekrarland.

o Kuruyan lameller mounting medium ile lama yapistinldt ve 151k
mikroskopunda fotograflart ¢ekildi.

3.3.8. istatistiksel degerlendirme

Deney sonuglari, SPPS (Statistic Program for Social and Science)
istatistik programinda degerlendirildi. Gruplar arasindaki anlamlilik one-way
ANOVA ve anlamlilik belirlenmigse Post-Hoc olarak da Tukey testi kullanilarak
hesaplandi.
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4. BULGULAR

4.1. MTT Yontemi Ile Hiicre Canlihgimin Belirlenmesi
4.1.1. H,07’nin toksik dozunun MTT testi ile belirlenmesi

H»O07’nin glial kaynakli T98G hiicre hatt1 tizerindeki 24 saatlik maruziyet
sonrast toksik etkileri anlamli olarak 1mM seviyesinde baslamistir. Kontrol grubuna
gore ImM H,0, hiicre canliligini %100+£2,01'den %66,5+2,79'e disirmiistiir.
2.5mM H;0; hiicre canliligint %100+£2,01'den %46,3+0,88 ¢ dugirmistir. SmM
H;O, ve 10mM H;0, ise hiicre canliligini %100+2,01'den %24,1+0,6'ya ve
%11,4+0,73 e dusurmistir (Sekil: 4.1.). Bu sonuglara gore H,O, nin LDsy dozu
T98G gliobastoma hiicrelerinin yaklasik % 50’sini 6lduren 2.5mM olarak segilmistir
(*; p<0,001).

MTT % Hicre Canhhgi

120,000

100,000

kontrol 0,1 0,2 04 0,5 0,6 08 1 25 5 10
Hz3: mm

ekil 4.1: Hidrojen peroksit’in (H,0,) T98G hiicrelerindeki toksisitesinin MTT testi ile 6l¢iilmiis
jen p

sonuclari. Kontrol grubuna gore *; p<0,001. (n=3)
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4.1.2. Metformin ve Metforminin 2,5 mM H;0,; kombinasyonunun 24 saatlik
maruziyeti sonrasinda hiicre canhih@1 iizerine etkisinin MTT testi ile
belirlenmesi

24 saatlik uygulamadan sonra, metforminin SmM ve artan dozlar hiicre
canliligint kontrol grubuna anlamli bir gekilde diisiirmustir. Kombinasyon gruplari
i¢in hiicre canlihigini yaklagik %50 oraninda diisiren H»O2 nin 2,5mM H>0; dozu
secilmistir.  2,5mM  H,0O, hiicre canliigim %100+1.64' den %44.6+123 e
diustirmustir. Metforminin 1mM, SmM ve 10mM’ ik H,O, kombinasyonlari yalmz 1,
5, 10 mM 'lik metformine gore hiicre canlilifini daha fazla digtirmiistir. Metforminin
50mM ve 100mM'lik H»O> kombinasyonlan yalniz 2,5mM ik H>O, dozuna gore
%44.6=1.23 den %16.39+ 0.22 ye ve %11.85+0.08" dusus saglamistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2: Metformin (met.) hidrojen peroksit (H,0;) ve kombinasyonlarmin 24 saatlik ugulama sonrasi T98G hiicrelerinde canliligin MTT testi ile 6l¢iilmiis
sonuclari. (Kontrol grubuna gire *; p<0.001, 2,5 H,0, ye gore #; p<0.001) (n=3)
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4.1.3. Metforminin hiicre canliligi iizerine etkisinin MTT testi ile belirlenmesi
4.1.3.1. Metforminin 48 saatlik maruziyeti sonrasinda hiicre canlilig iizerine
etkisinin MTT testi ile belirlenmesi

Metforminin glial kaynakli T98G hiicre hatt1 iizerindeki 48 saatlik maruziyet
sonrasi toksik etkilert anlamli olarak 10mM seviyesinde baslamistir. Kontrol grubuna
gore 10mM metforminin hiicre canliligini %100+5 den %70,2+0,77 e digirmustiir
(#;, p<0,05). 50mM ve 100mM metforminin hiicre canliligi %100+5 den
%065,8+7,29"a ve %14,2+0,33 e disirmustir. (*; p<0,001) (Sekil 4.3.).
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(
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Sekil 4.3: Metforminin T98G hiicrelerinde 48 saatlik uygulama sonrasi canhihigin MTT testi ile
Olciilmiis sonuglari. Kontrol grubuna gore *; p<0,001, #; p<0,05. (n=3)
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4.1.3.2. Metforminin 72 saatlik maruziyeti sonrasinda hiicre canlilig iizerine
etkisinin MTT testi ile belirlenmesi

Metforminin glial kaynakli T98G hiicre hatt1 izerindeki 72 saatlik maruziyet
sonrasi toksik etkileri anlamli olarak SmM seviyesinde baslamistir. Kontrol grubuna
gore SmM metforminin hiicre canliligint  %100+£11,91'den  %64,7+2,41°e
dustirmistir (#;, p<0,05). 10mM, 50mM ve 100mM metforminin hiicre canliligini
%100+11,91 den %55,4+0,94"e, %53,7+£2,53’e ve %13,6+0,18 e dusurmistir. (*;
p<0,001) (Sekil 4.4).

120,000
100,000
80,000
60,000

40,000

y hldc e Canlihd O an

20,000

0,000

Sekil 4.4: Metforminin T98G hiicrelerinde 72 saatlik uygulama sonrasi canhihigin MTT testi ile
Olciilmiis sonuglari. Kontrol grubuna gore *; p<0,001, #; p<0,05. (n=3)
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4.2. Metformin ve H;O, Varhginda T98G Hiicre Hattinin Morfolojik Olarak
Degerlendirilmesi
4.2.1. T98G hiicre hattimin 24 saatlik metformin, H,O, ve metforminin H,O,
kombinasyonunun maruziyetinde morfolojik olarak degerlendirilmesi

Faz kontrast invert mikroskopta 200X ile alinan resimler tizerinden T98G
hucrelerinin morfolojileri kontrol grubu, H2O,, metforminin TmM, 5mM, 10mM,
50mM, 100mM dozlarn ve ImM metformin+2,5mM H,0,, SmM metformint2,5mM
H,0,, 10mM metformin+2,5mM H,0,, 50mM metformin+2,5mM H,0,, 100mM
metformin+2,5mM H»0, dozlart degerlendirilmistir. Konrol grubunda hiicreler
dizgin yapida ve morfolojik yonden normal olarak degerlendirililirken, SmM
metformin uygulanan grupta hiicre sayisinda azalma basladigi goérildii. En ¢ok hicre
kaybinin ise 50mM ve 10mM metformin, 2,5mM H,0; ve metformin ile 2,5mM
H>0, kombinasyonunda ki tiim gruplarda gorildi. Bu dozlarda hiicrelerin deforme
olup morfolojik olarak bozuldugu saptandi. Kombinasyon gruplarn yalniz 2,5mM
H,0, grubuna gore degerlendirildiginde ise artan metformin dozunun hiicre sayisinda

azalamaya neden oldugu saptandi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5: Kontrol, 2,5mM H,0, metformin ve metforminin 2,5 mM H,O, kombinasyonunun 24
saatlik maruziyetinin TI98G hiicrelerinin faz kontrast invert mikroskopda goriintiileri. Kontrol
grubu; A, metformin 1mM; B, metformin SmM; C, metformin 10mM; D, metformin 50 mM; E,
metformin 100mM; F, 2,5mM H,0,; Al, 1mM metformin+2,5mM H,0,; Bl, SmM
metformint+2,5mM H,0,; C1, 10mM metformint+2,5mM H,0,; D1, S0mM metformin+2,5mM
H,0,; E1, 100mM metformin+2,5mM H,0,; F1.
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4.3. T98G Hiicre Hattimn Metformin ve H,O; Varhiginda Akridin Oranj ve
Etidyum Bromiir Boyama Sonuglari
4.3.1. T98G hiicre hattimin 24 saatlik metformin, H,O, ve metforminin H,O,
kombinasyonunun maruziyetinde akridin oranj ve etidyum bromiir boyama
sonuclarinin degerlendirilmesi

T98G hiicrelerinde apoptozis kontrol grubu, H2O,, metforminin 1mM, SmM,
10mM, S50mM, 100mM dozlan ve ImM metformin+t2,5mM H->0; S5SmM
metformin+2,5mM  H,O0,, 10mM  metformin+2,5mM  H,O,, 50mM
metformin+2,5mM  H»Os3, 100mM  metformin+2,5mM  H>0O;  dozlan
degerlendirilmistir. 24 saatlik uygulamasi biten hiicrelere akridin oranj ve etidyum
bromirle hazirlanan boya karsimi eklendikten sonra floresan mikroskobunda
apoptotik hiicreler tespit edildi. Konrol grubunda apoptotik hiicrelere rastlanmadi.
Apoptotik hucrelere 10mM metforminde rastlanmaya baslandi. 50mM ve 100mM
metforminde apoptotik hicreler gozlemlendi. 2,5mM H>O; ve metformin+2,5mM

H,0, kombinasyonundaki tim gruplarda apoptozis saptandi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6: Kontrol, 2,5mM H,0,, metformin ve metforminin+2,5 mM H,0, kombinasyonunun
24 saatlik maruziyetinin T98G hiicrelerinin goriintiileri. Kontrol; A, metformin 1mM; B,
metforminin SmM; C, metformin 10mM; D, metformin S0mM; E, metformin 100mM; F,
2,5mM H,0,; A3, ImM metformin+2,5mM H,0, ; B3, SmM metformin+2,5mM H,0,; C3,
10mM metformint2,SmM H,0,; D3, S0mM metformin+2,5mM H,0,; E3, 100mM
metformint2,5mM H,0,; F1.
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4.3.2. T98G hiicre hattinin 48 saatlik metformin maruziyetinde akridin oranj ve
etidyum bromiir boyama sonuclarinin degerlendirilmesi

T98G hiicre hattinda kontrol ve metforminin 1mM, SmM, 10mM, 50mM,
100mM dozlarn uygulandi. 48 saatlik metformin uygulamasi biten hiicrelere akridin
oranj ve etidyum bromirle hazirlanan boya karigimi eklendikten sonra floresan
mikroskobunda apoptotik hiicreler tespit edildi. Konrol grubunda apoptotik hiicrelere
rastlanmadi. Apoptotik hiicrelere 10mM metforminde rastlanmaya baglandi. En ¢ok

apoptotik hiicre ise SOmM ve 100mM metforminde saptand: (Sekil 4.7).

Sekil 4.7: Kontrol ve metforminin 48 saatlik maruziyetinin T98G hiicrelerinde ki goriintiileri.
Kontrol; A1, metformin 1mM; B1, metformin SmM; C1, metformin 10mM; D1, metformin

50mM; E1, metformin 100mM F1.
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4.3.3. T98G hiicre hattinin 72 saatlik metformin maruziyetinde akridin oranj ve
etidyum bromiir boyama sonuclarinin degerlendirilmesi

T98G hiicre hattinda kontrol ve metforminin 1mM, SmM, 10mM, 50mM,
100mM dozlarn uygulandi. 72 saatlik metformin uygulamasi biten hiicrelere akridin
oranj ve etidyum bromirle hazirlanan boya karigimi eklendikten sonra floresan
mikroskobunda apoptotik hiicreler tespit edildi. Konrol grubunda apoptotik hiicrelere
rastlanmadi. Apoptotik hiicrelere 10mM metforminde rastlanmaya baglandi. En ¢ok

apoptotik hiicre ise SOmM ve 100mM metforminde saptandi (Sekil 4.8).

Sekil 4.8: Kontrol ve metforminin 72 saatlik maruziyetinin T98G hiicrelerinde ki goriintiileri.
Kontrol; A2, metformin 1mM; B2, metformin SmM; C2, metformin 10mM; D2, metformin

50mM; E2, metformin 100mM; F2.
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4.4. T98G Hiicre Hattinin Metformin ve H,O, Varliginda TUNEL Sonuclar:
4.4.1. T98G hiicre hattinin 24 saatlik metformin, HO, ve metforminin H,O,
kombinasyonunun maruziyetinde TUNEL sonu¢larinin degerlendirilmesi

T98G hiicrelerinde apoptozis kontrol grubu, H,O,, metforminin 1mM, SmM, 10mM,
50mM, 100mM dozlar1 ve ImM metformin+2,5mM H,0,, SmM metformin+2,5mM
H0,, 10mM metformin+2,5mM H;0O,, SOmM metformin+2,5mM H,0,, 100mM
metformin+2,5mM H,0, dozlarn degerlendirilmistir. 24 saatlik uygulamast biten
hiicrelere TUNEL protokolu uygulandiktan sonra 1s1tk mikroskobunda apoptotik
hiicreler tespit edildi. Kontrol grubunda apoptotik hiicrelere rastlanmadi. Apoptotik
hiicreler 50mM ve 100mM metformin dozunda saptandi. 2,5mM H,0, ve metformin

ile 2,5mM H,0, kombinasyonundaki tiim gruplarda apoptozis saptandi (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9: Kontrol, 2,5mM H,0, metformin ve metforminint+2,5mM H,0, kombinasyonunun 24
saatlik maruziyetinin T98G hiicrelerinin goriintiileri. Kontrol; A, metformin 1mM; B,
metformin SmM; C, metformin 10mM; D, metformin S0mM; E, metformin 100mM; F, 2,5SmM
H,0,, Al, 1mM metformin+2,5SmM H,0,; B1l, SmM metformint+2,5mM H,0,; C1, 10mM
metformin+2,5mM H,0,; D1, S0mM metformin+2,5mM H,0,; E1, 100mM metformin+2,5SmM
H,0,; F1.
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4.5. ELISA Yontemi ile Kaspaz- 3 Aktivasyonu Sonuclar

Huicrelerde apopitozisi belirlemek igin ELISA yontemiyle hiicrelerin kaspaz-3
seviyeleri ol¢ildi. Yontemin prensibi kaspaz-3'iin substratt olan N-Asetil-Asp-Glu-
Val-Asp p-nitroanilid'den (Ac-DEVDpNA) kromofor p-nitroanilinin  (pNA)
serbestlesmesinin spektrofotometrik olarak dlgimii esasina dayanmaktadir.

2,5mM H>0; kontrol grubuna gore kaspas-3 seviyesini 1+0,20 den
8,67+0,18 e arttirmistir. SOmM ve 100mM metformin dozunun kontrol grubuna gére
kaspaz-3 seviyesini 1+0,20'den 3,73+0.0,07 ¢ ve 4,87+0,59 a arttirmistir. Tiim
kombinasyon gruplarinda kontrol grubuna gore kaspas-3 seviyeleri anlamli sekilde
artmistir. Metfrominin 100mM dozu kaspas-3 seviyesini yalniz 2,5mM H>05' ye gore
8,67+0,18 den 11,53+0,18 e arttirmistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10: Metformin (met.) hidrojen peroksit (H,O;) ve kombinasyonlarimin 24 saatlik ugulama sonras1 T98G hiicrelerinde kaspaz-3 iin kat artis1 sonuglari.

(Kontrol grubuna gore *; p<0.001, 2,5 H,O, ye gore #; p<0.001) (n=3)
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4.6. Metforminin ve Degisik Dozlarimin H;O, ile Kombinasyonunda 24 Saatlik
Maruziyeti Sonrasinda DNA Fragmantasyonunun Agaroz Jel Elektroforez
Yontemi ile Gosterilmesi

T98G hucre hattinda kontrol, 2.5mM H,0O, ve metforminin ImM, SmM,
10mM, 50mM, 100mM  dozlarn ile ImM metformin+2,5mM H,O, , 5mM
metformin+2,5mM H,0,, 10mM metformin+2,5mM H,0,, S50mM
metformin+2,5mM H,0,, 100mM metformin+2,5mM H,0, dozlart uygulandi. 24
saatlik maruziyet sonrasinda hiicrelere agaroz jel elektroforez yontemi protokolu
uygulandt ve UV 1sik altinda goritilert alindi. Metforminin 50mM, 100mM
dozlarinda DNA fragmantasyonuna rastlandi. Bunun yaninda 100mM

metformin+2,5mM H,0, dozunda da DNA fragmantasyonu gozlendi (Sekil 4.11).

Sekil 4.11: Metformin (met.) ve metforminin 2.5mM hidrojen peroksit (H,0,) kombinasyonunda

24 saatlik maruziyetinin T98G hiicrelerindeki agaroz jel goriintiileri.
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5. TARTISMA

Tip 1l diyabet tedavisinde yaygin olarak kullamlan metforminin asil bilinen
etkinligi kaslarin glukoz alimini artirmasi, insilin direncini kirmasi ve insilin
duyarlih@ini iyilestirmesidir (203). Bununla birlikte son yillarda metforminin obezite
tedavisi, polikistik over sendromu ve alkolik olmayan karaciger hastaliginda yararli
olabilecegi ve kardiyovaskuler hastaliklara karsi da koruyucu etkileri bulundugu
anlagilmigtir (203). llging olarak metforminin Alzheimer ve Parkinson hastaligi
agisindan da riski azaltilcr bir madde oldugunu gosteren arastirmalar bulunmaktadir
(204,205). Calismamiz agisindan dikkat cekici olan konu ise metformin kanser
iligkisidir. Cunkii aragtirmalar Tip 2 diyabeti olan kisilerde metforminin kanser
riskini azalttigini gostermektedir (206,207). Metforminin timér biiyiimesi tizerine
inhibitor etkili olusu dolagimdaki insilin ve glukoz dizeylerini dusurmesiyle ilgili
olabilir (208). Diger taraftan ¢ok sayida arastirmada metforminin apoptozise neden
olarak hiicre proliferasyonunu engelledigini ve hiicreyi 6lime goétarebildigini
gostermistir (209-211). Bu etki ise metforminin AMPK-LKBI1 yolag aktivasyonuna
neden olup cyclin D1 diizeylerini diisiirmesi ve mTOR aktivitesini inhibe etmesiyle
acgiklanmaktadir (212-215).

Gliablastoma multiforma yetigkinlerde santral sinir sisteminin en kétii huylu
timérlerinden biri  olarak bilinmektedir. Son wyillardaki ilerlemelere ragmen
kemoterapotiklerin yiiksek toksisiteleri, simirh etkinlikleri ve etki yerine ulagmadaki
sorunlar nedeniyle tedavide basanli olunamamistir (216,217). Tedavide yeni
yaklagimlar, kemoterapi ve radyoterapi ile birlikte hiicre yasamim ve apoptozisi
hedef alan mekanizmalara yogunlagmaktadir. Yukarida sozini ettigimiz o6zellikleri
nedeniyle metformin, gliablastoma multiforma tedavisi i¢in arastinlmaya deger bir
molekildiir. Ustelik kan-beyin engelini de kolayca asabilmektedir (218,219). Iste bu
nedenlerle biz de c¢alismamizda insan gliablastoma multiforma hiicrelerinde
metforminin apoptotik etkinligini aragtirdik.

Apopitotik etkinligini belirleyebilmek i¢in farkli yontemler kullandiZimiz bu
arastirmada oOncelikle metforminin hiicre canlili@ iizerine etkisini belirlemek
amaciyla MTT testi yapilmistir. Bu deneylerde metforminin 5 farkli dozunun 24, 48,

72 saatlerde hiicre canlihi@ izerindeki etkileri belirlenmistir.  Diger taraftan
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metformine bagli degisiklikler faz kontrast invert mikroskopta da incelenmis, hiicre
yogunlugundaki azalma ve hicrelerde gerceklesen morfolojik degisiklikler
gosterilmigtir.  Bunlarin ardindan apoptozise 6zgii DNA kiriklanim  belirlemek
amaciyla agaroz jel elektroforezi ile DNA fragmantasyonlannin goriinttleri
alinmistir. Floresan boyama yontemi ile 6l ve canli hiicrelerler belirlenerek resimleri
alinmis, 6lu hiicreler arasindan apoptozise giden hucreler belirlenerek isaretlenmistir.
Ardindan apoptozise 6zgu bir boyama yontemi olan TUNEL yontemi uygulanarak
apoptotik hiicrelerin resimleri ¢ekilmis ve isaretlenmistir. En son olarak da
apoptozise ugrayan hiicrelerde kaspaz-3 diizeyleri ol¢tlmiustiir. Yukanda sézii edilen
deneyler apopitozise neden oldugu bilinen H>O, varliginda da tekrarlanmigtir.
Bulgularimizin ortaya ¢ikardigi sonug su sekilde ozetlenebilir: 1. Metformin, T98G
hucreleri tzerine doz bagimli apoptotik bir etkinlik gostermistir. Hiicre canliligini
azaltmigtir. 2. Metforminin H»O; ile kombinasyonu ise T98G hiicreleri tizerindeki
apoptotik etkinligin artmasina neden olmustur.

Calismamizda oncelikle metforminin hiicre canliligr tzerindeki etkisini MTT
yontemiyle belirledik. Bu yéntem hiicre kiiltiirlerinde sitotoksik maddelerin etkisinin
gosterilmesi agisindan en uygun yollarindan biri olarak bilinmektedir. Ancak bu yolla
hiicrenin hangi yolla oldigini belirlememiz olast degildi (220). Bu nedenle
deneylerimizin ikinci asamasinda apoptozisi belirlemede farkli yontemlerle sonuca
gitmeyi uygun bulduk. Bilindigi gibi apoptozis programlanmig hiicre 6limi olarak
tammlanabilecek aktif bir suregtir  Asinhi@ ya da azh@ pek cok hastalifin
patogenezinde (kanser, otoimmin hastaliklar, diyabet, Alzheimer, organ ve kemik
iligi transplant red reaksiyonu...) énemlidir. Bu nedenle ¢abuk ve kolay yontemlerle
belirlenebilmesinin énemi agiktir (221). Ne var ki apoptozisi belirlemede kullanilan
yontemlerin simirlayici  taraflan da vardir. Ornedin galismamizda metformin
maruziyetine ugramis hiicrelen floresan boyama yoéntemi kullanarak boyadik ve
boylece olu hiicrelerin arasindan apoptotik hiicreleri gosterdik. Bu yontemde
apoptozise ugramig hiicreleri belirlemek i¢in nukleuslarin morfolojisini ve 191k
yayma oranlarim degerlendirdik. Ancak bu yontemin de diZer boyama yontemlerinin
olumsuzluklarina sahip oldugu bilinmektedir (221). Ornegin, bu suregte deney
boyunca hiicre yikama ve transferlen hiicre membrani hasar, hicre popiilasyonunun

dagilimimi ve apoptotik ve/veya nekrotik hiicre oramimi  degistirebilir (222).
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Apoptozise 6zgu bir bagka boyama yontemi ise¢ TUNEL teknigidir. Bununla birlikte
bu yontemle de bazi hiicrelerde yanlis pozitif yanitin alinabildigi bilinmektedir (221).
Yontemlerin kimi kisithliklarina ragmen elde edilen sonuglarin birbirini dogrular
nitelikte olmasi metforminin apoptotik etkinlikte oldugu sonucunu kuvvetle
diisindurmektedir.

Boyama yontemleri ile aldifimiz sonucu T98G hicrelerinde kaspaz-3
diizeylerini olgerek de dogruladik. Sonuglarimiz metformine bagh olarak kaspaz
diizeylerinin yukseldigini gosterdi. Ancak burada iizerinde durulabilecek dnemli bir
nokta metforminin kaspazdan bagimsiz bir yoldan da hiicreyi apopitoza
goturebilecegidir (223). Bu yol hiicrede artan poli(ADP-riboz) polimeraz sentezi ve
AlF’nin (apoptozis-inducing factor) ¢ekirdege translokasyonu ile iliskilidir.
Calismamizda kaspazdan bagimsiz olan bu mekanizma degerlendirilmemistir. Son
olarak metforminin apoptotik etkinligini gostermek tizere apoptozise 6zgii DNA
fargmantasyonu agaroz jel elektroforez yontemi kullamlmistir. Bu yontemin
dezavantaji ise Ozellikle erken donem apoptozis olarak adlandinlan hiicrelerdeki
DNA fragmantasyonunun gosterilememesidir (224).

Aragtirmamizda T98G hiicrelerinde yalnizca metforminin degil ayni zamanda
H>0; ile metformin kombinasyonunun etkisi de g¢alisilmigtir. Bilindigi gibi H,O;
hiicrede serbest oksijen hasarni olusturarak apoptozise neden olan bir bilesiktir ve
kanser hiicre hatlarinda da apoptozisi indiklemek amaciyla kullanilmaktadir. Bu
amagla dnce T98G hiicrelen tizerinde H>O; i¢in bir LDsg degeri belirlenmis (2,5mM)
ve metforminle kombinasyon bu dozda yapilmistir. Sonuglarimiz HO» metformin
kombinasyonu sonucu apopitotik etkinin arttigim  gostermektedir.  Aslinda
metforminin sitotoksik ilaglarla kombinasyonun tiimoér biyimesini daha gugli bir
sekilde inhibe ettigine dair arastirmalar bulunmaktadir (225,226). Bu nedenle
arastirmalarin sahipleri kanser tedavisinde kullanilan kemoterapotige ek olarak
metformin de verilmesinin akilci olacagini belirtmekteler. Diger taraftan bu iddiali ve
erken bir yaklasim da olabilir. Cunkia metforminin kanser hicrelerinde sisplatine
bagli apopitotik hiicre 6luminu azaltabilecegi de gosterilmistir (227).

Aragtirmamizin  6zgin tarafi metforminin apoptotik etkisinin T98G
hiicrelerinde 11k kez gosteriliyor olmasidir. Glioblastoma multiforme yetigkinlerde sik

rastlanan ve ne yazik ki heniiz etkin bir tedavisi olmayan, hiicre biylimesi,
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proliferasyonu, yasami ve apoptozis mekanizmalarinda gorevli  sinyal
mekanizmalarinin bozulmasi ile karakterize bir timordir. Guinumiiz kosullarinda
ortalama yasam siiresi yaklagik 15 aydir (228,229). Bilindigi gibi normal bir hiicrenin
malin bir timére donigmesi birtakim hiicresel degisiklikler sonucu olusur. Bu agidan
bakildiginda timor hiicrelerinin yasaminda 6nemli olan sinyal mekanizmalar ve
bunlara bagl olarak apoptozis diizenleyicilerinde olusan degisiklikler onemlidir.
Glioblastoma multiforme hiicrelerinin yasamint siirdirmeleri i¢in gelistirdikleri
sinyal mekanizmalari arastirnldiginda sinifi 1 fosfoinositol-3 kinaz yolag (PI3K),
bununla baglantili olarak epitelial biyime faktérii reseptorleri (EGFR) ve mTOR
iligkisi énemli gorilmektedir (228). Bu nedenle de PI3K yolag yalmiz ya da EGRF
ve mTOR inhibitorleri ile birlikte yeni bir tedavi hedefi haline gelmistir. Metforminin
de kanser hiicresi metabolizmasim hedefleyen bir mTOR inhibitori oldugu g6z
onine alinirsa oOngoriilen tedavi bigimlerine 6nemli katkilar saglayabilecegini
dusunebiliriz. Diger taraftan tumor mikrogevresinin immin sistem hiicrelerinin
etkisinde oldugu ve bu mekanizmalarin da kanser gelisimine katkida bulundugu
dusunilmektedir (230). Metforminin antienflamatuar oldugunu gosteren calisma
sayist yeterli olmamakla birlikte bu olasilik metforminin timér mikrogevresinin
dizenlenmesi ile de tumor gelisimine karsi bir rol oynayabilecegini akla getiriyor
(231,232).

Sonu¢ olarak, ger¢ek¢i bir yaklasimla, Glioblastoma multiforme igin
gelecekteki tedavi yoniiniin timoriin g¢ikarilmasi igin cerrahinin optimize edilmesi ve
sinerjistik etkili ¢ok hedefli ilag kombinasyonlan ile olacagini 6ngorebiliriz. Burada
hiicrenin yagsam mekanizmalar ve apoptozisi hedef alan ilaglarin 6énemi olacaktir. Bu
agidan apoptotik ozelligi oldugunu gosterdigimiz metformin tedavi protokollerine

katilabilecek 1yi bir aday olabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Aragtirmamizin sonucu asagidaki sekilde o6zetlenebilir:

1. Metformin; T98G hiicrelen tizerine doz bagimh apoptotik bir etkinlik gostermistir.
Hiuicre canliligini azaltmistir.

2. Metforminin H,O, ile kombinasyonu ise T98G hucreleri tizerindeki apoptotik
etkinligin artmasina neden olmustur.

3. Metformine bagli bu etkinin doza bagli oldugu anlagilmistir.

Elde ettigimiz sonuglara dayanarak metforminin kanser tedavilerine
eklenebilecek bir aday molekiil olabilecegi yorumunu yapabiliriz. Bununla birlikte
metforminin apopitotik etkinliinin hangi mekanizmalar Gzerinden gergeklestiginin

aydinlatilmasi i¢in bagka molekiiler caligmalara da gereksinim vardir,
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