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OZET

METFORMIN VE PIOGLITAZON’UN IN VITRO SiTOTOKSISITESI VE
TAVUK EMBRiIYOSU KORYOALLANTOIK MEMBRAN MODELINDE
ANJIOGENEZ iNHIiBiSYONU UZERINE ETKISi
Dr. Yasemin PEKSEN
Tipta Uzmanhk
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2010

Diyabet, diinya capmnda tiim yas gruplarini etkileyen, komplikasyonlar ile

seyreden, tedavi maliyeti giderek artan bir hastaliktir.

Anjiogenez yeni kapiller damar gelisimi olup, bir¢ok fizyolojik olay yani sira
diyabetik retinopati, timor gelisimi ve tiimdr metastazinda da sorumlu tutulmaktadir.
Diyabette kanser insidansinin ve tiimor metastazinin pek ¢ok farkli mekanizma ile

artt1g1 tespit edilmistir. Bu mekanizmalardan birisi de anjiogenezistir.

Diyabet tedavisinde metformin ve pioglitazon uzun yillardir kullanilan temel
ilaglardir. Metformin ve pioglitazon molekiilleri farkli pek cok mekanizma ile timor
hiicresinin biiyiimesini Onlemektedir. Calismamizda metformin ve pioglitazon
molekiilerinin anjiogenez {izerine olan etkisini; ucuz, giivenilir ve uygulanabilirligi
kolay olan tavuk embriyosu koryoallantoik membran modelini kullanarak gostermeyi
amagladik. Sonugta pioglitazon molekiiliiniin metformine gore anti-anjiogenik
etkinliginin giiclii oldugunu tespit ettik. Bu etkisinden faydalanilarak diyabetik

retinopatili ve kanserli olgularda yararl etkilerinin olabilecegi kanisma vardik.

Bu calismada ayrica metformin ve pioglitazon molekiillerinin in vitro, ¢ok
sayida Ornegi ayni anda, kisa siirede ve giivenilir bir sekilde degerlendirme imkani
saglayan XTT yontemi ile L929 fare fibroblast hiicreleri iizerine sitotoksisitesini de
arastirdik. Bu arastirmamizin sonucunda, metformin ve pioglitazon molekiillerinin

sitotoksik etkilerinin olmadigin1 tespit ettik.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, Kanser, Anjiogenez, Sitotoksisite, Anti-
diyabetikler

Proje Numarasi: T419
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ABSTRACT

IN VITRO CYTOTOXICTY OF METFORMIN AND PIOGLITASONE AND
ITS EFFECT ON ANGIOGENESIS INHIBITION IN CHORIOALLANTOIC
MEMBRANE OF CHICKEN EMBRYO
Dr. Yasemin PEKSEN

Sivas
2010

Diabetes mellitus is a such disease that influences all age groups worldwide,
progressing with complications and its treatment cost has been gradually increasing.

Angiogenesis is new vessel development and it is held to account for diabetic
retinopathy, tumour development and tumour metastasis as well as many
physiological events. It is detected that carcinoma incidence and tumour metastasis
in diabetes are increased due to many different mechanisms. One of these
mechanisms is angiogenesis.

The metformin and pioglitasone are primary drugs used in diabetes treatment
for a long time. Metformin and pioglitasone molecules prevents enlargement of
tumour cell with many different mechanisms. In our study, we aimed to reveal the
effecs of metformin and pioglitasone molecules on the angiogenesis, using chicken
embryo chorioallantoic membrane model which is cheap, reliable and practical.
Ultimately, we detected that anti-angiogenic efficiency of pioglitasone molecule was
more powerful than metformin. Because of this effect, we concluded that it may have
useful effects in patients with diabetic retinopathy and carcinoma.

In this study, we also investigated the cytotoxicity of pioglitasone and
metformin molecules on 1L.929 mice fibroblast cells in-vitro, using XTT method
which provides opportunity for evaluating numerous samples in a short time,
simultaneously and reliably. Following this review, we detected that metformin and

pioglitasone molecules do not have cytotoxic effects.

Key words: Diabetes, Carcinoma, Angiogenesis, Cytotoxicity, Anti-diabetics

Project number: T419
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1.GIRIS VE AMAC

Diabetes Mellitus (DM), insiilin eksikligi ya da insiilinin etkisindeki
bozukluklar nedeniyle organizmanin karbonhidrat, yag ve proteinlerden yeterince
yararlanamadig, stirekli tibbi bakim gerektiren, kronik bir metabolizma hastaligidir
(1). Pankreastaki insiilin sekresyonunun mutlak veya rdlatif eksikligi, insiilin
etkisizligi ya da insiilin molekiiliindeki yapisal bozukluklar sonucunda olusan bu

hastalik, etyolojisi, genetik ve klinik tablosu ile heterojen 6zellikler tasir (2).

Yasam tarzi degisikligi ve ilag tedavisi ile Tip 2 diyabet Onlenebilirken, tip 1
diyabette bu heniiz basarilamamistir. Tip 2 diyabet tanist almis hastalarin %20-
50’sinde tan1 aninda mikrovaskiiler ve/veya makrovaskiiler komplikasyonlar gelismis
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (3). Bu nedenle kan glukoz seviyelerinin kontrolii i¢in

genellikle farmakolojik tedaviler gerekmektedir.

Tip 2 diyabetin tedavisinde kullanilan ve yeni tani diyabet ile bozulmusg
glukoz toleransinda ilk tercih olarak kullanilan metforminin etki mekanizmasi tam
olarak bilinmemektedir. Intestinal glukoz absorbsiyonunu azaltmasi, hepatik glukoz
yapimini artirmasi, kas ve adipoz dokuda glukoz uptake’ni artirmasi ve GLUT-1 ile
GLUT-4’lin plazma membranina translokasyonunu artwrarak antihiperglisemik
etkinlik sagladig: ileri striilmektedir (4). Metformin etkin kan glukoz kontroli,
diisiik yan etki profili ve 6zellikle kilolu hastalarda yararh etkileri ile bircok hastada
temel ilag olarak kullanilmaktadir (3).

Pioglitazon, tiyazolidinedion tiirevi oral antidiyabetik bir ilagtir. PPAR-y yolu ile
periferik dokularda insiilin sensitivitesini artirir. Tip 2 diyabet tedavisinde monoterapide
plazma glukoz, insiilin, C-peptid ve hemoglobin Alc’de anlaml diisiislere neden olur.
Insiilin varhiginda kas ve yag dokusunda glukoz wuptake’ini, GLUT-1 ve GLUT-4
reseptdr ekspresyonunu, glikojen sentaz aktivitesini artirirken serbest yag asitlerini,

trigliserid klirensini, hepatik glukoneogenezi ve TNF-a’y1 azaltir (5-6).

Mevcut kan damarlarindan yeni kan damarlarmin gelismesi demek olan
anjiogenez viicutta dogal olarak ortaya ¢ikan bir siire¢ olup, bazi durumlarda patolojik de

olabilir. Fizyolojik anjiogenez; embriyogenez, yara iyilesmesi ve kadmn iireme



sisteminde gozlenir (7). Inflamatuvar hastaliklarda (artrit, kronik inflamasyon,
inflamatuvar bagirsak hastaliklari, psoriazis), ¢cesitli kanserlerde (meme, mesane, kolon,
akciger, bobrek, pankreas, uterus, serviks kanseri, néroblastom, melanom, glioblastom)
ve goz hastaliklarinda (yasla iligkili makiiler dejenerasyon, proliferatif retinopati)
anjiyogenez patolojik olarak ortaya c¢ikmaktadir. Periferik arter hastaliklarinda ve
gecikmis yara iyilesmesinde ise anjiyogenezin yetersizligi s6z konusu olmaktadir (8).
Son yillarda ozellikle asiri, yetersiz veya bozuk anjiyogenezin ¢ok sayida hastaligin
patogenezinde rol oynadigi belirlenmistir. Bu nedenle anjiyogenezi Onleyici veya
baslatic1 faktorlerle tedaviler onem kazanmistir. Ancak tek bir anjiyogenez inhibitdrii ile
yapilan tedavilerin Ozellikle kanser hiicreleri tarafindan olusturulan cok sayidaki
anjiogenik faktorler ile miicadelede yetersiz kalabilecegi diisliniilmektedir. Bu nedenle
gelecek yillarda anjiogenik hastaliklarin molekiiler temellerinin daha iyi belirlenmesi,

yeni tedavi modellerinin gelistirilmesi agisindan 6nemli olacaktir.

Bizim calismamizda diyabetin tedavisinde klinikte siirekli olarak kullanilan
metforminin ve pioglitazon molekiillerinin uygun hiicre kiiltiirleri yapilarak hiicre
bliyiime oran1 ve morfolojik 06zellikleri iizerine etkisinin negatif ve pozitif kontrol
gruplart kullanilarak degerlendirilmesi ve Koryoallantoik membran modeli (KAM)
kullanilarak  anti-anjiogenik  etkilerinin  tespit edilmesi ve karsilastirilmasi
amaglanmaktadir. Bu arastirma sirasinda bu ilaglarin canli hayvan kullanilmadan anti-
anjiogenetik etkilerinin ortaya konulmasi i¢in memeli modeline alternatif olabilen etkin
ve ucuz bir yontem olan tavuk embriyosu KAM modeli se¢ilmistir. Ayrica tavuk
embriyosu KAM modeli anisotropik diflizyon 6zelligi ile test edilen ilaglarin terdpatik
etkinligini ¢cok iyi yansittig1 i¢in anjiogenez ve antianjiogenik etkinligi gostermede iyi bir
tarama araci olarak kullanilabilmektedir (9). Ayrica bu calisma ile bildigimiz kadariyla
literatiirde bu ilaglarin in vitro olarak XTT yOntemi ile sitotoksik etkilerinin arastirildig:
ve KAM modeli kullanilarak anjiogenez inhibisyonu iizerine etkisinin karsilastirildig: bir
calisma yoktur. Calismamizin sonuglarinin bu konu ile ilgili ileride yapilacak olan

calismalara da 151k tutacagini diisiinmekteyiz.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Diabetes Mellitus
2.1.1. Tanim

Diabetes Mellitus (DM), insiilin salgisinin mutlak veya goreceli eksikligi
ve/veya insiilin direnci ile olusan, hiperglisemi ile kendini belli eden, karbonhidrat,
yag ve protein metabolizmasi1 bozukluklar1 ile karakterize kronik ve progresif bir

metabolizma hastaligidir (5).
2.1.2. Epidemiyoloji

Diyabet diinya ¢apinda tiim yas gruplarmi etkileyen, bircok komplikasyon ile
seyreden Oonemli bir hastaliktir. Diinya’da 1985 yilinda 30 milyona yakin insan
diyabet tanis1 almis olup bu rakam 2000 yilinda 150 milyona ulasmistir (10).
Uluslararast Diyabet Federasyonu (IDF) verilerine gore 2007 yili itibari ile diinyada
246 milyon diyabetli kisinin yasadigi, bunlarin %46’sinin orta (40-59) yas grubunda
oldugu ve onlem almmazsa 2025 yilinda diyabetli niifusun 380 milyona ulasacagi

tahmin edilmektedir (11).

Diyabet insidansi farkl etnik gruplar ve iilkeler arasinda farklilik gostermekle
beraber, genellikle Tip 2 diyabet ortalama %35-10, Tip 1 diyabet ise % 0.5-1
civarindadir. Bozulmus aclik glikozu (IFG) ve bozulmus glikoz toleransi (IGT)
giderek artmakta ve genellikle yas ilerledikce daha fazla goriilmektedir. IGT nin 20-
44 vyas grubunda %3-5 olan prevalansy, 65-74 yas grubunda 9%20-30’a
yiikselmektedir (12).

Ulkemizde yapilan en genis c¢alisma Tiirkiye Diyabet Epidemiyoloji
Arastirmas1 (TURDEP) olup; 20 yas ve iizerinde, %45°1 erkek ve %355°1 kadn;
toplam 24.788 hastadan olusan, toplum kokenli kesitsel bir alan c¢aligsmasidir.
TURDEP’in 20 yas iistii genel sonuglarina gore diyabet %7,2 oraninda saptanmis
olup bu rakamin %67,7’si daha Once tanit almis; %32,3’li ise yeni tami almis

vakalardan olugmaktadir (13).



2.1.3. Diyabetin Simiflandirilmasi

Tirkiye Endokrinoloji ve Metabolizma Dernegi’nin Diyabet Klavuzu’nda

yayinlanan etiyolojik siniflama Tablo 2.1.’de gdsterilmistir (14).

Tip 1 diyabet, pankreas beta hiicrelerinin, selektif ve ilerleyici harabiyetine
bagl tiim diyabet hastalarini kapsamaktadir (15). Tip 2 diyabette ise 3 ana patolojik
bozukluk mevcuttur. Bunlar; karacigerde glukoz iiretiminin artisi, bozulmus insiilin
sekresyonu ve c¢evresel insiilin direncidir (16). Diyabetin bazi formlar1 mutlak insiilin
yetersizligi veya insiilin sekresyonunda bozukluga yol acan genetik bir kusur ile

karakterize iken, diger bazi formlarinda insiilin direnci s6z konusudur (17).

Ayrica diyabetin iki 6zel formu olan genclerin erigkin tip diyabeti ve
eriskinlerin ge¢ otoimmiin diyabetini de goz Oniinde bulundurmalidir. Genglerin
eriskin tip diyabeti (maturity onset diabetes of the young: MODY) otozomal
dominant kalitim, erken baslayan hiperglisemi ve insiilin sekresyonunda bozulma ile
karakterize olan bir diyabet subtipidir (17). Latent Autoimmune Diabetes of Adult
(LADA) ise klasik Tip 1 diyabet klinik manifestasyonunun aksine erigskinde
yanlighikla tip 2 diyabet tanisi konulacak kadar yavas seyreden otoimmun Tip 1

diyabet formudur (19).



Tablo 2.1. Diabetes Mellitus’un Etiyolojik Siniflamas1

I. Tip 1 diyabet (Genellikle mutlak insiilin noksanligina sebep olan B-hiicre yikimi vardir)

A. Immiin aracilikli

B. Idiopatik

IL Tip 2 diyabet (Insiilin direnci zemininde ilerleyici insiilin sekresyon defekti ile

karakterizedir.)

I11. Diger spesifik diyabet tipleri

A. p-hiicre fonksiyonlarimin genetik defekti
(monogenik diyabet formlar1)

HNF-1a (MODY3), Glukokinaz (MODY?2),
HNF-4a (MODY1), IPF-1 (MODY4),
HNF-18 (MODYS5), NeuroD1 (MODY6),
Mitokondriyal DNA, vd.

B. Insiilinin etkisindeki genetik defektler

Tip A insiilin direnci, Leprechaunism, Rabson-
Mendenhall sendromu, Lipoatrofik

diyabet vd.

C. Pankreasin ekzokrin doku hastaliklar
Pankreatit, travma/pankreatektomi, neoplazi,
kistik fibroz, hemokromatoz,

fibrokalkul6z pankreatopati, vd.

D. Endokrinopatiler

Akromegali, Cushing sendromu,
Glukagonoma, Feokromositoma, Hipertiroidi,

Aldosteronoma, Somatostatinoma vd.

E. lla¢ veya kimyasal ajanlar

Vacor, Pentamidin, Nikotinik asit,
Glukokortikoidler, Tiroid hormonu, Diazoksid,
Tiyazidler, B-adrenerjik agonistler, Dilantin, a-
Interferon, Atipik anti-psikotikler, Antiviral
ilaglar vd.)

F. Infeksiyonlar

Konjenital Rubella, Sitomegalovirus vd.

G. Immun aracilikl nadir diyabet formlar:
Stiff-man sendromu, Anti—insiilin reseptor
antikorlari, vd.

H. Diyabetle iliskili genetik sendromlar
(Monogenik diyabet formlari.)

Down sendromu, Klinefelter sendromu, Turner
sendromu, Wolfram (DIDMOAD) sendromu,
Friedreich tipi ataksi, Huntington Korea,
Laurence-Moon-Biedl sendromu, Miyotonik
distrofi, Porfiria, Prader-Willi sendromu.,

Alstrom sendromu vd.

IV. Gestasyonel diabetes mellitus (GDM) (Gebelik sirasinda ortaya ¢ikan ve genellikle dogumla
birlikte diizelen diyabet)

HNF-1a: Hepatosit niikleer faktor-1a-, MODY 1-6: Genglerde goriilen eriskin tipi diyabet formlar1 1-
6 (maturity onset diabetes of the young 1-6), HNF-40. Hepatosit niikleer faktor-o, IPF-1: Insiilin
promotor faktor-1, HNF-1f3: Hepatosit niikleer faktor-1p, NeuroD1: Norojenik diferansiyasyon 1,
DNA: Deoksi-riboniikleik asit, DIDMOAD sendr.: Diabetes insipidus, diabetes mellitus, optik atrofi
ve sagirlik (deafness) ile seyreden sendrom (Wolfram sendromu)




2.1.4. Tam

Diyabet tanis1 i¢in kan glikoz 6l¢iimii ve Oral Glikoz Tolerans Testi (OGTT)
en sik kullanilan testlerdir (20). ADA’nin yaymladig1 son kriterlere gére Hb Alc de

tan1 kriterlerinde yerini almistir.
ADA’nin yaymladig1 yeni tani kriterleri Tablo 2.2.” de goriilmektedir.

Tablo 2.2. Diabetes mellitus ve diger glukoz metabolizma bozukluklarinda tant

kriterleri
Diabetes Mellitus
Rasgele glukoz [ + Diyabet Semptomlart ] >200mg/dl
Aclik Plazma Glukozu (APG) >126 mg/dl

[En az 8 saat aghigi takiben]

OGTT’de 2. saat Plazma Glukozu >200 mg/dl

Bozulmus Glukoz Tolerans1 (BGT)

OGTT’de 2. saat Plazma Glukozu 140-199 mg/dl

Bozulmus Achik Glukozu (IFG) **

Aclik Plazma Glukozu (APG) 100-125 mg/dl

[En az 8 saat aghig takiben]

HbAlc > % 6,5 olmasi. Yalmz bu test NGSP ve DCCT yontemi ile standardize edilmis bir metod
kullanilarak olgiilmelidir (21).

* Glisemi venoz plazmada glukoz oksidaz yontemi ile ‘mg/dl’ olarak ol¢iilmiistiir.

** 2006 yulir WHO/IDF Raporunda normal APG kesim noktasinin 110mg/dl ve IFG: 110-125

mg/dl olarak korunmasi benimsenmistir.

OGTT: Oral Glukoz Tolerans Testi (75gr ile)




2.2 Tip 2 Diabetes Mellitus

Tip 2 diyabet; insiilin eksikliginden ¢ok hiicresel diizeyde insiilinin
kullanilamamasindan kaynaklanir (21). Doymus yagdan zengin diyetle beslenme,
hareketsiz yasam, stres, obezite ve yaslanma tip 2 diyabetin siklig1 ile yakin iligkisi
olan yasam bicimi faktorleridir. Tip 2 diyabet etiyolojisinde primer kusur hakkinda
tartigma varsa da, ¢alismalarin ¢ogu insiilin direncinin insiilin sekresyon kusurundan
once oldugu goriisiinii desteklemektedir (17). Ilerleyici bir hastahiktir ve degisken
oranlarda insiilin direnci ve ilerleyici - hiicre disfonksiyonu ile rdlatif, bazi
bireylerde ise mutlak insiilin sekresyonu eksikligi ile karakterizedir. Hastalarin tigte
biri ile dortte birinde hipergliseminin kontrolii i¢in eninde sonunda insiilin tedavisi
gerekmektedir. Tip 2 diyabet ¢ogunlukla uzun yillar boyunca belirtisiz ve bulgusuz
tan1 konmadan siiregelmekte ve bu siiregte metabolik bozukluklar ve degisik

dokularda yipranmalar olusmaktadir (22).
2.2.1 Diabetes Mellitus’un Kronik Komplikasyonlar:

Tip 2 diyabetik hastalarin dokularinda ve ¢esitli organlarinda bazi morfolojik,
biyokimyasal ve fonksiyonel degisiklikler olusur. Kronik komplikasyonlar tip 2
diyabetin morbidite ve mortalitesinden esas sorumlu olan, bir¢ok organi tutabilen,
hastanin yasam kalitesini olumsuz yonde etkileyen ve erken 6liimle sonuglanabilen
onemli sorunlardir. Tip 2 diyabetle iliskili kronik komplikasyonlar Tablo 2.3.’te
siniflandirilmistir (19).

Tablo 2.3. Tip 2 diyabetle iliskili kronik komplikasyonlar

Vaskiiler Komplikasyonlar Noropati Sendromlari
. Makrovaskiiler Komplikasyonlar . Sensorimotor ndropati
-Hizlanmig koroner ateroskleroz . Otonom noropati

-Hizlanmis serebral ateroskleroz

-Hizlanmis periferik vaskiiler hastalik . . . .
Mixt Vaskiiler ve Noropatik Hastalhiklar

. Mikrovaskiiler Komplikasyonlar . )
. Ayak ve bacak tilserleri

-Retinopati

-Nefropati




2.2.1.1 Makrovaskiiler Komplikasyonlar

Makrovaskiiler degisikliklerin ilk adiminda ateroskleroz vardir. Diyabet
aterosklerotik hastalik ve Ozellikle koroner kalp hastaligi acisindan yatkinlik
olusturmaktadir. Tip 2 diyabet hastalarmin %75 kadar1 kardiyovaskiiler hastaliklar
nedeniyle yasamlarii yitirmektedir. Diyabetik hastalarda diyabetik olmayanlara gore
daha fazla siklikta miyokard infarktiisi (MI) gelismektedir ve bu olgularin
prognozlar1 diyabetik olmayanlara gore daha kotiidiir (20).

Diabetes mellitus’ta hipertansiyon da 6nemlidir. Bu durum, tip 2 diyabetikler
arasinda %70 oraninda goriilmiistiir ve non diyabetiklere gore 2 kat daha sik oldugu
bulunmustur. Arteryel hipertansiyon, diyabetik mikro ve makroanjiyopatinin
baslangic1 ve ilerlemesi i¢in bir risk faktoriidiir. Diyabeti ve hipertansiyonu olan
hastalarda ciddi kardiyovaskiiler olay gelisme ihtimali, tek basina diyabet ya da tek
basima hipertansiyonu olanlarm 2-3 katidir (20).

Diyabetin bir baska makrovaskiiler komplikasyonu serebrovaskiiler
hastaliklardir. Diyabette trombotik inme riski 2-6 misli artmistir. Inmeye bagh
Olenlerin %7’s1 diyabetiktir. Diyabetiklerin %25°1 inmeden 6lmektedirler. Kanama

tipi inmeler, diyabetik hastalarda ancak %8 oranindadir (23) .
2.2.1.2. Mikrovaskiiler Komplikasyonlar
2.2.1.2.1. Retinopati

Diyabetin ciddi ve en sik komplikasyonudur, ayrica en Onemli korlik
nedenlerindendir (24). Diyabetik retinopati prevalansi Early Treatment Diabetic
Retinopathy Study Group (ETDRS) olgiitlerinde genel olarak 3-4 yillik tip 1
diyabetiklerde yaklasik %20 iken, tip 2 diyabetiklerde ise yaklasik %25 diizeyindedir
(25).

Diyabetik retinopati makro-mikro vaskiiler tutulum olarak degil, vaskiiler
kompenenti 6n plana ¢ikmis “ndro-dejeneratif” hastalik olarak degerlendirilmektedir.
Diyabetik retinopati; mikro anevrizmalar, retina i¢i kanamalar, yumusak ekstidalar,
sert eksudalar, vendz kanama, intraretinal mikrovaskiiler anomaliler (IRMA), makiila
o0demi, retinal iskemi, traksiyonel retina dekolmani ve retinosizisi ile seyretmektedir

(25).



Nonproliferatif retinopati;

Tiim diyabet tiplerinde en sik goriilen retinopati seklidir. En erken klinik
bulgusu, kiiciik kirmizi noktalar seklinde goriilen ve “Background Retinopathy”
olarak bilinen retinal kapillerlerdeki mikroanevrizmalardir. Kapiller duvarmi
cevreleyen perisit kaybi, ardindan damar gecirgenliginin artmasiyla periretinal
hemoraji gerceklesir. Arterioler tikanma, sert eksuda ve makula 6demi meydana
gelir. Tip 2 diyabetiklerde gérmeyi en ¢ok bozan makula 6demi olup retinopatinin
her evresinde karsimiza c¢ikabilir. Daha sonra kapiller ve terminal arteriollerin

tikanmasiyla olusan iskeminin sonucunda proliferatif faz baslar (26).
Proliferatif Retinopati;

Olusan retinal iskemi alanlari, atilmis pamuk manzarasi denilen yumusak
eksuda olarak adlandirilir. Karakteristik olarak neovaskiilarizasyon denilen yeni
damar olusumu ve skarlar meydana gelir. Proliferatif fazin gorme kayb1 ile
sonuclanan iki ciddi komplikasyonu vardir. Vitreus hemorajisi ve retina dekolmani.
Diyabete bagl goriilen diger hastaliklar; basta artmis katarkt riski ile birlikte, optik
noropati, okiiler sinir paralizileri (III, IV, VI), otonomik pupiller disfonksiyon,
glokom, retinal arter ve ven tikanikliklaridir.  Retinopati  tedavisi,
fotokoagiilasyondur. Bu tedavi ile hemoraji ve skar gelisme insidans1 azalmaktadir

(26).
2.2.1.2.2. Nefropati

Diabetes mellitusun kronik komplikasyonlarinin kontrol altina alinmasinda
onemli gelismeler kaydedilmesine ragmen vaskiiler komplikasyonlar, en 6nemli
morbidite nedeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Cogu iilkede son donem bobrek
yetmezligine (SDBY) yol acan en 6nemli neden diyabetik nefropatidir ve diyaliz
uygulanan hastalarm biiylik bir bolimiinii diyabetikler olusturmaktadir. Diyabetik
nefropatili hastalarin %50-60’11 da yine tip 2 diyabetikler olusturmaktadir (27).

Diyabetik nefropati, primer olarak bozulmus glomeruler fonksiyonlardan
kaynaklanmaktadir. Glomeruler kapillerlerin bazal membranlar1 kalinlagir.
Glomeruler damarlar1 ¢evreleyen mezengium genisler, glomeruler damarlarin icine

dogru ilerler. Boylece afferent ve efferent glomeruler arterler skleroze olur.
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Glomeruloskleroz olarak adlandirilir. Cogunlukla diffiiz olmakla birlikte, vakalarin
yarisinda nodiiler skleroz gelisir. Kimmelstiel-Wilson nodiilleri adi verilen bu

komponent, diyabet i¢in patognomoniktir (28).
Diyabetik Nefropatinin Evreleri;

I. Hiperfiltrasyon evresi: Glomeruler filtrasyon hizi (GFH) artmigstir. Tani
sirasinda GFH>150 ml/dak ise nefropati gelisme riski yiiksektir. Bu donemde geriye
dontistimlii bobrek biiylimesi olur (29).

2. Sessiz evre (normoalbiiminiiri evresi): Bu evrede GFH yiiksekligi devam
eder, fakat idrarda albiimin normaldir. Bobrek glomerullerinde yapisal degisiklikler

(glomerul bazal membraninda kalinlasma gibi) olusur (29).

3. Nefropati baslangi¢ evresi (mikroalbiiminuri evresi): Bu evrede idrarla
atilan albiimin miktar1 artmistir. Idrar albiimini normalde 15-20 mg/dak iken bu
evrede 20-200 mg/dak arasindadir. Mikroalbiiminiiri klinik nefropati ortaya
c¢tkmadan Once saptanan en onemli bulgudur. Bu evrede bobrek glomerullerinde

yapisal degisiklikler artar, fakat GFH’da azalma baslar (29).

4. Klinik nefropati evresi (asikar nefropati=makroalbiiminiiri evresi): Idrarla
albiimin atilmi dakikada 200 mg’dan, 24 saatte ise 300 mg’dan fazladir. Idrarda

albiiminiiri artarken GFH azalmaya devam eder (29).

5. Son donem bobrek yetmezligi: 10-30 yil sonra meydana gelir. Patolojik
olarak progresif degisiklikler mevcuttur. Inat¢ proteiniiri ve progresif olarak azalmis

GFH mevcuttur (29).
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2.2.1.2.3. Diyabetik Noropati

Noropati hem tip 1, hem de tip 2 diyabette sik rastlanilan bir mikroanjiopatik
komplikasyondur. On yilin sonunda diyabetiklerin % 40-50’sinde noropati
saptanabilmektedir. Tip 2 diyabetli hastalar daha ilk tan1 aldiklarinda bile néropatik

olabilirler. Patogenezi heniliz aydmlatilamamistir (30).
Diyabetik néropati asagidaki gibi siniflandirilmistir,
(1).Simetrik distal polinéropati (duyusal ve sensorimotor polindropati)
(2).0Otonom ndropati
(3).Asimetrik monondropati (monoropati miiltipleks)
(a).Kraniyal sinirleri tutan noropati (3.,4.,6. kraniyal sinirler)
(b).Periferik sinirleri tutan ndropati
2.2.2 Diabetes Mellitus’ta Oral Ajan Tedavisi

Tiim diyabetli hastalarin %80-90’nin tip 2 diyabetli olgular olusturmaktadir.
Diyabetin tedavisinde optimal glisemik kontroliin saglanmasi i¢in farmakolojik
tedavi zorunludur. Oral antidiyabetik ilaglar tek basma birbirleriyle veya insiilin ile

kombine olarak kullanilabilmektedirler.
2.2.2.1 Metformin

Metformin giiniimiizde diyabet tedavisinde kullanilan biguanid grubu tek
hipoglisemik ilactir. Diyabeti olmayan kisilerde kan sekerini diisiirmez. Bu nedenle
metformini antihiperglisemik bir ajan olarak diisiinmek gerekir. Diyabetli hastalarda
plazma glukoz konsantrasyonunu yiiksek seviyelerden normal degerlere diisiiriir.
Sadece insiilin varliginda etkilidir. Esas etkisi hepatik glukoz yapimini azaltmak ve

insiilinin etkisini artirmaktir (5).
2.2.2.1.1 Etki Mekanizmasi

Metformin hepatik glukoz yapimmi suprese etmektedir. Bu etkiye ilave
olarak insiilin aracilikli periferik glukoz kullanimimi (kas ve karacigerde) artirir,
ozellikle yemeklerden sonra antilipolitik etkisi ile serum serbest yag asiti seviyesini

diistiriir ve glukoneogenezis i¢in mevcut substratlar1 azaltir. Serum lipid ve glukoz
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diizeylerini distirmesinde AMP-activated protein kinase enzim aktivasyonunun rol
oynadig ileri siiriilmektedir (5). Metformin kas ve yag dokusundaki hiicrelerde
glukoz tasinmas: iizerine insiilin etkisini gii¢lendirir. Insiilin sinyal transmisyonunun
anahtar enzimi olan tirozin kinaz aktivitesi metformin uygulamasindan sonra
normallesmektedir. Metformin hiicresel diizeyde insiilin reseptdr tirozin kinaz

aktivitesini diizeltir, GLUT-4 tasiyicilariin sayisini ve aktivitesini artirir (31).
2.2.2.1.2 Klinik Kullanim

Metformin obez ve obez olmayan tip 2 diyabetli hastalarda
kullanilabilmektedir. Ozellikle obez hastalarda kilo verdirici etkisi nedeniyle olduk¢a
etkindir. Kilo kaybinin olugsmasinda ilacin direkt olarak istah merkezini etkileyerek
anoreksiye neden oldugu, gidalarin barsaktan absorbsiyonunu etkiledigi veya

termogenezisi artirdig1 gibi nedenler ileri stirtilmiistiir (5).

Metformin tipik olarak aclhk plazma glukozunu yaklasik olarak %20
civarinda diigiiriir. Metforminin sulfaniliireler ile kombine kullanimida kan glukoz

diizeylerindeki disiiriicii etkileri tek baslarma kullanilmalarma gére daha fazladir.

Metformin, oral alimini takiben ince barsaktan (%60) hizli absorbe edilir. iki
saatte pik plazma konsantrasyonuna ulasir. Plazma proteinlerine baglanmaz, viicutta
metabolizma edilmez. Sadece bobreklerden atildig: i¢in bobrek yetmezligi olanlarda
ozellikle serum kreatinin degeri 1,5 mg/dI’den (kadinlarda 1,4 mg/dl) daha fazla ise

metfromin kullanilmamalidir. Gilinliikk maksimum kullanim dozu 2000 mg dir (5).
2.2.2.1.3 Yan Etkiler

Metforminin yan etkileri genellikle gastrointestinal sistemle ilgilidir. Metalik
tat, anoreksi, bulanti, abdominal ve gastrik sikintilar, diyare goriilebilir. Genellikle

hafif yan etkilerdir ve tedavi basladiktan 2-3 giin sonra gerilemektedirler (5).

Metfromin %30 hastada vitamin B12’nin intestinal absorbsiyonunu azaltir.
Megaloblastik anemi ¢ok nadirdir. Bu azalma vitamin B12’nin ileumda kalsiyum
bagimli absorbsiyonuna antagonizm nedeniyledir ve oral kalsiyum verilmesiyle

diizelir.
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Metformin nadiren laktik asidoza neden olabilir. Tip 2 diyabetli hastalarda
laktik asidoz insidansi oldukg¢a disiiktiir (yilda 3/100.000). Metformin alan

hastalarda serum laktat diizeyi genellikle 2 mmol/L’den azdir ve bu klinik olarak

onemsizdir. Bazi predispozan sartlarm varliginda metformin kullaniminda laktik

asidoz gelisir. Bu sartlar metfromin tedavisinde kontrendikasyon olusturur (32).

Metformin tedavisinde kontrendikasyon olusturan sartlar;

Bobrek yetmezligi (serum kreatinin degeri erkeklerde 1,5 mg/dl’den,

kadinlarda 1,4 mg/dl daha fazla ise)

Karaciger yetmezligi

Alkolizim

Kalp yetmezligi

Laktik asidoz hikayesi

Agir akciger hastaligi

Agir travma doku perflizyonunu bozan ciddi enfeksiyon
Hipoksik durumlar, sok

Hamilelik

Vitamin B12 yetmezligi

Meformin kan glukoz konsantrasyonunu etkin bir sekilde diisiirmesi, kilo

kaybini stimiile etmesi, plazma lipid profilini iyilestirmesi, karacigerde ve kaslarda

insiilin sensitivitesini artirmasi, obez ve dislipidemik tip 2 diyabetiklerde ilk

secilecek ilag olmas1 gerektigini gostermektedir.

2.2.2.2. Pioglitazon

Thiazolidinedionlar grubundaki oral antidiyabetik bir ilactir.

2.2.2.2.1 Etki mekanizmasi

Thiazolidinedionlar Peroxisome Proliferator Activated Receptér Gamma

(PPAR- v) i¢in ligand gorevi goriirler. PPAR- y yag dokusunda ¢ok yliksek oranda

exprese edilir, ayrica adiposit farklilagmasinda rol oynadig1 gosterilmistir. PPAR-y
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yalnizca lipid ve glukoz metabolizmasinda degil, fizyolojik etkileri de olan bir
niikleer reseptordiir. Olas1 etkileri arasinda GLUT-1 ve GLUT-4’te artig, insiilin
sinyalizasyonunda giiclenme, timor nekroz faktor-alfa etkisinde azalma, plazma

serbest yag asitlerinde (FFA) azalma sayilabilir (33).

Pioglitazon’un plazma yarilanma 6mrii 5-6 saattir. Fakat aktif metabolitleri
nedeniyle glukoz diisiiricii etkisi 16-23 saatte olusmaktadir. Giinde 15-45 mg
dozlarinda tek doz olarak ve ogiinlerle iliskisi olmadan kullanilir. Tek basma dahi

plazma glukoz ve HbAlc diizeylerinde anlamli diismeler elde edilir.

Pioglitazon’un lipidler lizerine etkileri; HDL-kolseterolde artis, trigliserid ve
serbest yag asitlerinde diisme seklindedir. Fakat total kolesterol ve LDL-kolesterolde
belirgin degisiklik elde edilmemistir (34).

2.2.2.2.2 Yan Etkiler

Thiazolidinedionlarin hepsi doza ve zamana bagiml olarak belirgin agirlik
artisina neden olabilmektedirler. Kilo alma yeni adipositlerin proliferasyonuna

baghdir (5).

Hepatotoksisite rosiglitazon kadar olmamakla birlikte karaciger enzim

yiiksekligi agisindan takip edilmesi Onerilmektedir (5).

Stv1 birikimi bir diger yan etki olup insiilin ile birlikte kullanimlar1 sirasinda
goriilmektedir. Periferik 6dem ve kalp yetmezliginin kotiilesmesi veya presipite
olmas1 hastalarmm % 2-5 kadarinda gelismektedir. Baz1 hastalarda pulmoner 6dem
gelisimi dahi bildirilmistir. Thiazolidinedionlar ile olusan sivi birikimi diiiretiklere

direngli olup, olusum mekanizmas1 bilinmemektedir (5).
2.2.3. Diyabet ve Kanser

Diyabette kanser insidansmin arttigma dair literatiirde pekcok epidemiyolojik
calisma bulunmaktadir (35-38). Karaciger, pankreas, meme, kolorektal kanserleri ile

diyabet arasinda iliski oldugu gosterilmistir (39).

Diyabet ve kanser arasindaki iliski metabolik, hormonal etkiler ile insiilin
diizeyi ve insiilin like growth factor-1 (IGF-1) ile iligkili olabilir. IGF-1 baglayan

protein dilizeyinin downregiilasyonu da indirekt olarak kanser gelisimi ile
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iliskilendirilmistir. Ayrica obezite ve fiziksel aktiviteye bagli hiperinsiilineminin de

kansere neden oldugu bazi ¢calismalarda vurgulanmistir (39).

Yiiksek insiilin diizeyinin timor biiylimesine neden oldugu ileri siiriilmiistiir.
Baz1 epidemiyolojik ¢alismalarda IGF-1 diizeylerindeki artisin kolorektal, meme,
prostat kanseri ile iliskili oldugu belirtilmistir. Heniiz tam olarak kanitlanmamisg
olmakla birlikte IGF-1 ile akciger kanseri arasinda da bag oldugu ileri siiriilmiistiir

(40).

Diyabette kolorektal kanser insidansinin diyabetik olmayanlara gore %30
oraninda daha fazla oldugu gosterilmistir (41). Diyabette kolon kanserinin artisi ile
ilgili one siirilen teorilerden biri barsak hareketlerinin diyabette yavaslamasi ve
karsinojenik safra asidinin artmasidir. Ayrica obezite ve fiziksel aktivitede yetersizlik

de su¢lanmistir (40).

Meme kanseri ve diyabet arasindaki iliskiyi arastiran calismalara gore
ozellikle tip 2 diyabette meme kanserinin artti§i belirtilmistir. Bu iligki insiilin
sekresyonundaki artisa ve IGF-1 diizeylerindeki artisa baglanmistir. Insiilinin meme
hiicrelerindeki mitojenik etkisine baglanmistir. IGF-1 artisinin  ise ozellikle
premenapozal kadinlarda meme kanseri acisindan risk olusturdugu gosterilmistir

(42).

Tip 2 diyabetli hastalarda yapilan biiyiikk bir kohort ¢calismada pankreas ve
biliyer kanser riski arastirilmistir. Sonugta her iki kanserin de insidansinin arttigi
tespit edilmistir (43). Yine Amerika’da yapilan genis kohort bir calismada, artmis
aclik kan glukoz diizeyi ile meme kanserinin yani sira karaciger, kolon ve panreas
kanserleri gibi gastrointestinal malignensilerin de diyabet ile sikliklarmin arttigi
tespit edilmistir (44). Pankreas kanseri Amerika’da kansere bagh 6liim nedenleri
arasinda 5. swrada yer almaktadir. Pankreas kanserinin nedenlerini ve sikligini
arastiran kohort ¢alismada, pankreas kanserinin risk faktorleri i¢inde sigara, genetik,
kronik pankreatit ile birlikte diyabet de suglanmistir (45). Safra kesesi kanserleri
Amerika Birlesik Devleti’nde gastrointestinal sistem tiimdrleri i¢inde 5. sirada yer
almaktadir. Her y1l 5000-6000 erigkin safra kesesi kanseri tanis1 almaktadir ve tani

aldiktan sonra bir yil i¢inde kaybedilmektedirler. Etiyoloji tam olarak bilinmemekle

15



birlikte birgok faktor suclanmistir. Bu risk faktorleri safra tasi, obezite, kadin

cinsiyet, sigara kullanimi, pankreatikobilyer duktus anomalileri ve diyabettir (46-47).

Yapilan bircok ¢aligmada diyabetin tedavisi ile kanser riskinin ve kanser
mortalitesinin azaldig1 gosterilmistir (48,49). Metformin kullanan ve kullanmayan
hastalar karsilastirildiginda metfromin kullananlarda kanser riskinin azaldigi
gosterilmistir (48). Fakat bazi calismalarda bu etki gosterilememistir. Bazi
calismalarda ise sadece pankreas ve kolon kanseri riskini azalttigi ama prostat ve

meme kanserine etkisi olmadig1 gosterilmistir (49).

Diyabet ve obezitenin endometrial kanser olusumunda yiliksek risk
olusturdugu bazi caligmalarda gosterilmistir. Epidemiyolojik ¢alismalarda metformin
kullanan kisilerde kanser riskinin azaldigmin gdsterilmesi iizerine endometrial kanser
iizerine etkisini arastiran bir ¢alismada; metforminin endometrial kanser hiicrelerinin
proliferasyonunu giiclii bir sekilde inhibe ettigi gosterilmistir. Bu etkisini AMP
protein kinazi aktive ederek ve mTOR yolunun inhibisyonu ile gostermektedir. Bu
calismanmn sonuglarinin, metforminin endometrial kanserin tedavisinde ve
onlenmesinde gelecekteki calismalar i¢in de yol gosterici olabilecegi ileri
stirtilmiistiir (50). Bir bagka caligmada metforminin prostat kanserinde antiproliferatif
etkisi gosterilmis. Fakat bu etkisini AMP protein kinazi aktive ederek degil, hiicre

siklusunu GO ve G1 fazinda durdurarak yaptigi belirtilmistir (48).

Tip 2 diyabetin tedavisi ile kanser gelisimi ve mortalitesindeki azalmay1
arastiran calismalarda antidiyabetik tedaviler arasinda farkliliklar bulunmustur.
Insulin resistans: iizerine olan tedaviler (biguanidler ve tiyazolidinedionlar) ile
insulin  analoglari, insulin sekretogoglar1 (silfaniliireler ve meglitinidler)
karsilastirilmistir. Yapilan iki epidemiyolojik ¢aligmada metformin ile tedavi sonucu
kanser gelisiminin azaldig1 fakat insiilin veya siilfaniliire ile tedavi sonrasinda kanser
nedeniyle Sliimlerin arttig1 gosterilmistir (51,52). Texas Universitesinde yapilan
vaka-kontrol ¢aligmasinda metforminin bu yararli etkisi AMP protein kinaz

aktivasyonuna baglanmistir (53).

Thiazolidinedionlar (TZD), PPAR-y aktivasyonu yaparak etki etmektedirler.

PPAR-y glukoz ve lipid metabolizmas1 yanisira tiimorogeneziste de rol
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oynamaktadir. TZD’ler ile yapilan bir calismada xenograf modellerde ve kanser

hiicre kiiltiirlerinde PPAR-y aktivasyonu yaparak kanser hiicresinin biiylimesini
onledigi gosterilmistir. Rektal kanserli fare modelinde TZD’lerin etkisini arastiran
calismada akciger ve lenf nodu metastazini inhibe ettikleri tespit edilmistir. Bu

konuda yapilan bir ¢alismada TZD’ler tarafindan kanser metastazinda suglanan

kemokin olan CXCR4’lin azaltildigi gosterilmistir (54). Bu etkiyi ise PPAR-y

aktivasyonu ile yaptiklar1 belirtilmistir.

Pioglitazone molekiiliiniin PPAR-y aktivasyonu ile COX-2 ve Cyclin DI

down-regiilasyonu ve kolon kanser proliferasyonu ve karaciger metastazin1 inhibe

ettigi iler1 siirtilmiistiir (55).
2.3 Anjiogenezis

Anjiogenezis yeni kapiller damar gelisimi olup embriyonik gelisme, yara
iyilesmesi ve organ hipertrofisi gibi fizyolojik olaylarda rol oynamaktadir. Ancak
kontrolsiiz anjiogenezis birgok patolojik durumun varhiginda; diyabetik retinopati,
ateroskleroz, kronik inflamasyon, timor biliylimesi ve metastazindan sorumlu
tutulmaktadir. Anjiogenezis ekstraseliiler matriks ve soluble faktor ve hiicreler
arasindaki etkilesim sonucu endotelyal hiicrelerin differansiasyonu, migrasyonu ve

proliferasyonu ile seyreden kompleks bir islemdir (56).

Anjiogenezis bir¢ok neoplastik ve non-neoplastik hastaligm ilerlemesinden
ve etiyopatogenezinden; 6zellikle solid tiimorlerin biiyiime ve metastaz yapmasindan
sorumlu tutulmaktadir. Anjiogenezisi diizenleyen, pozitif ve negatif regiilator
mevcuttur. Timor hiicreleri bir veya daha cok pozitif regiilator ile uyarildiginda
anjiogenik protein ekstravaskiiler matrikse gecer ve anjiogenezisi baslatir. Kanserli
hastalarin biyopsilerinde anjiogenezisin saptanmasi metastaz veya rekkiirensin

tahminini saglar (56).

Normal kosullarda anjiogenezis endotel hiicrelerinin proliferasyonu ve
aktivasyonunu saglayan faktorler ile buna karsi gelen anti-anjiogenik faktorler
arasinda olusan bir denge ile gergeklesir. Fizyolojik neovaskiilarizasyon kendi

kendini sinirlayan bir olay olmasma ragmen patolojik anjiogenezis uzun dénem
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devam eder. Bu durum romatoid artrit, psoriazis, retinopati gibi farkl hastaliklarda

goriilmektedir (56).

Vaskiilogenez terimi anjioblast olarak adlandirilan kok hiicrelerden
kaynaklanan endotelyal hiicrelerin primer kapiller pleksusu olusturmak iizere
farklilasip bir araya gelmesini tanimlar. Bu primitif ag olusumunun tomurcuklanma,
dallanma ve intuseptif biliyiime seklindeki farklilasmasina anjiogenez denir ve
boylelikle yeni kapiller damarlar olusur. Arteriyogenez bu damar tomurcuklarmin
sonraki donemde damar duvarmin diger elemenlar:1 ile birlikte stabilizasyonu ve

genis damar olusumunu ifade eder (7).
2.3.1. Anjiogenez Mekanizmasi

Anjiogenez siireci pozitif ve negetif etkili molekiiller arasindaki denge ile
kontrol edilir. Pozitif etkili proanjiogenik molekiiller, eger baskinsa anjiogenez siireci
tetiklenir ve yeni damar olusumu meydana gelir. Bu kavram “anjiogenik anahtar

(swich)” olarak adlandirilir (57).

Anjiogenez cok farkli siirecleri igerir. Dokudan endotel aktivasyonu yapmak
iizere salinan tiimor nekrozis faktor-o (TNFa), VEGF, temel fibroblast biiylime
faktorii (b-FGF) ile baslar. Bunu bazal membrannin proteolitik enzimler ile yikilmasi
takip eder. Endotel hiicrelerinden salinan anjiogenik biiyiime faktorleri komsu
dokulara diflizyon ile gecerler. Bu faktorler endotel hiicrelerindeki 6zgiin
reseptorlere baglanirlar. Hiicre ici sinyal kaskadinin baslamasiyla serin proteazlari ve
proteolitik enzimler salinir. Sonucta endotel hiicre aktivasyonu, proliferasyonu ve

g0cii meydana gelir, bu siirecte en etkili olan VEGF dir (58).

Bu olaylar1 6zetleyecek olursak, b-FGF ve VEGF gibi biiyiime faktorlerinin
aktivasyonu, hiicrelerin ¢ogalmasmi ve ekstracelliiler matriks (ECM) igine gog
etmesini uyarir. Ayni zamanda, biiylime faktorleri tarafindan aktive edilen proteolitik
enzimler bazal membranin ve endotel hiicrelerini doseyen ECM bilesenlerinin
yikilmasina neden olur. Mitojenik endotel hiicreleri kapiller filizleri olusturur.
Integrinler gibi membran proteinleri de bu siire¢ i¢inde yer alir ve endotel
hiicrelerinin birbirine ve ECM’ye tutunmalarma yardimci olurlar, bdylece yeni

kapillerler olusur. Biiylime faktorlerinin inhibisyonu veya biiylime faktor
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inhibitorlerinin varlig ile anjiyogenezi azaltir. ECM’nin proteolitik yikimi da inhibe

olur ve yeni olugsmus kapillerler etrafinda matriks bilesenleri sentez edilir (58).

Yeni damar yapmmi tamamlandiktan sonra anjiyogenik faktorler azalir,
anjiyogenez inhibitorleri artar. Endotel hiicreleri yeniden stabil hale gelirler. Ve
damarlar kan akimimni baglatmaya hazir hale gelirler. Yeni damarlarin tam olarak

olusmalar1 yaklasik yedi giin siirer (59).
2.3.2. Fizyolojik ve Patolojik Anjiogenez

Anjiogenez yara lyilesmesi ve epitelizasyonu i¢cin dnemli bir basamaktir.
Yaralanan dokunun iyi beslenmesi ve yeterli kan akimmnin saglanmasi iyilesmeyi
etkileyen dnemli bir parameteredir. Yara yerinde oksijen basincinin diismesi, laktik
asit birikimine, trombosit ve makrofajlarin salgiladigi, transforme edici biiylime
faktorii alfa ( TGF-a), transforme edici faktor beta ( TGF-B), TNFa gibi anjiogenik
faktorleri stimiile eder (60). Tablo 2.4.’te anjiogenik faktorler ve etki mekanizmalari

gosterilmektedir.
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Tablo 2.4. Onemli anjiogenik faktorler ve etki mekanizmalar1

FAKTOR

ETKi MEKANIZMASI

Vascular Endothelial Growth Faktor
(VEGF)

Basic Fibroblast Growth Faktor (bFGF /
FGF-2)

FGF-1, FGF-3, FGF-4

Transforming Growth Faktor - a (TGF-
)

Epidermal Growth Faktor

Hepotocyte Growth Faktor / Scatter
Faktor
( HGF/SF)

Transforming Growth Faktor - B (TGF-3)

Tumor Necrosis Faktor - a  (TNF-a)

Platelet Derived Growth Faktor (PDGF)

Endotelyal mitojen,
Survival faktor,
Permeabilite indiikleyici

Endotelyal mitojen,
Anjiogenez indiikleyici
Survival faktor

Flk-1 Ekspresyon indiikleyici

Endotelyal mitojen
Anjiogenez indiikleyici

Endotelyal mitojen
Anjiogenez indiikleyici
VEGEF ekspresyonu indiikleyici

Zayif endotelyal mitojen
VEGEF ekspresyonu indiikleyici

Endotelyal mitojen, mitojen
Anjiogenez indiikleyici

Endotelyal biiyiime inhibisyonu
Anjiogenez indiikleyici
VEGEF ekspresyonu indiikleyici

Endotelyal mitojen

Anjiogenez indiikleyici

VEGEF ekspresyonu indiikleyici
Endotelyal mitojen

Endotelyal motilite faktorii
Anjiogenez indiikleyici

Anjiogenez diabetes
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mellitustaki komplikasyonlarin patogenezinde de
suclanmistir. Diyabetli hastalarda; retina ve bdbrek vaskiilopatisi, yetersiz yara
iyilesmesi, transplante edilen organin rejeksiyon riskinin artmasi ve koroner
kollateral olusumunda yetersizlik gibi durumlar gézlenir. Diyabetteki bozulmus
anjiogenezi agiklayan mekanizmalardan birincisi; endotelyal ve vaskiiler diiz kas
bozukluklar1 ile karakterize vaskiiler disfonkisyonun varligi, ikincisi; proteinlerin
nonenzimatik glikolizasyonuna ve yeni kan damarlarinin bozulmus yapilanmasina

neden olan kronik hiperglisemi ve son olarak; diyabetin biiyiime faktorii sinyali ve



ekspresyonunu etkileyerek vaskiiler biiyiime faktorlerinin lokal dengesini
bozmasidir. VEGF diyabetik retinopatide esas rolii oynar. VEGF ekspresyonu bFGF,
plasenta biiyiime faktorii 1 (PIGF-1), TNF, TGF-p, Interlokin-1 (IL-1), gibi bircok
faktor tarafindan artwriir (61). Anormal anjiogenezin eslik ettigi diyabetik
nefropatide VEGF lokal diizeyinin c¢ok yiikseldigi ve anjiotensin II ekspresyonunun
artmis oldugu tespit edilmistir (62). Diyabetik ayak tilserleri, bas1 yaralar1 gibi kronik
yaralarin bulundugu durumlarda kan akimindaki bozulma yara iyilesmesinde
gecikmeye neden olabilir. Son donemde yeni kan dolasimini indiiklemek ve lokal
iskeminin dokularda neden oldugu olumsuz etkilerden ka¢mmak amaciyla

anjiogenez ile ilgili bir¢cok ¢alisma yapilmistir (63-64).

Romatoid artritin patogenezinde de anjiogenez suglanmustir. Inflamasyon
alaninda lokositlerde ekstravazasyon geliserek sinoviyumda hasar olugmaktadir.
Anjiogenik faktorlerin asir1 salmimi ile sinovit olugmaktadir. Yine VEGF, TNF,

TGF-B, IL-1 ve anjiopoetinler bu hastaligin patogenezinde de rol oynamaktadir (56).
2.3.3. Tiimor Anjiogenezi

Anjiyogenez kavrammin tarihgesine bakildiginda yaklasik 100 yil 6nce timor
icerisinde yeni damar gelisimlerinden bahsedildigi goriilmektedir. Ancak bu
donemde tiimor hiperemisi olarak adlandirilan bu durumun, tiimor metabolitlerine
bagl basit bir dilatasyon oldugu diistiniilmiistiir. Daha sonraki donemde, tiimdriin
mevcut damarlarla m1 beslendigi, yoksa yeniden damarlanmanin mi oldugu
tartisilmis, yeniden damarlanmay1 kabul edenler bile bunun timoér gelisimi i¢in

gerekli olmadigmi, basit bir reaksiyon oldugunu ileri siirmiislerdir (58).

Timorler yeni damar yapimmi gerceklestiremedikleri takdirde etraf
damarlardan difiizyonla beslenir ve en fazla 0,5 — 1 cm’’liik hacme kadar
biiyliyebilirler. Bu hacimden sonra c¢ogalmalari ve metastaz yapabilmeleri i¢in
anjiogenez gereklidir. Timor anjiogenezi; spesifik biliylime faktorlerine, endotel
hiicre reseptorlerinin aktivasyonuna ve endotel hiicrelerinin ¢ogalma kapasiteleri ile

buna hizmet eden hiicre dis1 matriks komponentlerine baghdir (65).

Timorin biiylimesi sirasinda mikrodamarlar, tiimore besin, oksijen ve

biliylime faktorleri saglamak amaciyla sayica biiyiik oranda artis gosterirler. Timor
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anjiyogenezinin diizenlenmesi normal fizyolojik anjiyogeneze gore farklilik
gostermektedir. Uyaricilar ve inhibe ediciler arasindaki dinamik denge bozulmakta,
bu dengenin bozulmasinda ise timor ve endotel hiicreleri temel bir rol
oynamaktadirlar. Bir ya da birden fazla anjiogenik biiyiime faktorleri belirgin olarak
asir1  eksprese olmadikg¢a, timoOr Dbiiylimesinin olmayacagi gosterilmistir.
Anjiyogenezi uyarmak icin yalnizca anjiyogenik faktorlerin artmasi yeterli olmayip,
tiimoriin anjiyogenik 6zellik kazanmasi i¢in anjiyogenez inhibitorlerinin de azalmasi

gereklidir (58).

Anjiyogenezin tiimOriin yayilmasmdaki roliinlin yani sira metastazi
kolaylastirdig1 varsayimini destekleyici, deneysel ve klinik kanitlar bulunmaktadir.
Bir tiimor hiicresi metastaz yapabilmek i¢in, damar sistemine girmek, dolagimda
canli kalabilmek, damar sisteminden disar1 ¢ikabilmek, hedef organda biiyliyebilmek
ve anjiyogenezi uyarmak gibi cesitli bariyerleri asabilmelidir. Klinik veriler
metastatik 6zelligin anjiyogenezin siddetine bagli oldugunu gostermektedir (58).
1971 yilinda Folkman “tiimor gelisimi anjiyogeneze bagimlidir” diyerek anjiyogenez
konusunda asil gelisimi baslatmigtir. Tiimor hiicresi anjiogenik iken metastaz yaparsa
saptanabilir timor olusturma ihtimali daha fazladir. Ayrica metastatik kaskadin
basinda oldugu kadar sonunda da anjiogeneze ihtiya¢ vardir. Tiimor hiicresi hedef

organda damarlanmayabilir ve mikroskopik kalabilir (66).
2.4. Koryoallantoik Membran Modeli

Anjiogenezde kullanilan baslica yontemler; in vivo tavuk embriyosu KAM
modeli, tavsan kornea modeli, rodent mezenter modeli, rodent goziinde iris ve
avaskiiler kornea modelidir (63). Ayrica siinger (sponge) implant modeli, matrijel ve
klasik tiimor modeli ile zebra balik modeli de kullanilan diger in vivo anjiogenez
yontemleridir. KAM modeli uygulanabilirligi en kolay ve anjiogenik yanitin
kantitatif 6l¢iimiine imkan veren basit ve tekrarlanabilir bir yontemdir (Tablo 2.5)
(67). Anjiyogenezde tarama amagcli ve en ¢ok kullanilan modellerin KAM, tavsan

kornea ve matrijel modelleri oldugu bildirilmektedir (68).

Ideal anjiyogenez calisma modelleri asagidaki ihtiyaclar: karsilamalidir:
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1. Anjiyogenik/anti-anjiyojenik ajanin saliverilme orani “release rate”

tahmin edilebilmelidir.

2. Model, yeni damar olusumunun kantitatif Ol¢iimiine imkan
saglamalidir (vaskiiler uzunluk, voliim, damar agmdaki damarlarin

sayis1, bazal membranin genisligi gibi).

3. Model, yeni damarm fonksiyonel karakteristiklerinin 6l¢iimiini
saglamalidir (Endotel hiicresi migrasyon, proliferasyon orani, tiip

olusum orani, kan akim orani ve vaskiiler permabilite gibi).

4. Yeni olusan damarlarla var olan damarlar kolayca ayirt

edilebilmelidir.

5. Yeni damar olusumuna neden olabilecegi i¢in doku hasarlanmasindan

kacimilabilmelidir.
6. Herhangi bir in vitro yanit, modelde in vivo olarak gosterilebilmelidir.
7. Model, uzun siireli ve noninvaziv monitdrizasyona izin vermelidir.

8. Aymi zamanda yOntem, maliyet uygun, hizli, kolay uygulanabilir,

tekrarlanabilir ve giivenilir olmalidir.

Yukarida sayilan nedenler dikkate alindiginda, KAM modeli, kanser
davranislarinin ortaya konmasinda, biyomateryallerin etkilerinin incelenmesinde,
fotodinamik tedavi yaklagimlarinda ve en son olarak anjiyogenezde siklikla

kullanilan uygun bir in-vivo model olarak karsimiza ¢ikmaktadir (69).

KAM modeli ilk olarak 1956 yilinda kanser ve metastaz konularinda,
sonrasinda ise 1976 yilinda Folkman tarafindan anjiogenez c¢alismalarinda

kullanilmaya baslanmistir (70).

KAM ekstraembriyonik bir membran olup, hem anjiyogenez hem de anti-
anjiyogenez calismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir (Sekil 2.1). KAM’nin
civeiv igin fizyolojik 6nemi, gaz aligverisinde major solunumsal organ olmas1 ve atik

irlinler i¢in mesane gorevi gérmesidir (71).
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Sekil 2.1. Bes giinliik embriyoda allantoik kese ve allantoik damarlarin
goriintiisti (Ribatti, 2008)

KAM’de anjiyogenez, gelisimsel olarak 3 safthadan olusur:
e Erken faz (5. glinden 7. giine kadar)
e Ara faz (8. glinden 12. giine kadar)
o Geg faz (12. veya 13. giinden itibaren)

Erken fazda, kapiller ag filizlenmeye baglar. Ara fazda, mikrovaskiiler agda
gelisim One ¢ikar, filizlenme bu asamada sona erer. Son fazda, koriyoallantoik 6geler
tam bir koruyucu membrana doniisiir ve genislemesi tamamlanir. KAM modelinde,
uygulamalarin 5. giinden itibaren yapilabilecegini savunanlar oldugu gibi (72),
damarlanmanin olgunlastigi 12. giinden sonraki donemin uygulamalar agisindan daha
iyl bir zamanlama oldugunu ifade edenler de vardir (69). Uygulamalarin 18. giine
kadar yapilabilmesi miimkiindiir ancak, bu giinden sonra embriyonun yeterince

biiylimesi ve hareketlerinin artmasi, uygulamalar1 olumsuz etkilemektedir.
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Tablo 2.5 KAM modeli ile calismanin avantajlar1 ve dezavantajlari (73)

Avantajlan Dezavantajlan
Teknik olarak basittir Oksijen degisikliklerine hassastir
Ucuzdur Yeni damar olusumunun ayirt edilmesi
zordur
Temini kolaydir Memeli olmayan bir modeldir
Genis taramalar i¢in uygundur Embriyoniktir
Noninvaziv gozleme uygundur Nonspesifik inflamatuvar reaksiyonlar
yaygindir
Sonugclar1 kolay ve cabuk Metabolik aktivasyona ihtiya¢ duyan ilag
degerlendirilebilir calismalari i¢in uygun degildir
Memeli ksenograflarla uyumludur
Cerrahi girisimler i¢in olduk¢a uygundur

2.5. Hiicre Kiiltiirii

Cesitli hayvan, isan ve tiimér doku hiicrelerinden, uygun kosullarin
saglanmasi ve bunlarm in vitro iiretilmesi ile hazirlanan doku kiiltlirlerinin esast,
canli dokudan alinan pargalarin in vitro kosullarda yasama ve iiremelerini
saglamaktir. Bir baska deyisle uygun canlidan alinmis hiicrelerle bunlarin yasamasini
ve iiremesini saglayan fizyolojik bir sividan ibarettir. Hiicre kiiltiirleri genetik,
viroloji, immiinoloji, parazitoloji, fizyoloji ve farmakoloji gibi pek ¢ok alanda, cesitli
amagclara yonelik olarak kullanilmaktadir. Bu yontemde doku olarak baslica iireme
ozelligi fazla olan insan veya bazi hayvan embriyosuna ait veya habis timor
hiicreleri tercih edilmekte ve 3 farkli tipte hiicre kiiltiir yontemi kullanilmaktadir

(74).
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2.5.1. Hiicre Kiiltiirlerinin Simiflandirilmasi
Hiicre kiiltiirleri primer, diploid ve heteroploid olmak {izere 3 sinifa ayrilir.
Primer hiicre kiiltiirii;

Orijinal olarak hayvan ve insan dokusundan, 6zellikle de bunlarin bobrek ya
da akciger dokularindan elde edilirler. Primer hiicre kiiltiiriindeki hiicreler orijinal
doku ile ayn1 karyotiptedir. Primer hiicre kiiltlirii elde edebilmek i¢in dokular tripsin
gibi proteolitik enzimler ile muamele edilir ve siipansiyon filtre edildikten sonra

kiiltiire edilir (74).
Diploid hiicre kiiltiirii;

Diploid hiicreler, primer Kkiiltiirdeki predominant hiicrelerin seleksiyona
ugramasi ile seri olarak birkac kez (en ¢ok 50 kez) kiiltiire olabilirler. Boylece primer

kiiltiirden orjin alan “cell strain” da denilen “diploid hiicre zinciri” olusur.

Diploid yapidaki bu hiicrelerin morfolojileri ve biiyiime 6zellikleri degismez,
hiicre zincirlerinin transfer olma yetenegi smirh kalir. Yaklasik 50 dublikasyondan
sonra, ¢ogalma orani giderek azalir ve zincirin yagami biter. Bu nedenle bu zincirlere
“stmirlt hiicre zincirleri” de denir. En az 70 kez transfer olabilen hiicre zincirinin

artik bir “cell line” oldugu disiintilmelidir (75).
Heteroploid hiicre kiiltiirii;

2n yapisinda olan bu diploid hiicre zincirlerinin tekrarlanan seri transferleri
esnasinda, farkli seleksiyonlar sonucunda bazi hiicrelerde degisim baslar,
morfolojileri farklilagir, biiylimeleri hizlanir ve sonunda tamamen farkli hiicre zinciri
olusur. Bu transforme hiicre zincirlerinin saturasyon dansitesi artar ve hiicreler asir
olarak birbirleri tlizerine binerler. Birbirlerine goére diizensiz olarak gelisigiizel
yonelen bu hiicreler yiizeye daha az yapisirlar. Subkiiltiire edilen bu hiicrelerin ancak
%25’inden daha azi1 normal hiicreler gibi olup, ¢ogu kdken aldigi hiicrelerin
ozelliklerini tasimayan ve yasami sinwsiz olan heteroploid karyotipe sahip
hiicrelerdir. Bu yeni zincire “heteroploid hiicre zincirill veya “siirekli hiicre

zinciri[] ad1 verilir (74).
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2.5.2. Hiicre Kiiltiiriinde Sitotoksik Etkilerin incelenmesi

Sitotoksisite testi, test malzemesinin uygun hiicre kiiltiirtindeki biiyiime orani
ve morfolojik Ozellikleri lizerine etkisinin negatif ve pozitif kontrol gruplar:

kullanilarak degerlendirildigi yontemdir (76-77).

Hayvanlarin  kullanildig1r testlerin yani1 sira hiicre kiltlir testlerinin
kullanilmas1 ile elde edilen veriler, molekiillerin toksik etkisi ya da farkli
polimerizasyon derecelerindeki toksik etkilerinin belirlenmesi gibi temel biyolojik

ozelliklere de aciklik getirirler (78).
Sitotoksisite testleri genellikle malzemelerin,
1- Hiicre sayis1 veya biiylimesi
2- Hiicre membran biitiinliigii
3- Biyosentez veya enzim aktivitesi
4- Hiicre genetik malzemesi iizerine etkilerini dlger.
Sitotoksisite testlerinin avantajlari;

1- Diger metabolik olaylardan farkli olarak hiicre metabolizmasinda

spesifik bir fonksiyonun degerlendirilmesi

2- Cok sayida Ornegin kisa zamanda ve ekonomik olarak

degerlendirilebilmesi
3- Kantitatif sonuglara ulagilabilmesi

4- Kullanim testlerine oranla toksik maddenin daha hassas

degerlendirilebilmesi
5- Test yontemlerinin stabilize edilebilmesidir.
In vitro sitotoksisite testlerinin dezavantajlari ise;
1- Her test i¢in bir tiir hiicre kullanilmasi
2- Kiiltiir hiicrelerinin konak hiicrelerinden farkli olmasi

3- Kiiltlir ortammda enflamatuvar ve diger doku koruyucu

mekanizmalarin olmamasidir.
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Sitotoksisitenin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan enzimatik test
MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphentyltetrazolium bromide] testidir. Bu
test MTT yi mavi, ¢oziinmeyen formazon bilesigine doniistiirebilen dehidrogenaz
enzim aktivitesini 6lger. Sitotoksik etki nedeniyle dehidrogenaz enzim aktivitesi aktif
olmadiginda mavi formazon olusmayacaktir. Optik yogunluk oOlciilerek formazon
olusumu saptanabilir. Alternatif olarak test 6rnegi ¢evresindeki formazon 151k veya
elektron mikroskobuyla belirlenebilir. Biz ¢alismamizda XTT (2,3-bis(2-methoxy-4-
nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)-carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide) testini
kullandik. Bu testte radyoaktif izotoplar kullanilmamasi nedeniyle MTT’ye gore

daha Ustundir.

2.5.3. XTT Yontemi

XTT; hiicre biyolojisinde biiytime faktorleri, sitokinler, media komponentleri,
sitotoksik ajanlar ve lenfosit aktivasyonunun incelenmesi amaciyla yapilan hiicre
proliferasyon yontemidir. XTT yOnteminde temel prensip, canli veya apopitozisin
erken evresindeki hiicrelerin, mitokondrileri araciligiyla XTT soliisyonu ile
olusturdugu reaksiyonda; XTT soliisyonu bulunan tetrazolium halkasi hiicre
mitokondrilerinde bulunan dehidrogenaz enzimlerince pargalanarak renkli formazon
kristalleri olusturur (Sekil 2.2). Reaksiyon sonucu olusan rengin yogunlugu
mitokondrial aktiviyetle dogrudan iliskilidir. Olii hiicrelerin varliginda formazol

halkas1 olusmaz.
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Sekil 2.2. XTT yapisinda bulunan tetrazolium halkalarinin mitokondrial

enzimlerce pargalanarak renkli formazon kristallerini olugturmasi

29



3. GEREC ve YONTEM

Bu c¢aligmada Oncelikle metformin ve pioglitazon molekiillerinin tavuk
embriyosu koryoallantoik membran modelinde anjiogenez inhibisyonu iizerine etkisi
ile bu ilaglarm XTT yontemiyle hiicre kiiltiirlerindeki sitotoksik etkileri

arastirilmstir.
3.1. Metformin ve Pioglitazon Molekiilleri

Calismada kullanilan metformin; (1,1-Dimethylbiguanide hydrochloride)
SIGMA-Aldrich, Europe, araciligi ile temin edilmistir. Metforminin molekiil sekli
Sekil 3.1°de gosterilmistir.

CH;

| H
H3C/NTN\[(
NH NH

Sekil 3.1. Metformin molekiiliiniin sekli

NH,

Pioglitazon (2,4-Thiazolidinedione) da SIGMA-Aldrich, Europe tarafindan
temin edilmistir. Molekiil sekli Sekil 3.2°de gosterilmistir.

O
HN—{’
O 5
T
| -
M o

Sekil 3.2. Pioglitazon molekiiliiniin sekli
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3.2 KAM Deneyi
Pelletlerin Hazirlanmasi

Anjiyogenez lizerindeki etkilerini degerlendirmek iizere c¢alismamizda
diyabette sik kullanilan oral antidiyabetikler olan metformin ve pioglitazon
kullanilmistir. Arastirmada kullanilan ilaglar steril distile suda ¢ozlilmiis ve uygun
hacimde olacak sekilde %2’lik agarda diliie edilmistir. Ilaglarin uygulamasinda iic
farklt konsantrasyon (10° M, 10° M ve 107 M) kullanilmistir. Bu konsantrasyonlar
klinikte recete edilen ilaclarin viicutta ulasmis olduklar1 etkin konsantrasyon olan
10° konsantrasyonunu ve bu konsantrasyonun bir alt ve bir iist konsantrasyonlari
tercih edilmistir. ilaglarm énce 10* M konsantrasyonlar1 hazirlanmistir. Daha diliie
konsantrasyonlar 10* M’lik stok soliisyonun seyreltilmesi ile elde edilmistir. Diskin
10 uL’lik final hacminde 10° M’1ik ilag konsantrasyonunu saglayacak ila¢ miktarini
bulabilmek i¢in klasik molarite formiilii kullanilmistir (M=m/V). Her ¢alisma setinde
kayiplar da g6z Oniine alinarak yaklasik olarak 90 disk hazirlanarak uygulanmistir.
Bu nedenle, her ilag i¢in yaklasik 1 mL’lik agar ve ila¢ karisimi hazirlanmistir (10

uLx100=1mL).

Kolay uygulama i¢in, soliisyonlarin pelletleri 5 mm ¢apl sirkiiler paslanmaz
celik ylizeyde 10 pl’lik damlalar seklinde hazirlanmis ve oda 1sisinda katilagmasi

beklendikten sonra uygulanmaistir.

KAM Deneyi

Ross 308 cinsi dollenmis 1100 adet tavuk yumurtast Yemsel Tavukcguluk
Hayvancilik Yem Ham maddeleri Sanayi ve Ticaret Anonim Sirketi’nden (Kayseri)
edinilmistir. Calismamiz i¢in Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Deney
Hayvanlar1 Etik Kurul’undan 24.11.2009 tarihli ve 177 sayilh etik kurul onay1

alimustir.

Déllenmis tavuk yumurtalar1 37,5 °C’de %80 rolatif nemli ortamda horizontal
pozisyonda inkiibe edilmistir (Sekil 3.3 ve 3.4). Kulugkanin besinci giiniinde
yumurtanin kiint tarafindan enjektér yardimiyla 5-10 mL albumin alindi ve

yumurtanin diger ucundan 2-3 cm capinda kabuk kesilerek c¢ikarilmistir (Sekil 3.5).
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Kabuktaki bu agiklik laboratuvar filmi ile kapatilarak 72 saat daha inkiibe edilmistir
(Sekil 3.6 ve Sekil 3.7). KAM yaklasik 2 cm ¢apa ulastiginda her bir yumurtaya bir
pellet olacak sekilde koryoallantoik membran iizerine etken madde iceren pelletler
yerlestirilmistir (Sekil 3.8 ve Sekil 3.9). Ila¢ uygulamasindan sonra 24 saatlik ek
inkiibasyon stiresi tanmmistir. Stereoskopik mikroskop altinda skorlama sistemi
(Tablo 3.1 ve Sekil 3.11) kullanilarak pellet uygulama bdlgesindeki damar yapisi
degerlendirilmistir (Sekil 3.10 ve Sekil 3.12).

Germinal Dizc

Quter Membrane

Inner Membrane Shel

Sekil 3.3. Dollenmis tavuk yumurtasinin sematik goriintiisii
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Sekil 3.5. Embriyolu yumurtalarin 5. giiniinde kapaklarinin agilmasi
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Sekil 3.6. Kulugkanin 5. giiniinde yumurtalar agilip 72 saat inkiibasyonda

birakildiktan sonra gruplara ayrilmasi

Sekil 3.7. Inkiibasyonun 8. giiniinde ila¢ uygulamasi dncesindeki tavuk

embriyosunun goriintiisii
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Sekil 3.9. KAM fiizerine yerlestirilen etken maddeyi igeren pellet (ok).
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Sekil 3.10. Tiim gruplarin kontrol gruplari ile birlikte mikroskopta degerlendirilip

skorlanmasi

Sekil 3.11. Skorlamada kullanilan pelletlerin steriomikroskobik goriintiisii
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| ChorioAllantoiciiembrane (C A1) Testi |

@ ) @
Ustten
orunu

PellefTtest maddesiigeren
katilasmis agaroz
Formil:
Ortal Skor Yumurta sayis1 (Skor 2) x 2 + Yumurta sayis1 (Skor 1) x1
Toplam  Yumuria sayisi

(Skor ©, 1, 2)

Skor 0: Skor 2: CAM-iritasyonu: inhibisyon
Herhangi bir antianjiojenik En iyi antianjiojenik etki SDS etkisi (50pg/pellet]
etki yok. NORMAL (Pellet etrafinda kapiller

Membran iritasyonu yok

Antienflamatuar etki
olusum engellenmis)

NET=-CAM

Pellet: Test maddesi iceren ‘

katilasmis agaroz + SDS

Sekil 3.12. Koryoallantoik membran modelinin dzeti
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Tablo 3.1. Koryoallantoik membran {izerinde anjiogenik etkinin degerlendirilmesi

i¢in kullanilan skor degerleri

Skor Etki izlenim/Aciklama
0 Yok Normal embriyo olusumu, ¢evre kapillere gore
degisiklik yok
0.5 Zayif Kapiller damarsiz alan yok. Kapillerin
yogunlugu azalmig ancak pelletten ¢ok daha
genis degil
1 Orta Kapillersiz alan az veya kapiller yogunluk
belirli bir alanda azalmus. Etkiler pellet alaninin
2 katindan fazla degil
2 Kuvvetli Pelletin etrafinda en az iki kat mesafe olacak
sekilde kapillersiz alan mevcut

KAM deneyi sirasinda toplamda 1100 yumurta kullanilmistir. Islem sirasinda

embriyosuz yumurtalar, albiimin ¢ekilmesi sirasinda yumurtanin sar1 kismi ile temas

edilen yumurtalar, 6lmiis embriyolar deneyden ¢ikarilmistir. Her bir test bilesigi i¢in

40 yumurtaya ila¢ uygulamasi yapilmistir. Her deney grubu icin sadece agar igeren

pelletlerin uygulandig1r kontrol yumurtalar1 da degerlendirmeye almmistir. Tim

testler lic kez tekrarlanmistir. Sonug olarak toplam 240 uygulama degerlendirmeye

alinmustir. {lag gruplarma gére yapilan uygulama sayisi1 Tablo 3.2’°de gosterilmistir.
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Tablo 3.2. Calismada kullanilan ila¢ gruplarinda uygulama sayisi

10°M 10°M 107 M
Metformin 40 40 40
Pioglitazon 40 40 40
Toplam 240

Uygulama sonrast koryoallantoik membran disma ¢ikan ve irritasyon

gozlenen yumurtalar degerlendirme dis1 birakilmastir.

Istatistiksel Degerlendirme

Calismamiz verileri SPSS (ver: 14.0) programma yliklenerek verilerin
degerlendirilmesinde Ki-kare testi kullanilmistir. Verilerimiz bulgular boliimiinde
tablolarda denek sayis1 ve yiizdesi seklinde birlestirilip yanilma diizeyi 0,05 olarak

alinmustir.
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3.3. Hiicre Kiiltiirii

Calismada SAP Enstitiisii Hiicre Kiiltiir Koleksiyonuna (HUKUK) ait 1.929

fare fibroblast hiicre serisi kullanildi.

Besiveri hazirlig::

Hiicre kiiltiirtinde kullanilacak besiyeri, Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) icerisine penicilin-streptomicin, L-glutamin ve fetal bovine serum

(FBS) ilave edilerek hazirlandi (Tablo 3.3, Sekil 3.13)

Tablo 3.3. Hiicre kultur ortaminin hazirlanmasinda kullanilan malzemeler

Hiicre Kiiltiir Besiyeri Kullanilan Firma Lot. No.
Miktar
Dulbecco’s Modified WISENT Inc
Eagle’s Medium St. Bruno, Quebec, 22K2314
(DMEM) 100ml Canada
Penicilin-Streptomicin
(10000 U/10000 mg/ml) Biological Industries, 644U
1ml Berlin
L-glutamin Iml Biochrom KG, Berlin 243A
WISENT Inc 633A
Fetal Bovine Serum St. Bruno, Quebec,
(FBS) 4ml Canada
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Sekil 3.13. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan malzemeler

Calisma siiresince kullanilacak 1.929 hiicre serisinin devaminin saglanmasi ve

¢ogaltilmasi i¢in pasajlar yapildi.

Pasaj Yapilmasi;

Hiicrelerin yapisarak ¢ogaldigr hiicre kiiltiir kabindaki (flask) besiyeri aspire
edildi. Fosfat buffer saline (PBS) ile hiicreler yikandiktan sonra Tripsin/EDTA
soliisyonu (0,05 trypsin+%0,02 EDTA, WISENT Inc St. Bruno, Quebec, Canada)
hiicreler {izerine eklendi ve 37 °C’de 5 dakika etiivde bekletilerek hiicrelerin flask
yiizeyinden ayrilmasi saglandi. FBS igermeyen DMEM ilave edilerek tripsin
aktivasyonu durduruldu ve hiicre siispansiyonu hazirlandi. Hazirlanan hiicre
siispansiyonu ikiye boliinerek pasajlandi. Hiicre kiiltiir kaplarindaki hiicre ¢gogalmasi

izlenerek bu islem tekrarlandi ve hiicre kiiltiir serisinin devamliligi saglandi.

Calismada 1929 fibroblast hiicre serisinin 6 ile 11. pasajlar arasindaki

hiicreleri kullanild1 (Sekil 3.14).
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Sekil 3.14. 1929 fibroblast hiicre serisindeki hiicrelerin x200 biiylitmedeki

goriiniimleri

XTT Testi;

XTT;(2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[ (phenylamino)-carbonyl]-
2H-tetrazolium hydroxide) testi ile diyabette sik kullanilan metformin ve pioglitazon

molekiillerinin hiicreler tizerine toksik etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.

Toksik etkinin belirlenmesinde, bu ilaglar1 hazirlandig1 soliisyonlar ISO
10993-5 numarali protokoliinde belirtildigi iizere fenolred icermeyen DMEM

icerisine, FBS, L-glutamin ve Peniciline-Streptomycine ilave edilerek hazirlandi.

XTT ¢alisma oncesi yapilan islemler,

1. Hiicre pasaj yapilmadan 6nce 100 pl siipernatant kismi ayrildi. Bu

testlerde ‘kontrol’ kismini olusturdu.

2. Hiicreler Phosphate Buffer Saline (PBS) ile 2 kez yikanip
Tripsin/EDTA ilave edildi.

3. 37 °C’de, %5 COzigeren inkiibatorde 5-10 dk bekletildi.
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4. Mikroskopta hiicrelerin kalktig1 goriildiigiinde reaksiyonu durdurmak

icin besiyeri ilave edildi.
5. 1300 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

6. Siipernatat kismu atildi ve siispansiyondaki hiicre sayis1 2x107

hiicre/mL olacak sekilde besiyeri eklendi.

XTT ¢alisma yonteminin prosediirii;

Kullanilan temel ekipmanlar; 96 kuyucuklu mikroplate, mikroplate

okuyucu (spektrofotometre), %5 CO2 inkiibator ve multikanal pipettir.,

1. Mikroplate kuyucuklarma 100 pl hiicre pipetlendi ve hiicrelerin
yapismasini saglamak i¢in 24 saat 37 °C’de, %5 CO2’li etiivde
inkiibe edildi.

2. Hiicrelerin yapigsmasi saglandiktan sonra mikroplate kuyucuklarina her
ilag konsantrasyonu i¢in 8 kuyucuk olacak sekilde ilaglar1 iceren
DMEM’den 100 pl ilave edildi. Tekrar 37 °C’de, %S5 COz2’li ortamda
24 saat inkiibasyona birakildi. Test sivilarinin mikroplate i¢inde

yerlesimleri tablo 3.4’°te gosterilmistir.

3. Kullanimdan hemen o6nce XTT ayract ve aktivasyon soliisyonu
37°C’lik su banyosunda c¢oOzildii. Berrak soliisyon oluncaya dek

hafif¢e karistirildi.

4. Reaksiyon soliisyonu olusturmak i¢in 0,1 ml aktivasyon soliisyonu 5

ml XTT ayracina eklendi.

5. Her kuyucuga 50 pl reaksiyon soliisyonu eklendi ve inkiibatorde 2-24
saat bekletildi.

6. Olusan turuncu renkli formazol kristallerinin absorbans1 mikroplate
okuyucuda (Thermo scientific, multiskan FC) 450-500 nanometrede

referans olarakta 620 nanometrede okundu.

Sekil 3.15’te mikroplate turuncu renk almis kuyucuklar goriilmektedir.
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Tablo 3.4. Test sivilarinin mikroplate i¢indeki yerlesimleri

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12

A | SF | SF | SF| SF SF SF SF SF SF SF SF | SF

B| B | K | K | Met5 | Met5 | Met5 | Met5 | Met5 | Met5 | Met5 | Met5 | SF

C| B | K | K | Met6 | Met6 | Met6 | Met6 | Met6 | Met6 | Met6 | Met6 | SF

E| B | K| K | Pio5 | Pio5 | Pio5 | Pio5 | Pio5 | Pio5 | Pio5 | Pio5 | SF

F| B | K| K | Pio6 | Pio6 | Pio6 | Pio6 | Pio6 | Pio6 | Pio6 | Pio6 | SF

G| B | K

H | SF | SF
SF: Serum Fizyolojik Met 5,6,7 : Metformin 10° M, 10° M, 107 M
B: Blank (kor alan) Pio 5,6,7 : Pioglitazon 10° M, 10° M, 107 M

Sekil 3.15. XTT soliisyonu eklendikten sonra turuncu renk almis mikroplate

kuyucuklarmin goriiniimii
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Calismamizda elde edilen veriler SPSS (ver: 14.0) programina yiiklenerek tek
yonlii varyans analizi (ANOV A) kullanildi. Verilerimiz bulgular béliimiinde
tablolarda denek sayis1 ve yiizdesi seklinde birlestirilip yanilma diizeyi 0,05 olarak

alimustir.
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4. BULGULAR

4.1. Metformin ve Pioglitazon Molekiillerinin Anjiogenez Inhibisyonu

Uzerine Etkileri

Calismamizda her iki ila¢ grubu i¢in 10° M, 10° M ve 107 M
konsantrasyonlar1 i¢in gruplar olusturuldu. Her gruba, 40 adet embriyolu yumurta

alindi. Testlerin dogrulugunu degerlendirmek amaciyla deneyler 3 kez tekrarlandi.

Metforminin 10° M konsantrasyonundaki pelletlerin  kullanildigi 40
embriyolu yumurtanin degerlendirmesi sirasinda; 4’tinde pelletin KAM dis1 olmasi, 2
embriyonun Olii olmasit ve 2’sinde ise irritasyon olmasi iizerine bu yumurtalar
degerlendirme dis1 birakildilar. Pioglitazone 10° M konsantrasyonundaki pelletlerin
kullanildig1 40 embriyolu yumurtanin degerlendirilmesi sirasinda; 4’iinde pelletin
KAM dis1 oldugu, 2’sinin 6lii oldugu ve 1’inde de irritasyon oldugu saptandi ve bu
yumurtalar da degerlendirme dis1 birakildilar. Metformin ve pioglitazon
molekiillerinin 10” M konsantrasyonundaki anjiogenez skorlarmm karsilastirilmasi

Tablo 4.1 ve Sekil 4.1 ve 4.2°de verildi.

Tablo 4.1. Gruplara ait 10° molaritedeki anjiogenez inhibisyon skorlarmm

karsilastiriimasi
Gruplar Molarite 10™ Toplam
0 0.5 1
Pioglitazon S 2 10 21 33
% 6.1 30.3 63.6 100.0
Metformin S 7 20 3 30
% 233 66.7 10.0 100.0
Toplam S 9 30 24 63
% 14.3 47.6 38.1 100.0
X2 =19.51 p<0.001 p<0.05 6nemli
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Sekil 4.2. Gruplar aras1 10” M konsantrasyonunda anjiogenez inhibisyon

skorlarmnin dagilimi

Sonugta 10° M konsantrasyonunda her iki grupta farklilik anlamli bulundu
(p<0.001). Bu bulgulara gére metformin grubundaki KAM incelemesinde; biiyiik bir
boliimiinde anjiogenez inhibisyon skoru 0 (anti-anjiogenik etki yok) olarak
saptanirken (% 23.3), %66.7’sinde anjiogenez inhibisyon skoru 0.5 (zayif anti-
anjiogenik etki) olarak saptandi. Pioglitazon grubunda ise % 63.6’sinda anjiogenez
inhibisyon skoru 1 (orta anti-anjiogenik etki) olarak saptandi. iki grup arasindaki
istatistiksel farklilik pioglitazon kolunda orta diizeydeki antianjiogenik etkinin daha
yiiksek oranda olmasindan kaynaklanmaktadir (% 63 vs %10; p <0.001).

Metforminin 10° M konsantrasyonundaki pelletlerin  kullanildigi 40
embriyolu yumurtanin degerlendirme sirasinda; 5’inde pelletin KAM dis1 oldugu,
3™liniin 6lii oldugu ve 4’iinde ise irritasyon oldugu saptanmistir ve degerlendirme dis1
birakilmistir. Pioglitazone 10® M konsantrasyonundaki pelletlerin kullanildigi 40

embriyolu yumurtanin degerlendirmesi sirasinda; 5’inde pelletin KAM dis1 olmasi, 3

48



embriyonun Oli olmasi ve 1’inde de irritasyon olmasi nedeniyle bu yumurtalar

degerlendirme dis1 birakildi. Metformin ve pioglitazon molekiillerinin 10° M

konsantrasyonundaki anjiogenez skorlarmin karsilastirilmasi: Tablo 4.2.’de ve Sekil

4.3 ve Sekil 4.4°te belirtildi.

Tablo 4.2. Gruplara ait 10° molaritedeki anjiogenez inhibisyon skorlarmin

karsilastirilmasi
Molarite 10 Toplam
Gruplar 0 0,5 1
Pioglitazon S 3 12 16 31
% 9.7 38.7 51.6 100.0
Metformin S 17 11 0 28
% 60.7 39.3 0 100.0
Toplam S 20 23 16 59
% 33.9 39.0 27.1 100.0
X2 =25.78 p<0.001 p<0.05 6nemli
molarite6
207
M vox
Mo, s
[

Sekil 4.3 Gruplarn kendi iclerinde 10° M konsantrasyonunda

pioglitazon

metformin

anjiogenez inhibisyon skorlarinin dagilimi
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Sekil 4.4. Gruplar aras1 10° M konsantrasyonunda anjiogenez inhibisyon
skorlarmnin dagilimi

Sonugta 10° M konsantrasyonunda her iki grupta farklilik anlamli bulundu
(p<0.001). Bu bulgulara gére metformin grubundaki KAM incelemesinde; biiyiik bir
boliimiinde anjiogenez inhibisyon skoru 0 (anti-anjiogenik etki yok) olarak
saptanirken (% 60.7), %39.3’linde anjiogenez inhibisyon skoru 0.5 (zayif anti-
anjiogenik etki) olarak saptandi. Pioglitazon grubunda ise % 51.6’sinda anjiogenez
inhibisyon skoru 1 (orta anti-anjiogenik etki) olarak saptandi. iki grup arasindaki
istatistiksel farklilik pioglitazon kolunda orta diizeydeki anti-anjiogenik etkinin daha

yiiksek oranda olmasindan kaynaklanmaktadir (% 51.6 vs %0; p <0.001)

Metforminin 107 M konsantrasyonundaki pelletlerin  kullanildigi 40
embriyolu yumurtanin degerlendirilmesi sirasinda; 3’iinde pelletin KAM dis1 olmast,
4 embriyonun Olii olmas1 ve 1’inde ise irritasyon olmasi nedeniyle bu yumurtalar
degerlendirme dis1 birakildi. Pioglitazone 107 M konsantrasyonundaki pelletlerin

kullanildigi 40 embriyolu yumurtanin degerlendilmesi sirasinda; 4’iinde pelletin
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KAM dis1 olmasi, 3 embriyonun 6lii olmasi ve 1’inde de irritasyon olmasi nedeniyle
degerlendirme dis1 birakildi. Metformin ve Pioglitazon molekiillerinin 107 M

konsantrasyonundaki anjiogenez skorlarinin karsilastirilmasi Tablo 4.3’te ve Sekil

4.5 ve Sekil 4.6°da belirtilmistir.

Tablo 4.3. Gruplara ait 10”7 molaritedeki anjiogenez inhibisyon skorlarmin

karsilastirilmasi
Molarite 107 Toplam
Gruplar 0 0.5 1
Pioglitazon S 4 20 8 32
% 12.5 62.5 25.0 100.0
Metformin S 27 4 0 31
% 87.1 12.9 0 100.0
Toplam S 31 24 8 63
% 49.2 38.1 12.7 100.0
X2=35.72 p<0.001 p<0.05 6nemli
30 molarite?
. yok
Mo, s

.

Say1i

pioglitazon metformin

Sekil 4.5. Gruplarm kendi i¢lerinde 10”7 M konsantrasyonunda anjiogene

inhibisyon skorlarinin dagilimi
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Sekil 4.6. Gruplar aras1 107 M konsantrasyonunda anjiogenez inhibisyon skorlarmimn
dagilimi

Sonugta 107 M konsantrasyonunda her iki grupta farklilik anlaml
bulunmustur (p <0.001). Bu bulgulara gore metformin grubundaki KAM
incelemesinde; biiyiik bir boliimiinde anjiogenez inhibisyon skoru 0 (anti-anjiogenik
etki yok) olarak saptanirken (% 87.1), %12.9°nda anjiogenez inhibisyon skoru 0.5
(zayif anti-anjiogenik etki) olarak saptanmistir. Pioglitazon grubunda ise %
62.5’inde anjiogenez inhibisyon skoru 0.5 (zayif anti-anjiogenik etki) olarak ve %
25’inde ise Skor 1 (orta anti-anjiogenik etki) olarak saptanmustir. iki grup arasmndaki
istatistiksel farklilik pioglitazon kolunda diigsiik ve orta diizeydeki antianjiogenik
etkinin metformin koluna gore daha yiliksek oranda olmasindan kaynaklanmaktadir

(swrastyla; % 62.5-% 25 vs % 12.9-%0 ; p <0.001).
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Tablo 4.4. Metformin ve pioglitazon 10° M, 10° M ve 10”7 M konsantrasyonlarinda

karsilastiriimasi
Gruplar
Skor Pioglitazon Metformin Toplam
0-0.5 Say1 12 27 39
% Molarite 107 30.8 69.2 100.0
% Gruplar 36.4 90.0 61.9
Molarite 107 % Toplam 19.0 42.9 61.9
1 Say1 21 3 24
% Molarite 107 87.5 12.5 100.0
% Gruplar 63.6 10.0 38.1
% Toplam 33.3 4.8 38.1
Say1 33 30 63
Toplam % Molarite 107 52,4 47,6 100,0
% Gruplar 100,0 100,0 100,0
% Toplam 52,4 47,6 100,0
0-0,5 Say1 15 28 43
% Molarite 10 34.9 65.1 100.0
% Gruplar 48.4 100.0 72.9
Molarite 10 % Toplam 25.4 47.5 72.9
1 Say1 16 0 16
% Molarite 10 100.0 0 100.0
% Gruplar 51.6 0 27.1
% Toplam 27.1 0 27.1
Say1 31 28 59
Toplam % Molarite 10 52.5 47.5 100.0
% Gruplar 100.0 100.0 100.0
% Toplam 52.5 47.5 100.0
0-0,5 Say1 24 31 55
% Molarite 107 43.6 56.4 100.0
% Gruplar 75.0 100.0 87.3
Molarite 107 % Toplam 38.1 49.2 87.3
1 Say1 8 0 8
% Molarite 107 100.0 0 100.0
% Gruplar 25.0 0 12.7
% Toplam 12.7 0 12.7
Say1 32 31 63
Toplam % Molarite 107 50.8 49.2 100.0
% Gruplar 100.0 100.0 100.0
% Toplam 50.8 49.2 100.0
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4.2. Metformin ve Pioglitazon Molekiillerinin XTT Yontemi ile In vitro

Sitotoksisitesinin Degerlendirilmesi

Metformin ve pioglitazon molekiillerinin farkli konsantrasyonlarmin 1929
fibroblast hiicreleri Tlizerine sitotoksik etkileri XTT yontemiyle arastirildi.
Mikroplatelerin mikroplate okuyucusunda 450 ve 620 nm’de okunmasi sonucu elde
edilen veriler tek yonlii varyans analizi ile istatistiksel olarak degerlendirildi.

Gruplarin sitotoksisite degerleri Tablo 4.5’te ve Sekil 4.7°de verilmistir.

Tablo 4.5. Gruplarin sitotoksisite degerlerinin karsilastiriimasi

Gruplar Sitotoksisite degerleri X+£S
Metformin 107 4.117+0.363
Metformin 10 3.99+0.441
Metformin 107 3.799+0.213
Pioglitazon 107 4.020+0.399
Pioglitazon 10 3.859+0.206
Pioglitazon 107 3.881+0.250

Kontrol 3.938+0.171

Kér 0.614+0.026

SONUC F=105.61 p=0.001

P<0.05 6nemli

Sitotoksisite yOoniinden yapilan analizde metformin, pioglitazon ve sadece
hiicrelerin yer aldig1 kontrol grubu ile hi¢bir hiicrenin olmadigi kor gruplar1 arasinda

fark anlamli bulundu (p=0.001). Ancak bu fark kor grubunda hiicre
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bulunmamasindan kaynaklanmakta idi. Hiicrelerin bulundugu 3 grup arasinda

istatistiksel olarak anlamlilik diizeyine ulasan fark izlenmedi (p>0.05).

5,000 7

:

Jeri
HH

3,000 7

2,000 7

Ortalama Sitotoksite de

1,000 7

0,000 T T I
M5 M6 M7 P5 P6 P7 kontrol kor

Gruplar

Met 5,6,7 : Metformin 10°M, 10°M, 107 M
Pio 5,6,7 : Pioglitazon 10° M, 10° M, 10" M

Sekil 4.7. Gruplar aras1 ortalama sitotoksisite degerlerinin karsilagtirilmasi
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5.TARTISMA

5.1. Metformin ve Pioglitazonun Anti-anjiogenik Etkileri

Anjiyogenez veya yeni damar olusumu, embriyogenez sirasinda temel
olaylardan birisidir. Embriyogenez disinda yetigskinlerde anjiyogenez c¢ok sinirh
olaylarda; yaralanma sonrasi doku tamiri ve menstrual siklus sirasinda goriilmektedir
(79). Ancak kontrolsiiz anjiogenez diyabetik retinopati, ateroskleroz, kronik
inflamasyon, tiimor biiyiimesi ve metastaz1 gibi bir¢ok patolojik durumda sorumlu
tutulmaktadir. Anjiogenez, ekstraseliiler matriks, soluble faktor ve hiicreler etkilesimi
sonucu endoteliyal hiicrelerin differansiasyonu, migrasyonu ve proliferasyonu ile
seyreden kompleks bir islemdir (80). Tiim6r olusumu ve metastazinda da anjiogenez
suclanmaktadir. Anjiogenez sadece biiyiimekte olan tiimdre oksijen, besinler ve
biiylime faktorlerini saglayan kritik bir siire¢ degildir. Ayni zamanda go¢ eden timor
hiicrelerinin sistemik dolasima ge¢mesi ve uzak metastaz yapmalarmi da saglar.
Mikrometastatik odaklarin da varliklarmi siirdiirebilmeleri i¢in anjiogenez gereklidir
(80). Gilniimiiziin 1ilerleyen teknolojisiyle birlikte, anjiojenez mekanizmalar1
anlagilmaya c¢alisilmis ve anti-anjiogenik tedavi yaklasimlar1 gelistirilmeye
baslanmigtir. Agiktir ki; kanserli bir hastaya anti-anjiogenik tedavi uygulamak
suretiyle; yara iyilesmesi, gebelik vb. gibi bir durumun olmadigi ortamda hastaya
hi¢bir yan etki olmadan, sadece tiimoriin etrafindaki damar yapimi bloke edilerek

etkili ve spesifik bir tedavi yaklagimi yapilmis olacaktir (64,81).

Sadece kanser degil, artit ve psoriazis gibi bircok hastaligin patogenezinde de
suclanan anjiyogenezi, baslatan faktorler ve Onleyici tedavi yontemleri de giderek
onem kazanmaktadir. Ancak tek bir anjiyogenez inhibitorii ile yapilan tedavilerin,
ozellikle kanser hiicreleri tarafindan olusturulan ¢ok sayidaki anjiogenik faktorler ile
miicadelede yetersiz kalabilecegi diisliniilmektedir. Bu nedenle gelecek yillarda
anjiogenik hastaliklarm molekiiler temellerinin daha iyi belirlenmesi yeni tedavi
modellerinin gelistirilmesi agisindan 6nemli olabilecektir. Bu nedenle, anjiyogenez
konusu aktif bir arastirma alanidir. /n vifro modeller bu siiregle ilgili 6nemli bilgiler

sunmakla birlikte, in vivo etkinin ne olacagmi tam olarak gosterememektedir.
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Anjiyogenez arastirmalarinda ¢ok yaygin olarak kullanilan ve oldukga faydali bir in
vivo model ise tavuk embriyosu koryoallantoik membran (KAM) modelidir. Biz de
calismamizda diyabetin tedavisinde kullanilan metfromin ve pioglitazon
molekiillerinin, anti-anjiogenik etkilerini arastwrmak tiizere; uygulanabilirligi kolay
olan, ucuz ve memeli hayvan modeline uygun sonuclar verebilen KAM modelini

sectik.

KAM modeli uygun bir in vivo model olarak kanser davranislarinin ortaya
konmasinda biyomateryallerin etkilerinin incelenmesinde, fotodinamik tedavi
yaklagimlarinda ve en son olarak anjiogeneziste siklikla kullanilan uygun bir model
olarak karsimiza cikmaktadir. KAM ekstraembriyonik bir membran olup, hem
anjiogenezis hem de anti-anjiogenezis ¢calismalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Bu modelde calismanin en temel avantaji calisma yapilacak dollenmis yumurtanin
temininin ucuz ve kolay olusudur. Bu modelle yapilan caligmalarda sonuglara ¢ok
kisa siirede ulagsmak miimkiindiir. Calisma sonuclar1 gozle rahatlikla saptanabildigi
gibi 151k veya elektron mikroskobu ile de histokimyasal veya immiinhistokimyasal
olarak da degerlendirilebilme o6zelligine sahiptir. Ayrica fiske edilemeyen
orneklerde, DNA ve kollajen dlciilmesine de imkan saglayabilmektedir. Istenirse bu
yontem ile gen ekspresyonunun gosterilmesi amaciyla ters transkriptaz polimeraz

zincir reaksiyonu (RT-PCR) da ¢alisilabilmektedir (73).

Anjiogenez konusunda bir¢ok farkli in vivo model bulunmaktadir. Bunlar
icinde KAM modelinin ucuz olusu, hizla sonuca ulasilabilmesi, ¢calisma sonuglarmin
degerlendirilmesinin kolayligi, giivenirliligi ve tekraralanabilir olmasi nedeniyle
calismamizda bu yontemi kullandik. Ulkemizin arastrma olanaklar1 da gdz Oniine
almdiginda KAM modeli anjiogenez calismalarinda kullanilabilecek en uygun
yontemdir. Universitemizde bu yontemi kullanarak yaptigimiz ve halen deneyleri
devam etmekte olan heniliz yaymlanmamis bir¢ok ¢alismamiz da bulunmaktadir
(Birlikte calistigimiz; ayn1 yontemi kullanarak yaptigimiz ¢alismalar: T. Dogan ve
ark. ile Diisiik molekiil agirlikli heparinlerin karsilastirilmasi, F. Kiligh ve ark. ile
Insan ve Analog insiilinlerin karsilastirilmasi, Vitamin D’nin anjiogenik etkinliinin

arastirilmasi M. Sencan ile Ankaferd’in anjiogenezis iizerine etkisinin arastirilmasi).
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Diyabet giderek artan hatta “epidemi” olarak nitlendirebilecegimiz onemli
komplikasyonlar1 olan bir hastaliktir. Patolojik anjiogenezis, diyabetin bir¢ok
komplikasyonunda su¢lanmaktadir. Biz de bu amacla diyabette kullanilan metformin
ve pioglitazon molekiillerinin anjiogenez iizerine olan etkilerini olduk¢a deneyimli

oldugumuz KAM modeli yontemini kullanarak gostermeyi amagladik.

Diabetes mellitus kiiresel bir sorundur ve kontrolsiiz diyabet ise
kardiyovaskiiler hastalik, ndropati, son donem bobrek yetmezligi yani sira retinopati
gibi birgok wvaskiiler komplikasyon ile kendini gostermektedir. Nonproliferatif
retinopati retinal kanama, 6dem ve hatta gérme kaybina neden olabilmektedir. Bu da
ilerleyen donemlerde vitreal hemoraji ile proliferatif retinopatiye doniisebilmektedir.
Yeni damar olusumunun artmasi ile bu siirecin sonunda skar ve retina dekolmani da
gelisebilmektedir. Diyabet bu vaskiiler komplikasyonlar yani sira yapilan bir¢ok
calismada kanser insidansindaki artiglar ile de iligkilendirilmistir. Prospektif olarak
yapilan “Cancer Norfolk Study” ¢alismasinda HbAlc ve kolorektal kanser gelisme

riski arasinda iliski bulunmustur (82).

Bircok meta-analiz ve yeni yapilan caligmalar gdstermistir ki; diyabette
bir¢cok solid organ ile hematolojik malignensilerin siklig1 artmaktadir (Karaciger,
pankreas, bobrek, kan, meme, endometriyum kanserleri ile non-Hodgin lenfoma
gibi.) (41-45,83). Fakat Kasper ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada pek cok farkli

mekanizma ile diyabette prostat kanseri insidansinin azaldigi tespit edilmistir (84).

Davila ve arkadaglarmin yaptigi, diyabet ile hepatoselliier kanser (HCC)
insidans1 arasindaki iliskiyi arastiran bir bagka calismada ise; diyabetik hastalarda
HCC sikligmnin arttig1 gosterilmistir. Sikliktaki bu artis, diyabette artan hepatosteatoz
ve nonalkolik steatohepatit ile artmus HCV ve HBV enfeksiyonuna baglanmistir.
Sayilan bu durumlarin hepsi HCC gelisiminde temel rol oynayan faktorler olarak

vurgulanmistir (85).

Yapilan bazi ¢caligmalarda diyabetik hastalarda bobrek kanserinin de arttigi
gosterilmistir.  Bunun etyopatogenezinde suglanan temel mekanizma, hem

hiperinsiilinemi ve obezite hem de spesifik bazi faktorlerdir (86,87).
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Paolo ve arkadaslarmmin yaptig1 bir ¢alismada; reproduktif donemdeki
kanserlerin 0Ozellikle de meme ve endometriyal kanserin diyabet ile birlikte
insidansmin arttig1 gosterilmistir. Bu risk artiginin temel sebepleri arasinda 6zellikle

obezite su¢lanmstir (83).

Mitri ve arkadaslarmin yaptigi diyabet ve non-hodgin lenfoma arasindaki
iliskiyi gosteren genis prospektif kohort calismada; diyabetli hastalarda Non-
Hodgkin lenfoma riskinin anlamli olarak arttig1 gdosterilmistir. Bu risk artisinda
notrofil aktivasyonundaki bozukluk ile diyabetteki anormal humoral aktivite

suclanmistir (88).

Bir¢ok c¢alismada diyabette kolorektal kanserlerin insidansindaki artis da
vurgulanmaktadir. Suglanan temel mekanizmlar ise; hiperinsiilinemi, azalmig barsak
transit zaman1 ve artmig fekal safra asit konsantrasyonu olarak belirtilmektedir (85-
93). Yine Japonya’da Inoue ve arkadaslar1 tarafindan, genis bir populasyon segilerek
yapilan kohort bir ¢calismada da, diyabet ve kanser riskinde artis anlamli bulunmustur

(39).

Avrupali ve Kanadal1 kronik hepatit C’li 541 olguda yapilan bir ¢caligmada
ise diyabetli olgularda karaciger kanserinin arttigi gosterilmistir (92). Yine ayni
calismada tip 2 diyabet ile birgok farkli kanser (karaciger, pankreas, kolon,

endometriyum, bobrek ve meme kanseri) arasinda da iliski tespit edilmistir.

Sonug¢ olarak yapilan pek ¢ok calisma gostermistir ki diyabette birgok
kanserin insidans1 artmaktadir. Ayrica diyabetli kanser olgularmin mortalitelerinde
de anlamli artiglar tespit edilmistir. Biz de calismamizda diyabette kullanilan
metformin ve pioglitazon molekiillerinin kanser tizerine etkilerinin olup olmadigini
arastirmay1 amagcladik. Bu amagla pek cok literatiirii gozden gec¢irdik. Kanser
olusumunda anjiogenezisin giiglii bir sekilde suglandigini gézlemledik. Bu amagla
metformin ve pioglitazon molekiillerin anjiogenez inhibisyonu iizerine etkilerini
ucuz ve diger anjiogenezis yontemlerine gore daha avantajli olan KAM modelini

sectik.

Metformin molekiilii, 30 yildan daha uzun bir siiredir diyabetin tedavisinde

kullanilmaktadir. Tip 2 diyabette birinci basamak tedavi seceneklerinden biridir.
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Metforminin bir¢cok faydali metabolik etkisinin yani sira diyabetli olgularda kanser
insidansin1  azalttigina dair calismalar da bulunmaktadrr. Ornegin Evans ve
arkadaslarinin yaptig1 bir calismada; metformin tedavisi alan ve almayan hastalar

karsilastirildiginda kanser riskinin metformin kullanan grupta azaldig1 gosterilmistir
(51).

Metforminin anti-kanser etkinliginin, AMP protein kinaz stimiilasyonu
sonucu aktive olan LKB-1 timor supressor genine bagli oldugu belirtilmistir (93).
Ayrica AMP kinaz aktivatorleri insiilin reseptdrlerine sinyal akismni azaltir ve

insiilinin proliferasyonu aktive edici etkisini inhibe eder (94-95).

Alimova ve arkadaglarinin yaptig1 bir ¢alismada; MCF-7, BT-474, SKBR-3
insan meme kanser hiicresinde in vitro olarak metforminin hiicre proliferasyonunu
inhibe ettigi gosterilmistir (96). Cazzaniga ve arkadaslarmin yaptigi epidemiyolojik
bir calismada ise metforminin meme kanser hiicrelerinde proliferasyonu inhibe ettigi
gosterilmistir (97). Bir baska c¢alismada ise metforminin antikanser etkinliginin
MAPK, AKT, mTOR inhibisyonu yoluyla ve erbB2 overekspresyonundaki artis ile

oldugu ileri siirtilmektedir (83).

Sonu¢ olarak metformin molekiilii sayilan bircok mekanizma ile kanser
olusumunu ve kanserli dokunun proliferasyonunu azaltmaktadwr. Biz de
calismamizda metforminin anti-kanser etkinliginde, anjiogenez inhibisyonunda rolii
olup olmadigmi gostermek amaciyla tercih ettigimiz KAM modeli verilerine gore
10° M konsantrasyonunda metforminin zayif anti-anjiogenik etkinlik gosterdigini
tespit ettik. Buna karsiik 10° M ve 107 M konsantrasyonlarinda anti-anjiogenik
etkinlik skorunun sifir oldugunu gosterdik. Daha onceki bircok calismada anti-
anjiogenik etkinligi gosterilmis olan pioglitazon molekiilii ile de karsilastirildiginda
metfominin pioglitazona gore yliksek konsantrasyonlarda ¢ok zayif anti-anjiogenik
etkinlik gosterdigini tespit ettik. Sonug¢ olarak metforminin anti-kanser etkinliginde,

anjiogenez inhibisyonu lizerine olan etkisinin etkili olmadig1 kanaatine vardik.

Kanser tedavisinde geleneksel kemoterapi ve radyoterapi protokollerinin yani
stira yenilikei terapotik modalitelerin de kullanimi s6zkonusudur. Bu amagla yapilan

pek c¢ok calismada IGF-1 reseptor sistemi de arastirilmis ve bir¢ok antikanser

60



stratejisi de bu yolaklar {izerinden dizayn edilmistir. Bu amacla IGF-1 R monoklonal
antikorlari, tirozin kinaz inhibitorleri gelistirilmistir. Ayrica kanser tedavisinde
PPAR-y agonistlerinin de yenilik¢i tedavi yaklasimlar: icerisinde kullanilabilecegi

belirtilmektedir (98).

Thiazolidinedionlar, PPAR-y reseptoriinii aktive edici 0Ozellige sahip
molekiilerdir. Dokularda insulin duyarliligi iizerine etki ederek kan sekeri
regiilasyonunda gorev alirlar. TZD’ler de diger PPAR-y agonistleri gibi bir¢ok
malignitede tiimoriin biiylimesini engelleyici apopitozisi artirict etkilere sahiplerdir.
Ayrica liposarkom, meme kanseri, kolon ve prostat kanserinde kismi

rediferansiasyona neden olduklar1 da gosterilmistir (99-100).

PPAR-y reseptorii, pankreas beta hiicrelerinde, adipoz dokuda, vaskiiler
endotelde ve ayrica makrofajlarda bulunmaktadir. PPAR- v 1 ve 2 6zellikle adipoz
dokuda ve kolonda bulunurken az miktarda da ince barsak, karaciger ve bobrekte de
bulunmaktadir. PPAR-y 4 ve 5 sadece makrofajlarda bulunmaktadir. PPAR-y 6 ve 7
ise adipoz dokuda bulunmaktadir. TZD’ler gibi bir¢ok molekiilde PPAR-y ligandi
iizerinden etki gostermektedir (101). Giinlimiizde yapilan pek ¢ok ¢alismada
TZD’lerin anti-hiperglisemik etkinlikleri yani1 sira PPAR-y aktivitesi iizerinden
antitimoral etkinliklerinin de oldugu gosterilmistir. Bu nedenle TZD’lerin
kemoterapotik ajanlar ile kombine kullanimlarinin malignitelerin tedavisinde imit

vaat edici olabilecegi belirtilmektedir (98).

PPAR-y  molekiillerinin  antitiiméral  etkinlikleri  tam  olarak
aydmlatilamamistir. Bir kisim ¢alismada antitiimoral etkinliklerinin apopitozisi
indiikleyerek gerceklestigi belirtilmistir (102). Ornegin tiroglitazon ile yapilan bir
calismada; akciger kanser hiicrelerinde PPAR-y ve ERK1/2 iizerinden apopitozisin
indiiklendigi gosterilmistir. Tiroglitazon, antiapopitotik protein olan Bcl-1 ve 2’yi

azaltarak PPAR- y ve ERK1/2’nin niikleer birikimine neden olur (103).

Bir diger TZD olan roziglitazon ile yapilan bir calismada; roziglitazonun
anaplastik tiroid kanseri hiicrelerinde apopitozisi indiikledigi de gosterilmistir. Bu

etkisini ise BcL-XL ekspresyonunu azaltarak ve caspase-3 ve 7’yi aktive ederek
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yaptig1 belirtilmektedir. Yine ayni caligmada roziglitazonun p21 ve P27 diizeylerini

artrrarak timor biiylimesini inhibe ettigi de gosterilmistir (104).

PPAR-y aktivasyonu kanser hiicre proliferasyonunu bloke ederek de tiimor
gelisimini  Onlemektedir. Bilinen mekanizma, hiicre siklusunu durdurmasidir.
Siklinler cyclin-dependent kinases (CDKs)’1 aktive eden potansiyel onkogenlerdir.
Siklin D1 kanser hiicrelerinin amplifikasyonu ve overekspresyonuna neden olur.
TZD’ler hiicre siklusunu G0/G1°de bloke eder. TZD tedavisi ile yalnizca Siklin D1
diizeyi azalmaz. Ayni zamanda hiicrenin niikleer faktorleri olan pRb ve CdK4’{in de

proliferasyonu azalir. CDK inhibitorlerini ( p21 ve p27 ) de artirirlar (98).

PPAR- vy aktivasyonunun tiimor siipressor oOzelligini gosteren bir diger
mekanizma ise; hiicresel diferansiyasyonun artirilmasidir. Meme kanser kiiltiirlerinde
PPAR- v ligandlarimin yaygmn lipid birikimine ve epitelyal gen ekspresyonuna neden

olarak malign durumu azalttiklar1 gosterilmistir (105).

Antitiimoral etkinligi arastiran bir baska calismada ise PPAR-y agonistlerinin
timoér dokusunda anjiogenezisi inhibe ettikleri ve tiimoriin mikrogevresel
infiltrasyonunu azalttiklar1 tespit edilmistir. Primer tiimor ve metastazlar anjiogenez
bagimli olduklarindan tiimér endoteli TZD’ler icin potansiyel hedef olarak
gosterilmistir. PPAR-y lizerinden antiproliferatif etkinlik gosterirler. Ayrica TZD’ler
bu yol ile koroidal neovaskiilarizasyonu da inhibe ederler. PPAR-y agonistleri direk
ve indirek mekanizmalar ile timor anjiogenezisi inhibe edebilir. Anti-anjiogenik
etkinlikleri ile ilgili bir diger mekanizma da makrofaj aktivasyonu ile invazyonun

onlenmesidir (106).

PPAR-y ligandinin antianjiogenik etkinligini arastirmak tiizere yapilan bir
calismada ise; hem in-vivo hem de in vitro yontemler kullanilarak anjiogenezi etkili
sekilde inhibe ettigi tespit edilmistir. /n vifo olarak “human wumbilical vein
endothelial cells|| (HUVEC) diferansiasyonunun PPAR-y aktivasyonu ile
diferansiyasnonunun inhibe edildigi gosterilmistir. /n vivo yapilan ¢aligmalarda ise
PPAR-y aktivasyonu ile VGEF inhibisyonu ile anjiogenezin inhibe edildigi

gosterilmistir.  Sonu¢ olarak 1se PPAR-y agonistlerinin kanser ve diger
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vaskiiloproliferatif bozukluklarda anti-anjiogenik etkinliklerinden faydalanilarak

kullanilabilecekleri belirtilmistir (107).

Biz de ¢alismamizda bu bilgiler 15181Inda PPAR-y agonisti olan ve pek ¢ok
calismada anjiogenezi inhibe ettigi gosterilen pioglitazon molekiiliiniin anti-

anjiogenik etkinligini KAM modeli ile gdstermeyi amagladik.

KAM modeli kullanilarak literatiirde roziglitazon, pioglitazon molekiillerinin
anjiogenez inhibisyonu yaptiklar1 gosterilmistir (108). Bu ¢alismada; PPAR-y
agonisti olan pioglitazon ve roziglitazon molekiillerinin endotel hiicre migrasyonu
iizerine etkisi ve VEGF ile b-FGF molekiil indiiksiyonu ile anjiogenez lizerine
etkileri arastirilmistir. Bu amagla KAM modeli kullanilarak anjiogenez iizerine olan
etkileri tespit edilmeye caligilmistir. KAM deneyinin sonucunda, pioglitazon ve
roziglitazon molekiillerinin VEGF ve b-FGF’nin pro-anjiogenik etkilerini anlamli bir
sekilde inhibe ettikleri gosterilmistir. iki molekiil karsilastirildiginda anti-anjiogenik

etkilerinin benzer oldugu tespit edilmistir.

Panigrahy ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada ise; PPAR-y agonisti olan
roziglitazon molekiiliiniin yapilan tiimdr biiyiimesi ve metastazi iizerine inhibitor
etkisinin olup olmadig1 arastirilmistir (106). Bu c¢alisma da in vitro ve in vivo
yontemler kullanilarak Roziglitazon molekiiliinin indirek ve direk etkiler ile
anjiogenezi inhibe ettigi ve primer timdr biiylimesini ve metastaz1 azalttigi
gosterilmistir. Tiimor hiicrelerinde VEGF diizeyini azaltarak anjiogenezi azalttigi
fakat in vitro olarak diisiik dozlarda tiimor hiicre proliferasyonuna etkisiz oldugu
gosterilmistir. Sonugta PPAR-y agonistlerinin kanser gibi anjiogenezin 6n planda
oldugu hastaliklarda anti-anjiogenik etkilerinden faydalanilarak kullanilabilecegine

karar verilmistir.

Biz de calismamizda pioglitazon molekiiliinin KAM modelini kullanarak
anjiogenez inhibisyonu yapici etkisini farkli doz konsantrasyonlar1 ile gostermek
istedik. insanda kullandigimiz etkin konsantrasyon olan 10°® M konsantrasyonu ile
bir iist ve bir alt konsantrasyon olan 10° M ve 107 M konsantrasyonlarda pioglitazon
molekiiliinii KAM modeline uyguladik ve sonuglar1 kendi aralarinda ve metformin

molekiilii ile karsilastirmak istedik. Pioglitazon molekiiliiniin 6zellikle yiiksek doz
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konsantrasyonlarinda anlamli olarak anjiogenezi inhibe ettigini tespit ettik. Fakat
Panighary ve arkadaslarinin roziglitazon ile yaptiklar1 calismada ilging olarak yiiksek
doz rosiglitazon molekiiliiniin (400mg/kg/giin) diisiik dozdan (50mg/kg/giin) daha az
anjiogenik etkinlik gosterdigi gosterilmistir (106). Fakat bu bifazik etkinin
alisilmamis oldugu, ¢iinkii diger anti-anjiogenik molekiillerinin 6zellikle anjiogenezi
yiiksek doz konsantrasyonlarinda inhibe ettikleri vurgulanmistir (IFN-a gibi). Bu
bifazik yanit yiiksek dozlarda goriilebilen negatif feed-back etkiye baglanmistir.

Daha onceki c¢aligmalarda anti-anjiogenik etkinligi gosterilen pioglitazon
molekiilii ile metformin molekiiliinii calismamizda karsilastirdik. Metformine gore

pioglitazon molekiiliiniin anjiogenezi daha gii¢lii inhibe ettigini tespit ettik.

Tim bu yapilan caligmalar ve bizim ¢alismamiz dogrultusunda pioglitazon
molekiiliiniin  antianjiogenik  etkinligi ile kanser tedavisinde ve diger
vaskiiloproliferatif hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi kanisina vardik. Ciinkii
diyabetin vaskiiler komplikasyonlarinin olusumunda temel mekanizma endotelyal
disfonksiyon ve anormal anjiogenezistir. Ozellikle de diyabetik proliferatif retinopati
gelisiminde artmis anjiogenezis suglanmaktadir. Boylece TZD’lerin kullanimi ile
diyabette artan kanser insidansmi ve vaskiiler komplikasyonlar1 hem kan sekeri
regililasyonu hem de antianjiogenik etkinlikleri sayesinde azaltabilecegimiz sonucuna

vardik.

Metforminin de giiclii anti-anjiogenik etkisi olmasa da gozden gecirilen
literatiirler dogrultusunda farkli pek cok mekanizma yoluyla ayni amagclar ile

kullanilabilecegi kanisina vardik.

5.2 Metformin ve Pioglitazon Molekiillerinin XTT Yoéntemi {le

Sitotoksisitesinin Gosterilmesi

Toksisitesi bilinmeyen bir ajanin insanlarda kullanimi etik agidan miimkiin
degildir. Bu nedenle, insanlarda kullanilmasi diisiiniilen materyallerin toksisitesinin
in vivo kosullarda degerlendirilmesi amaciyla hayvan deneyleri yapilmaktadir. Ancak
hayvanlar ve insanlardaki fizyolojik reaksiyonlar birbirinden farkli olabilmektedir.

Deneyler sirasinda hayvanlara bagli yapisal faktorler deney sonuglarini ve caligmanin
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giivenilirligini etkileyebilmekte, ortaya ¢ikabilecek biyolojik etkilesimler sonucunda
anlamli sonuglar elde edilmesi engellenebilmektedir. Bunlarin yani sira, hayvan
deneyleri pahali ve zaman alict olup, hayvanlarin beslenme ve bakimiyla ilgili
sorunlarla karsilasilabilmekte, bilimsel arastirmalarda hayvan deneklerin kullanima,
hayvan haklar1 agisindan sorgulanarak sinirlandirilmaktadir (109). Bu nedenle in vivo
sartlarda uygulanmasi planlanan materyallerin viicut dokular1 iizerindeki toksik
etkilerini degerlendirmek ve olusturabilecekleri biyolojik reaksiyonlar1 taklit ve

tahmin edebilmek i¢in in vitro biyouyumluluk testleri gelistirilmistir (110).

In vitro kosullarda yiiriitiilen test yontemleri, kontrol edilebilen kosullarda
yiiriitiilen ve hiicresel toksisitenin mekanizmasini agiklayan, uygulanmasi kolay
arastirmalardir. Bu testlerde hiicresel olaylar, karmasik hiicreler arasi iligskilerden

bagimsiz olarak degerlendirilmektedirler (111).

Son yillarda yapilan arastrmalarda sitotoksisitenin belirlenmesinde,
genellikle, hiicre kiiltiirii test yontemlerinin kullanildigi goriilmektedir (112-114).
Hiicre kiiltiirii test yontemleri; bireysel faktorlerden etkilenmemeleri, materyaller
arasinda parametrik karsilastirmalara olanak tanimalari, tekrarlanabilme o6zellikleri
ve calisma kosullarinin standardize edilebilmesi nedeniyle tercih edilmektedirler
(115-117). Bu nedenle, sunulan c¢alismada da metformin ve pioglitazon
molekiillerinin sitotoksisiteleri, hiicre kiiltiirii yontemi ile in vitro kosullarda

degerlendirilmistir.

Materyallerin sitotoksisitesini belirlemeye yonelik, giivenilir bir diger yontem
olan agar diflizyon testinde toksik elemanlarin yayildigi bolgelerin smirlart belirgin
olmadigindan, canli hiicre sayim1 yorucu ve zaman alic1 olup, yanilg: pay1 yiiksektir
(118). Buna karsim, hiicre canliligmni belirlemeye yonelik XTT kolorimetrik testinde
aynt anda ve c¢ok sayida Ornek, kisa siirede ve glvenilir sekilde
degerlendirildiginden, calismamizda agar diflizyon testi yerine XTT testi tercih
edilmistir.

Hiicre kiiltiirii ¢calismalarinda, hangi hiicre tipinin secilmesi gerektigiyle ilgili
kesin bir cevap bulunmamaktadir. Diploid hiicrelerin kullanilmasi, laboratuarlararasi

karsilagtirmalarin  yapilmasinda giicliikler c¢ikartmaktadir. Bu karsilastirmalarin
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yapilmasi, biitlin diinyada kullanilabilecek devamli hiicre hatlarinin kullanilmasi ile
daha kolay hale gelmektedir. Devamli hiicre hatlar1 aneuploid kromozoma
sahiptirler, hizli tremektedirler ve dogru pasajlandiklarinda ¢ok uzun siireyle
yasatilmalar1 miimkiindiir (121). Elde edilmeleri de primer hiicre kiiltiirline oranla
daha kolaydiwr. Cok uzun bir donem boyunca fenotipik Ozelliklerinde kayip soz
konusu degildir. Devamli hiicre hatlar1 ile primer hiicre kiiltiirlerinden daha hizl
sonu¢ elde edilmektedir (122). Bu nedenlerden dolayr bu tez calismasinda da

devamli hiicre hatlar1 kullanilmastir.

ISO 109935 “Sitotoksisite Testleri-/n Vitro Yontemler” standardina gore; in
vitro caligmalarda sitotoksisitesi arastirilan materyallerin sitotoksik etkilerinin
arastirilmasinda, standart olarak 1929 ya da Balbc3T3 fibroblast kiiltlirlerinin

kullanilmas1 onerilmektedir (119).

Schedle ve arkadaslari, metal alagimlarinin toksik etkilerini karsilagtirmak
amaciyla, materyalleri 7 giin siire ile L929 hiicreleri, diseti fibroblast hiicreleri ve
mast hiicreleri ile inkiibe ederek, direkt temas yontemi ile hiicre proliferasyonundaki
degisiklikleri degerlendirmislerdir. Arastirmacilar calisma sonucunda, in vitro
sitotoksisite testlerinde L929 fibroblastlarmin, primer diseti fibroblast ve mast hiicre
kiiltlirlerine oranla, iireme yeteneklerinin gelismis olmasi nedeniyle kullanimlarmin

daha uygun olacagini belirtmislerdir (120).

Thonemann ve arkadaglari, primer sigir dental papilla hiicreleri (CPC),
SV40T antijeniyle transforme edilen CPC hiicreleri (tCPC B), E6/E7 onkojeni ile
transforme edilen CPC hiicreleri (tCPC E) ve L929 fare fibroblast hiicrelerini 24 saat
siireyle dental resin bilesikleri ile temasta birakarak, MTT analizi ile sitotoksisite
degerlendirmesi yaptiklar1 ¢alismalarinda; bu hiicrelerden hangisi ile daha hassas
sonucglar elde edilebileceginin tespitini amaclamislardir. Calisma sonucunda
kullanilan hiicrelerin en iyi sonuglarmin L929 fare fibroblastlar1 ile elde edildigini

belirtmislerdir (121).

Bu c¢alismada da, yukarida belirtilen ¢alisma sonuglarmin 1s1ginda ve 1SO
10993—5 numarali standarda uygun olmasi amaciyla, metformin ve pioglitazon

sitotoksisiteleri L929 fare fibroblast hiicreleri kullanilarak degerlendirilmistir.
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Hiicrelerin enzimatik ve metabolik aktivitesini degerlendirerek yapilan in
vitro sitotoksisite deneylerinde en sik kullanilan test yontemi 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-
yl)-2,5-difenil tetrazolyumbromid (MTT) kullanimdir (123-126). Ilk olarak Mosman
T. tarafindan bildirilen bu test yonteminde (127); bir tetrazolium tuzu olan MTT yi
mavi ¢oziinemez formazan bilesiklerine indirgeyen mitokondriyal dehidrogenaz
enzimlerinin aktivitesi dl¢lilerek hiicre canliligi diger yontemlere oranla daha hassas
bir sekilde belirlenmektedir. Sitotoksik etkilere bagli olarak o6li hiicrelerde
dehidrogenazlar aktif olmadigindan formazan bilesikleri de olusmamaktadir
(127,128). Canl1 (metabolik olarak aktif) hiicrelerdeki mitokondriyal dehidrogenazlar
sar1 renkteki MTT tetrazolyum tuzunu mavi renkteki MTT formazana indirgerler ve
mavi MTT formazan hiicre igerisinde tutulur. Olusan formazan miktar1 soliisyonunun
coziindiikten sonra elde edilen optik yayginligimin ve yogunlugunun kolorimetrik

olarak 6l¢iimii ile degerlendirilmektedir (129).

Hiicrelerin enzimatik ve metabolik aktivitesinin degerlendirilmesinde
kullanilan MTT’nin yaniswra diger bir tetrazolium tuzu olan sodyum 3'-[1-
[(fenilamino)-karbonil]-3, 4-tetrazolyum]-bis (4-methoksi-6-nitro) benzen-sulfonik
asithidrat (XTT) (128,130) kullanimi ilk olarak 1988 yilinda Scudierove ark. (131)
tarafindan  bildirilmektedir. XTT’nin metabolik olarak aktif hiicrelerdeki
mitokondriyal dehidrogenazlar tarafindan indirgenmesi sonucunda suda ¢Oziinen
yogun renkli formazan olusur. XTT kullanilarak gergeklestirilen in vitro sitotoksisite
deneyleri de MTT yontemi gibi kolorimetrik olarak degerlendirilmektedir. Ilave
olarak, XTT yonteminin MTT ydntemine gore deney siiresini kisaltmasi, uygulama

kolaylig1 ve hassasiyet gibi 6nemli avantajlar sagladigi belirtilmektedir (128,130).

Memeli hiicresinden hazirlanan sistemlerde hiicresel parametrelerin
degerlendirilmesine yonelik bircok test sistemi bulunmaktadir. Tetrazolium
tuzlarmin mitokondriyal enzimler tarafindan mavi formazon bilesigine indirgenmesi
prensibine dayanan kolorimetrik yOntemler arasinda bulunan ve hiicre
proliferasyonunun kantitatif 6l¢iimii i¢in ¢alismamizda kullanilan XTT kolorimetrik
yontemi veya benzer yapili tetrazolyum tuzlarmin kullanmildigr diger kolorimetrik
yontemler son yillarda popiilerlik kazanmistir (128,130). Biz de ¢alismamaizda

giincel bir yontem olan XTT yontemini kullanmay tercih ettik.
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Literatiirde metformin ve pioglitazon molekiillerinin XTT yOntemi ile
sitotoksisitesinin ~ degerlendirildigi  bir c¢alismaya rastlanilmamistir. Bizim
bulgularimiz bu iki ila¢ ve diyabette kullanilan diger anti-diyabetik ilaglar ile

yapilacak olan yeni caligmalara 151k tutacaktir.

Calismamizin sonuglarina gére; metformin ve pioglitazon molekiillerinin 107
10°, 10" M konsantrasyonlarinda XTT yontemi ile sitotoksisite degerleri anlamli
bulunmamistir.  Ayn1  sekilde metformin ve pioglitazon  molekiilleri

karsilastirildiginda gruplar arasinda da farklilik saptanmamustur.

Sonug olarak, diyabet siklig1 giderek artan ve pek ¢ok komplikasyon ile
seyreden kronik bir hastaliktir. Makrovaskiiler ve mikrovaskiiler komplikasyonlarin
yan1 sira kanser sikligi da diyabette giderek artmaktadir. Diyabetin birgok
komplikasyonunda anjiogenez su¢lanmaktadir. Diyabetin tedavisinde kan sekerinin
diizenlenmesi degil komplikasyonlar1 6nleyici tedaviler de 6ne ¢ikmaktadir. Son
zamanlarda kanserin tedavisinde kemoterapotik ilaglar yani sira anjiogenezi inhibe
eden ilaglarin da kullanailabilecegi konusunda goriisler one siiriilmektedir. Diyabetin
tedavisinde yillardir kullanilan iki 6nemli ilag olan metformin ve pioglitazonun
literatiirde kanser metastazi ve sikli§ini azalttigina dair pek ¢ok calisma mevcuttur.
PPAR-y agonistlerinin 6zellikle anjiogenezi inhibe ederek, proliferatif retinopati ve
kanser metastaz1 ile tiimor biiyiimesinin Onlenmesinde faydali oldugu da
gosterilmistir. Metforminin ise anti-anjiogenik etkinligi pioglitazona gore zayif

olarak tespit edilmistir.

Anjiogenez yalnizca diyabette retinopati ve kanser metastazinda degil, pek
cok hastalikta rol oynamaktadir. Anjiogenezin ve inhibisyonunun in vitro ve in vivo
olarak gosterilmesini saglayan birgcok yontem bulunmaktadir. Ancak KAM modeli
pek cok yonteme gore daha ucuz, giivenilir ve uygulanabilirligi kolay bir yontemdir.
Memeli hayvan modeline bir alternatiftir. Birgok molekiiliin degerlendirilmesine
imkan saglar. Biz de c¢alismamizda olduk¢a deneyimli oldugumuz bu ydntemi

kullanmayz tercih ettik.

Metformin ve pioglitazon molekiilleri yillardir giivenle kullanilan ilaglardir.

Literatiirde yeni ama giivenilir bir yontem olan XTT yontemi ile bu molekiillerin in
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vitro olarak sitotoksik etkilerini gostermeyi amagladik. Calismamizin sonunda
sitotoksisitelerine rastlamadik. Uzun yillar daha bu iki molekiiliin faydah

etkilerinden yararlanabilecegimiz kanisindayiz.
Biz bu calisma ile pioglitazon molekiiliiniin giliclii anti-anjiogenik etkinlige
sahip oldugunu tespit ettik. Fakat metforminin bu etkisinin zayif oldugunu bulduk.

Calismamizin sonuclarinin ilerde yapilacak olan c¢alismalara 151k tutacagini

disiinmekteyiz.
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6.SONUCLAR ve ONERILER

Pioglitazon molekiili metformine gore giiclii anti-anjiogenik etkinlige

sahiptir.
Metforminin anti-anjiogenik etkinligi zayiftir.

Diyabetin anjiogeneze baglh gelisebilecek komplikasyonlarinin dnlenmesinde

pioglitazon molekiilii 1yi bir secenektir.

XTT yontemi ile metformin ve pioglitazon molekiillerinin sitotoksik

etkilerine rastlanilmamastir.

Calismamizin ~ sonuglarinin  ve  kullanilan  yontemlerin  ilerde
anjiogenez ve sitotoksisite ile ilgili yapilacak olan ¢alismalara 151k tutacagini

disiinmekteyiz.
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