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OZET

YUKSEK LiSANS TEZIi

KANSER HUCRE HATLARINDA SiSPLATIN VE METFORMIN’IN
MEKANISTIK ETKISININ ARASTIRILMASI

ELIiF DEMIRKAN

Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Fen Bilimleri Enstittsl

Molekuler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dah

Danisman: Dog. Dr. Serap Yalcin Azarkan

Giiniimiizde en yaygim hastaliklardan olan kanser bir¢ok calisma konusu olmustur. Oliim
orani ylksek olmasindan dolayr siklikla bu konu iizerinde calisilmis ve ¢esitli tedavi
yontemleri arastirilmistir. Kanser hastaligi tek bir yontemle tedavi edilemedigi gibi, tek tip
ilagla da tedavi edilen bir hastalik degildir. Bundan dolay1 ¢esitli ilaglar iizerinde birgok

arastirmalar yapilmistir.

Bu ¢alisma, son yillarin 6nemli kesiflerinden olan Metformin ve kanser tedavisinde
kullanilmakta olan Sisplatin ilaglarinin kanser hiicre hatti {izerinde etkilerini arastirmak
amaciyla yapilmistir. Toksisite analizi sonucunda Metformin LDso degeri: 43 mM,
Sisplatin LDso degeri: 23 uM olarak belirlenmistir. Bu degerler lizerinden Metformin ve
Sisplatin ilaclarmin katlar1 tek tek ve kombine halinde HeLa hiicre hatt1 {lizerinde
calisilmigtir. HelLa hiicre hatlart 3D ve 2D hiicre modelleri seklinde yetistirilerek
kullanilmistir. 3D hlcre modelleri, in vivo ¢alismalara alternatif olma 6zelliginden dolay1
tercih edilmistir. Bu ¢alismada 2D hiicre hatlarina uygulanan ilag dozlar1 3D model yapida
etkisini gostermemektedir. Sistemik yapiya benzer sekilde kanser hiicrelerinin 6limi igin
daha yuksek dozlara gereksinim oldugu kanisina varilmistir. 2D ve 3D model yapilari
tizerinde yapilan ¢aligmalar 15131nda Metforminin serviks kanseri iizerinde etkili oldugu ve

potansiyel bir ila¢ olabilecegi goriilmiistiir. Metforminin, Sisplatin ile kombine halinde



verilmesinde Metforminin etkisinin daha baskin olmasi da bu ilacin kuvvetliligini

gostermektedir.

EYLUL 2021, 49 Sayfa

Anahtar Kelimeler: Metformin, Sisplatin, Serviks Kanseri, 2D-3D Hicre Kulturu, HeLa
Hiicre Hatti

Xi



ABSTRACT

M.Sc. THESIS

INVESTIGATION OF THE MECHANISTIC EFFECTS OF

CISPLATIN AND METFORMIN IN CANCER CELL LINES.
ELIiF DEMIRKAN

KirsehirAhi Evran University
Graduate School of Sciences and Engineering

Moleculer Biology and Genetics Department

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Serap Yal¢cinAzarkan

Cancer, which is one of the most common diseases today, has been the subject of many
studies. Due to its high mortality rate, this subject has been studied frequently and various
treatment methods have been investigated. Cancer neither can be treated with a single
method nor can it be treated with a single drug. Therefore, many studies have been carried

out on various drugs.

This study aims to investigate the effects of Metformin, one of the important discoveries of
recent years, and Cisplatin drugs, which are used in cancer treatment, on the cancer cell
line. According to the results of the toxicity analysis, Metformin LD50 value: 43 mM,
Cisplatin LD50 value: 23 uM. Over these values, the multiples of Metformin and Cisplatin
drugs were studied individually and in combination on the HeLa cell line. HeLa cell lines
have been used by raising as 3D and 2D cell models. 3D cell models have been preferred
because they are an alternative to in vivo studies. In this study, the drug doses applied to
2D cell lines do not show their effect in the 3D model structure. Similar to the systemic
structure, it has been concluded that higher doses are needed for the death of cancer cells.
In the light of studies on 2D and 3D model structures, it has been observed that Metformin
is effective on cervical cancer and may be a potential drug. The fact that the effect of
metformin is more dominant when given in combination with cisplatin also shows the

efficacy of this drug.
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1. GIRIS

Gilinlimiizde en yaygin hastaliklardan biri olan kanser hastaligi bir¢ok ¢aligmaya konu
olmustur. Oliim oraninin yiiksek olmasindan dolay1 siklikla bu konu iizerinde galisilmis ve
cesitli tedavi yontemleri arastirillmistir. Yapilan arastirmalarda, tedavi yontemi olarak
kullanilan ¢esitli bitki ekstraklar1 ve yeni sentezlenen ilaclar in vitro ve in vivo seklinde
aragtirtlmistir. Bu tez galismasinda kanser tedavisinde énemli bir yere sahip olan Sisplatin
ve son yillarin 6nemli kesiflerinden olan Metforminin kanser hiicre hatti iizerindeki

mekanistik etkisi ¢alisilmistir (EI-Mir, M.D. ve dig., 2000).

1.1. Amag

Kanser, hem diinyada hem de tlilkemizde kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci 6lim
sebebi olmasindan dolay1r 6nemli bir saglik problemidir. Bunun yaninda tedavinin neden
oldugu yan etkilerin sosyal, maddi ve manevi yonleri ile miicadelesi zor bir hastaliktir.
Kanser tiirlerinden biri olan serviks kanseri, kadinlarda meme kanserinden sonra en sik
rastlanan kanser turtduir. Jinekolojik kanser tiirleri kadin sagligi tizerinde birgok olumsuz
etkiler birakmaktadir. Diger kanserlerde oldugu gibi ¢esitli psikolojik olumsuzluklarin
yaninda lireme ve cinsel yasam iizerinde de etkileri fazla oldugundan ¢ok daha yipratici

olabilmektedir (Kanbur,A., ve Capik, C., 2011).

Hastalarin ¢ok az bir kismi sadece cerrahi yontemle kanseri yenmektedir. Kanser
hastalarmin %25’inden fazlas1 kemoterapi ile ilag¢ tedavisi gérmektedir. Kemoterapi alan
hastalarda ise iyilesme orani oldukga yiiksektir. Ancak iyilesme oranlarina ragmen 6liim
oran1 da yiiksek bir hastaliktir (Cetin,A., 2013). Bu yiizden kanser hastaliginin tedavi

yontemlerinde yeni yollar aranmaktadir.

Bu c¢aligma serviks kanserinde yeni tedavi yontemleri gelistirmeyi amaglayarak, normal
sartlarda kanser hastalarinda kullanilmayan Metformin ilacinin etkisini ortaya koymay1
hedeflemistir. Ayn1 zamanda kanser hastaliklarinda kullanilan Sisplatin ilacin1 da
Metformin ile kombine seklinde uygulayarak farkli ilaglarin birlikte etkisini gostermeyi
hedeflemistir. Bu calisma, iki ilacin da farkli dozlarda hiicrelere verilerek en etkili ilag
dozunu bulmay1 hedeflemektedir. Ayrica iki ilacin kombine seklinde kanser hiicrelerinde

denenmesi de farkli tedavi yollarinin aragtirilmasinda 6nem tagimaktadir.

1



Yapilan bu proje, Sisplatinin ve Metforminin serviks kanseri hucreleri tizerindeki etkisinin
mekanistik diizeyde daha iyi anlagilmasina ve diger 6nemli kanserlerin tedavisi i¢inde yeni
alternatif tedavi yollarinin kesfedilmesine Onciiliik edecektir. Ayrica Metformin gibi
normal sartlarda baska hastalik tedavilerinde kullanilan ilaglarin da kanser tedavisinde

kullanilabilecegini gosterecektir.

1.2. Kanser Nedir?

Kelime anlami, bir doku veya organdaki hiicrelerin dengesiz ¢ogalmasi ile ortaya ¢ikan bir
hastalik olan kanser, diinyada en 6liimciil hastalik olmasindan dolay1 toplum agisindan
onemlidir. Kanser olusumunda genetik faktorler etkili oldugu gibi ¢evresel faktorler ve
rastgele mutasyonlar da etkilidir. Her organda goriilebilen bu hastalik tek organi da
etkileyebilir metastaz ile diger organlara da yayilabilir (Ozenoglu,S. ve dig.,2013). Ancak
tan1 koyulurken ilk ¢ikis yeri olan organ g6z 6niinde bulundurularak isimlendirilir. Baslica

kanser gesitleri;

e Meme kanseri

e Cilt kanseri

e Rahim agzi kanseri
e Karaciger kanseri

e Kolon kanseri

e Akciger kanseri

e Mide kanseri

e Prostat kanseri

e Bobrek kanseri

e Mesane kanseri

e Pankreas kanseri... gibi kanser tiirleri sik¢a karsimiza ¢ikmaktadir.

Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) 2018 verilerine gore Diinya’da ve Tiirkiye’de hangi
hastaliklarin hangi cinsiyette ¢ok goriildiigii asagidaki tabloda gosterilmistir (Birlesmis
Milletler Diinya Saglik Orgiitii,2018).



Tablo 1.1: En sik goriilen 5 kanser tiirii 2018 WHO degerleri

En sik goriilen 5 kanser tiirti 2018 WHO degerleri

Diinya Tirkiye
Kadm @ Erkek & Kadm @ Erkek &
Meme Akciger Meme Akciger
Kolon Prostat Tiroid Prostat
Akciger Kolon Kolon Kolon
Rahim agzi Mide Rahim agzi Mesane
Tiroid Karaciger Akciger Mide

Kanser bir veya birden fazla genin mutasyona ugramasi sonucunda olusur ve o genin
isleyisini degistirir. Mutasyona ugrayan gende olusan bazi etkiler; o genin susturulmasi
veya olmas1 gerekenden fazla aktif davranmasi olabilir. Ayrica bazi enzimleri etkileyen
faktorler de o reaksiyonun yavaslamasina ya da ¢ok hizlanmasina neden olabilir. Bazi
mutasyonlar ise gen isleyisini, hiicre dongiilerini ve ¢esitli metabolik olaylar1 etkileyerek

kanser olusumunu gergeklestirir (Ozenoglu,S. ve dig.,2013).

Mutasyona neden olan etkiler ise; X 1sinlari, ultraviyole isinlar, gama isinlar1 gibi
radyoaktif etmenlerdir. Bunun yaninda ¢esitli kimyasal maddeler, biyolojik etmenler ve
fiziksel unsurlar da kanserojen etkilere sahiptirler. Kalitsal 6zelliklere sahip kisilerde de
kansere yakalanma riski yuksektir. Otozomlarda degil de gonozomlarda meydana gelen
mutasyonlar nesillere aktarildig1 i¢in genetik faktor de kanserlesmede Onemli bir yer
tutmaktadir (Ozenoglu,S. ve dig.,2013).

1.3. Kanser Olusum Mekanizmasi

Kanserlesme proto-onkogenler ve tiimor baskilayict genlerde meydana gelen mutasyonlar
sonucunda ortaya ¢ikan bir hastaliktir. Proto-onkogenler hiicre biiylimesinde rol alirken
timor baskilayict genler de biiylimeyi engelleyen bir rol Ustlenirler. Bu hicrelerde
meydana gelen mutasyon sonucunda proto-onkogenler; onkogen olarak islev yapar ve
genin cok fazla aktif olmasiyla biiyiimeyi hizlandirir. Bu sekilde kontrolsiiz ¢ogalan
hiicreler kanserlesmeyi saglar. Tiimor baskilayict genlerde ise durum; biiyiime inhibe

edilemediginden kontrolsiiz cogalma meydana gelerek kanserlesme baslar (Ata,F.K.,2020)

Hiicre siklusu ile onkogenesis arasindaki baglantiy1 gosteren bir¢cok caligma vardir. Hiicre
siklusunda kontrol noktalarinda meydana gelen mutasyonlar hiicrenin orantisiz
biliylimesine neden olur. Hiicre siklusu evreleri sdyledir: G1 evresi (hiicrenin biiylime

evresi, DNA sentezine hazirlik evresi) , S evresi (sentez evresi, DNA’nin 2 katina ¢ikmasi)



, G2 evresi (mitoza hazirlik proteinlerinin sentezlenmesi) , M evresi (mitozun gerceklestigi
evre). Dokulardaki bolinmeyen hiicreler S evresinden Once olmasi gerektigi kadar
biylmedikleri zaman hicre doéngisini durdururlar. Bu evreye GO evresi denir
(Aslan,C.,2008).

cell division
{mitosis) .

cell prepares

to divide -
P J G1
-
‘ v
W
25

replication . S " cell decides
of DNA whether to
continue

Sekil 1.1: Hiicre Dongiisii (Aslan,C.,2008).

Hiicre dongiisii genel olarak R noktasinda (restriksiyon noktasi) kontrol kaybi yasar. Bu
nokta G1 evresinin sonlarina dogru DNA replikasyonunun kontroliinii saglayan noktadir.
Burada olusan bir hata hiicrede anormal DNA replikasyonunun olusmasina sebep olur.
Ayrica R noktast pRb yolagi ve c-Myc yolagi ile baglantilidir. pRb (Retinoblastoma
proteini) tiimor baskilayict proteininden isimlenen pRb yolagmin iglev kaybi
kanserlesmeye neden olur. Aktif durumda olan pRb yolagi hiicre boliinmesini inhibe
ederken fosforlandig1 zaman inaktif olur ve hiicre boliinmesindeki islevini yapamaz hale
gelir (Ozenoglu,S. ve dig.,2013). c-Myc yolag ise ismini c-Mycproto-onkogeninden alir.
C-Myc hiicresel biuyume ve hicresel metabolizma suregleriyle ilgili kontrollerde gorev
alan bir duzenleyici onkogendir. C-Myc diger genlerin ifade edilmesi i¢in ¢alisan bir
gendir ve burada meydana gelen mutasyon hcre aktivitesini artirir. Bu sekilde orantisiz

bolinme yaparak kansere neden olur (Miller, D.M. ve dig.,2012).



1.4. Kanser Tedavi Yontemleri

Kanser tedavisinde goz onunde tutulan en 6nemli unsurlar kanser tlr ve viicutta ne kadar
yayildigidir. Kanserin ne zaman teshis edildigi, ne kadar yayildigi, hangi organ kokenli

oldugu ve hastanin durumuna gore cesitli tedavi yontemleri uygulanmaktadir.

1.4.1. Cerrahi Tedavi

Genellikle kemoterapi ve radyoterapiyle birlikte kullanilan bu yontem tek basma da
kullanilmaktadir. Bu yontemdeki asil amag¢ kanserin yayilim gdstermeden tamamen
viicuttan alinmasidir. Bunun haricinde bazi tiimorlerin tamaminin ¢ikarilmast miimkiin
olmadig1 zamanlarda ise bir kisminin cerrahi yontemle ¢ikarilip sonrasinda kemoterapi

veya radyoterapi ile timdérun azaltilmasi yontemi kullanilmaktadir (Baykara, O., 2016).

Cerrahi tedavilerde lazer cerrahisi, mohs cerrahisi, laparoskopik cerrahi, robotik cerrahi,
dogal orifis cerrahisi gibi teknikler de sik¢a kullanilmaktadir (Baykara, O., 2016).

Serviks kanserinin cerrahi tedavisinde su yontemlere basvurulur;

o Radikal Histerektomi

e Lenf Nodu Diseksiyonu

¢ Radikal Trakelektomi

e Konizasyon

e Ekstrafasiyal (Tip I) Histerektomi

o Basit Histerektomi Sonras» Saptanan «nvaziv Serviks Kanserinde Cerrahi Tedavi
(Baser, E. ve dig.,2008)

1.4.2. Hormonal Tedavi

Hormonlar, viicutta kendiliginden iiretilen proteinlerdir. Viicudun bazi boliimleri biiytimek
icin hormonlara ihtiya¢ duyar. Bunun gibi bazi kanserlerin gelisimi ve biiylimesi de
hormonlara baglidir. Bu amagla viicutta bu hormonlarin etkisini azaltmak icin kullanilan

tedavi sekline hormon tedavisi denir.

Genellikle meme kanseri, prostat kanseri ve endometriyum kanseri tedavisinde kullanilan
bu yontem kemoterapi gibi olsa da viicudun dogal yollardan hormon Uretmesi yoniinden

farklilik gostermektedir. Hormon tedavisinde 3 yontem kullanilmaktadir.



e Hormon sentez inhibitorleri: Hormonun iiretilme asamasinda sentezin inhibe
olmasidir.

e Hormon reseptdr antagonistleri: Hormonun hiicre reseptoriine baglanarak
hormonun baglanmasini engelleyip biiyiimeyi durdurmasidir.

e Hormon takviyesi: Viicutta hormonlar birbirleriyle etkilesim halindedir. Bir
hormonun etkisinin artmasi diger hormonun etkisinde azalmaya gidebilir. Bu gibi
durumlarda disaridan hormon takviyesi verilerek bu etkilesime disaridan etki

edilmesi de bir tedavi seklidir (Baykara, O., 2016).
1.4.3. Radyoterapi

Radyoterapi 1sin kullanarak tiimorii yok etmeyi hedef alan bir kanser tedavi yontemidir.
Meme kanseri, prostat kanseri gibi bircok kanser tedavisinde kullanilan bu ydntemin en
biiylik dezavantaji, saglikli dokularda da etki gostererek hiicre bdliinmesini olumsuz

etkilemesidir.

Genellikle cerrahi yontem ve kemoterapi ile birlikte tercih edilen bu tedaviyi, Turkiye
Cumbhuriyeti Saglik Bakanligi verilerine gore kanser hastalarinin %52’ sinin aldigi
belirlenmistir (T.C. Saglik Bakanligi Hak Saghigi Genel Miidirligii Kanser Dairesi
Baskanl1§1,2021).

1.4.4.Kemoterapi

Kemoterapi, kanserin ilagla tedavi edilme seklidir. Kemoterapi yontemi genellikle cerrahi
yontemle birlikte kullanilan bir yontemdir. Ancak cerrahi miidahale yapilamadigi
zamanlarda tek basma da kullanilir. Amag kanser htcrelerini Oldlrerek, timorin

biiylimesini ve yayilmasini 6nlemektir (Hastalar Igin Kemoterapi Rehberi,2021).

Kemoterapi agiz yoluyla ve damar yoluyla verilebilen ilaglardir. Kemoterapi ilaglar1 kan
yoluyla orantisiz bliylime gdsteren kanser hiicrelerine ulasip onlar1 yok etme egilimindedir.
Ancak bu durumda saglikli hiicreler de etkilendigi i¢in ¢esitli yan etkiler gosterir (Hastalar
I¢in Kemoterapi Rehberi,2021).

1.4.5. Alternatif Tip

Alternatif tip, tibbin haricinde tedavi amacgh kullanilan tiim yontemlerdir. Kanser
hastalarinda da sik¢a kullanilan bu yontem iizerine 2014 yilinda Diizen ve arkadaslari

tarafindan yapilan ¢alismada bu yontemin faydali olup olmadigi karsilastirilmistir. Bu
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caligmaya gore hastalar hem kanserle miicadelede hem de yasam kalitesini arttirmada bu
yontemi kullaniyorlar. Yapilan ¢alisma kapsamindaki kanser hastalarinin %14,5’1 alternatif
tip yontemlerinden en az birini kullanmakta ve biiyiik ¢ogunlugu tedavi siiresindeyken bu
yontemlerden faydalanmaktadir. Ayrica fayda sagladim ve zarar gérmedim diyen hasta
sayisinin ¢oklugu da bu yontemleri hastalarin gdziinde 6nemli yerde tutmaktadir. Ilag ve
alternatif tipin birlikte uygulandig1 hastalarda psikolojik olarak da fayda saglandigi
belirlenmistir. (Diizen, K. O. ve Korkmaz, M., 2015).

1.4.6. Kok Huicre Tedavisi

Kendi kendine yenilenebilme 6zelligine sahip mitozla 6zellesmis hiicrelere doniisebilen
hicrelerdir. Bir¢ok hastalik tedavisinde kullanilan bu yontem kanser tiizerinde de

yayginlasmaya baslamistir. Insanda kullanilan 3 tip kok hiicre tedavi yontemi vardir.

e Allojenik transplantasyon: Vericinin bagka kisi oldugu yontemdir.
e Otolog transplantasyon: Kendi kok hiicrelerinin kullanildig1 yontemdir.
e Sinjeneik transplantasyon: Verici kisinin kendisinin olmadigi ancak ikizi veya

ticiizli oldugu zaman kullanilan yontemdir.

Verici kisinin baska kisi olmasi, o kisinin hiicrelerinde kanser olmadig i¢in avantajli bir
durumdur. Ancak bu durum hiicreler aras1 uyum konusunda dezavantajdir. En verimli

verici bulmak amaciyla MCA yontemiyle test edilir (Baykara, O., 2016).
1.4.7.immiinoterapi

Immiinoterapi tedavi sekli viicudun bagisiklik sisteminin tiim uyaranlara kars1 verilen

cevabin kullanilmasidir.
Kanser immiinoterapisinde kullanilan tedavi yontemleri sunlardir;

e Monoklonal antikorlar: Viicutta antikorlar B hiicreleri tarafindan tretilir. Ancak bu
uretilen antikorlar kansere karsi yeterli olmadiginda belli tipteki proteine karsi
laboratuvar ortaminda antikorlar iretilerek kansere karsi savasta kullanilir
(Baykara, O., 2016).

e Agsilar: Hastayr kendi kanser hiicreleri veya antijenleriyle asilama yontemidir

(Barbaros, B. ve Dikmen, M.,2015).



e Sitokinler: Bagisiklik sisteminin tirettigi kimyasallardir. Genel olarak kullanilan iki
¢esit nonspesifik bagisiklik terapi yontemi vardir. Bunlar; interlokinler ve
interferonlardir (Tiirk Radyasyon Onkolojisi Dernegi,2021).

e Adoptifimmiinoterapi: Genellikle T hiicreleri kullanilan bu yontemde immiinolojik
aktif hicrelerin hastaya verilerek tedavi etme bicimidir (Barbaros, B. ve Dikmen,
M.,2015).

1.4.8.Gen Terapi

Gen terapisi, hatali protein iiretimine neden olan bir veya birden fazla genin yerine normal
iiretim yapan geni yerlestirmeye denir. Kanser hiicrelerinde gen tedavisi kok hiicre gibi
kisiye 6zel bir tedavi seklidir. Burada amag¢ saglikli hiicrelere zarar vermeden tiimorii

oldiirmektir. Gen terapisi kanser tedavisinde iki sekilde kullanilir.

e Mutasyona ugramis genlerin diizeltilmesi: Bu yontemde genel olarak apoptozda
gorev alan genler mutasyona ugradiginda kullanilir.

e Anti-kanser ilag ile birlikte gen terapi: Bu yontem, oncelikle zararsiz olan bir ilag
hiicreye verilerek bu ilagla aktiflesen ve viicutta bulunmayan enzimi, kanser
hiicresine gondererek gergeklesir. Enzimle aktiflesen toksik ila¢ tlimorlerde 6liime
neden oldugundan bu yonteme intihar gen terapisi de denir (Rashnonejad, A. ve
dig., 2014).

1.5. Kanser Hicrelerinde Metastaz

Metastaz, kisaca viicutta meydana gelen kanserlesmenin ana kokeni olan organdan baska
organa sicramasidir. Kanser hiicresinin ana timoériunden kopan neoplastik hucreler, kan
dolasimina veya lenfatik sisteme girerek farkli organlara taginir. Ulastig1 organda uygun
penetrasyonu gergeklestirince orada da kontrolsiiz biiyiimeye devam eder. Ilk olarak
anjiyogenez denilen olay gercekleserek tiimor hiicresi yeni damar olusumunu uyarir.
Sonrasinda ana tiimor dokusundaki hiicrelerden bagini kopararak ekstraseliiler matrikse
gecer ve ilerler. Kimi zaman komsu organa geger kimi zaman ise kan dolagimina katilarak
uzaktaki organlara ulasirlar. Bdoylelikle kanser hiicresi farkli dokulardan beslenerek

yasamlarim siirdiirmeye c¢alisir ve ¢ogalir (Giillii, I. H. ve Akalm, I., 2005).
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Sekil 1.2.Metastaz evreleri (Slide Team,2021)

Molekiiler biyolojinin gelisimiyle beraber metastazin meydana gelmesiyle ilgili birgok gen
ve molekiil bulunmustur. Bunlardan bazilar1 sunlardir: Nm23, Kail, Maspin, TIMPs,
MTA, kaderin ailesi, integrinler, laminin - elastin baglayici proteinler, CD44°1i de iceren
hiicre adezyon molekiillerdir (Andishehtadbir, A. ve dig., 2015; Giillii, . H. ve Akalm, I.,
2005;Capanoglu, G. ve Bakar, E., 2018).

1.6. Kanser Hiicrelerinde Apoptoz ve Nekroz Kavramlari

Apoptoz, hiicrenin programlanmis sekilde kendi kendini imha etmesidir. Nekroz ise
hiicrelerin veya dokularin yenilenemez sekilde zarar gorerek patolojik Sliimiidiir. Kisacasi
nekroz da apoptoz gibi, viicuttaki hiicrelerin 6lmesidir ancak nekroz olayindaki hiicre
oliimii istenmeyen hiicrelerin 6liimidiir. Yetigkin insanlarda ortalama 50-70 milyar hicre
apoptoz ile yok olur. Her giin kendini yenilenen dokularda yeni hiicrelerin iiretimi hizlidir
ve kendine yer agmasi gerekir. Bu ylizden apoptoz viicut igerisinde dnemli yer tutmaktadir.
Apoptozun yavagladigr hastaliklar oldugu gibi hizlandig1 hastaliklar da mevcuttur. Kanser,

apoptozun yavasladigi hastaliklardan biridir (Reed, J.C., 1999).
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Sekil 1.3.Apoptoz ve Nekroz 6liimiiniin karsilastirilmasi (Binen, M.,2011)
Apoptoz olusumunda proteinler, iyonlar, genler, molekiiller gibi birden fazla faktdr vardir.

Apoptozun 3 farkli mekanizmasi vardir. Bunlar;

e Mitokondri yolu
e  Olum reseptorlerinin aktivasyonu
e Endoplazmik retikulum aracili apoptoz
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Sekil 1.4. Mitokondri aracili apoptoz tetiklenmesi ve olusumu (Binen, M.,2011)
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Sekil 1.5.Apoptozun diizenlenmesi (Binen, M.,2011)

1.7. Kanser Hiicre Hatlari

Gliniimiizde canli dokularla ¢aligmalar bilimsel etik yoniinden kisitlanmasiyla birlikte
hiicre hatlar1 ile ¢alismak ¢ok onemli bir yer tutmaktadir. /n vitro olarak hiicre hatlari
tizerinde denenmis bir¢cok ilag model organizmalarla da denenerek insan iizerinde
kullanilmaya baglanir. Bu yilizden hiicre hatlar1 yapilan bilimsel yaymlarin temelini

olusturmaktadir (Landry, J. ve dig.,2013; Kaptanoglu, A.,2020).

HeLa hiicre hatti 1951 yilinda rahim agz1 kanserine yakalanan Henrietta Lacks adli
hastanin hiicreleridir. Kiiltiir ¢caligmalarinda ilk kullanilan hiicre hatti HeLa, 70.000’den
fazla ¢alismada yer almustir. Ik kullamldig1 zamanlarda énemli bir arastirma olan gocuk
felci agisinda 6nemli yer tutmaktadir. Sonrasinda HeLa hiicre hatti AIDS, 16semi, kanser
ve bunun gibi bir¢cok c¢alismada da kullanilmaya devam etmektedir (Landry, J. ve
dig.,2013).

HeLa hiicre hattinin bir¢ok ¢alismada yer almasinin nedenlerinden biri 7-8 pasajlamadan
sonra dahi canliliklarin1 yitirmemesidir. HeLa hiicre hatti 20 pasajlamaya kadar
canliliklarii devam ettiren bir hiicre hattidir. Ayrica 6liimsiiz olmasi, hizli cogalmasi ve
kolay wretimi gibi ozelliklerinden dolay1r arastirmalarda Onemli bir yer tutmaktadir
(Kaptanoglu, A.,2020).
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1.8. Metformin

Metformin, biguanidler ailesinin bir {iyesi olup, insiiline bagimli olmayan diabetesmellitus
(NIDDM) tedavisinde tercih edilen bir ilagtir. ABD ve Avrupa’da en ¢ok recete edilen
ilaclardan biri olan Metformin Avrupa’da 60 yildan fazla bir stiredir milyonlarca hastaya
verilen, nispeten iyi tolere edilen diisiik maliyetli bir ila¢ olarak belirtilmektedir (EI-Mir,
M.D. ve dig., 2000). Metformin, yaklasik 10 yildir tip 2 diyabetin tedavisinde ADA
(Amerikan Diyabet Birligi) ve EASD (Avrupa Diyabet Calisma Birligi)’1 da igeren bazi
bilinen uluslararasi kuruluslarda yer almaktadir (Inzucchi, S.E. ve dig., 2015). Bu
ilag,hepatikglukogenezi baskiladigi ve kan glukoz seviyesini diisiirme yeteneginde oldugu
icin antihiperglisemi ilac1 olarak yaygin olarak kullanilmaktadir (Clifford, J. B., 2017).
Metforminin ayni1 zamanda polikistik over sendromu ve gebelik diyabeti gibi bazi
metabolik hastaliklarin tedavisinde de regete edildigi belirtilmistir (Ortiz-Flores, A.E. ve
dig.,2018).

Hj

H.N NH N

\n,- ~CH,

NH NH

Sekil 1.6.Metforminin yapisi (Yetkin, 1., 2016)

Metformin Uzerine son zamanlarda yapilmis calismalar yogunlasmis olup, Metformin
gesitli arastirmalar igin yeniden formiilize edilerek kullanmak tizere Umit verici bir ilag
olarak goriilmektedir. Oncii ¢alismalar Metforminin mitokondri solunum zincirindeki

kompleks I’i inhibe ettigini gostermistir (EI-Mir, M.D. ve dig., 2000).

Yapilan arastirmalarda, Metforminin serviks kanserini 6nleme ve tedavi etme potansiyeline
sahip oldugu belirtilmistir. 2005 yilinda yapilan c¢aligmada hipoglisemi tedavileri
uygulanan diger hastalara kiyasla, Metforminle tedavi edilen tip-2 diyabet hastalarinin
kanser riskinin azaldig ilk olarak rapor edilmistir(Boyle P. ve dig.,2012). O zamandan bu
yana, Metforminin kanser insidansin1 ve kanserle iliskili 6liimlerin azalmasi ile ilgili ¢ok
sayida klinik Oncesi, epidemiyolojik ve klinik c¢aligmalar yapilmistir. Yapilan in vitro
caligmalar ise bu ilacin antitiimor etkilerini agiklayan mekanizmalar saglamistir (Landman

vd., 2010).
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Gunumuzde hemen hemen tiim kanser turlerinde Metforminin klasik kemoterapi ilaglarina
yardimct olma potansiyelini arastiran 200’den fazla devam eden klinik ¢alisma
bulunmaktadir. Bu ¢alismalar Metforminin antikanser 6zelligine 11k tutmaktadir(Faria , J.
ve dig.,2019).

Anti-kanserojen ajan olarak Metformin

Referans T2DM var mi? Kanser Tipi Anti-kanserojen
etki

Evans, 2005 + Herhangibiri +
Decensi, 2010 + HCC, Pank +
Decensi, 2010 + Kolon, meme, prost -
Hadad, 2011 - Meme +
Tan, 2011 + NS akciger +
Campagnoli, 2012 - Meme +
Yin, 2013 + Herhangibiri +
Suissa, 2014 + Herhangibiri -
Lee, 2015 + Mide +
Vissers, 2015 + Meme -
Dowling, 2015 - Meme +
El-Haggar, 2016 - Meme

Jang WI, 2017 + Pankreas +

Sekil 1.7. Metforminin Kanser Uzerindeki Etkilerini Gosteren Bazi Calismalar ve Sonuglari
(Nar,A., 2017).
Bu sonuglardan yola ¢ikilarak Metforminin bir¢ok kanser hiicresinde gosterdigi etkiler
incelenmistir. Serviks kanseri Tlizerinde yapilan bir c¢aligmada hiicre bdliinmesi

inhibisyonunda etkili oldugu gozlenmistir (Yudhani, R. ve dig.,2016).

Son yillarda ise kanser iizerinde tek bir ilag¢ yerine kombine ilaglar denenmekte ve degisik
dozlar test edilmektedir. Bu durumun nedeni ise ilaglarin terapotik etkilerini arttirmak ve
olumsuz etkilerini en aza indirgemektir (Yudhani, R. ve dig.,2016). Bu bilgiler 1s1ginda bu
arastirmada Metformin ve Sisplatin ilaglar1 birlikte ve ayr1 ayri HelLa hiicre hattinda

denenmistir.

1.9. Sisplatin

Sisplatin (cis-diamindikloroplatinum, CDDP) DNA’nin transkripsiyon ve replikasyon

0zelligini bozma yeteneginden kanser tedavisinde kullanilan bir ilagtir. Yapilan ¢caligmalar
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sonucunda Sispalitinin, over kanseri, meme kanseri, akciger kanseri gibi ¢esitli kanserler
tizerinde etkili oldugu goriilmiistiir. Nefrotoksik etkisi de fazla bilinen ilaglardan olmasi ve
en sik kullanilmasi gibi o6zelliklerinden dolay1 Sisplatin hakkinda bir ¢ok calismalar

yapilmaktadir (Erkurt,M. A. ve dig., 2009).

Sisplatin ilk olarak 1844 yilinda M. Peyron tarafindan kesfedilmis ve 1893’te Alfred
Werner kimyasal yapisini agiklamistir. 1965 yilinda E.coli iizerinde yapilan galismalarda
hiicre boliinmesini engelledigi i¢in 6nemli bir kanser ilaci olabilecegi diisiiniildii.1978
yilinda ise ilk FDA onayl platin bilesigi olarak kanser tedavisinde kullanilmaya baslandi
(Dasari, S. ve Tchounwou, P.B.,2014).

SISPLATIN

Sekil 1.8.Sisplatinin Yapisi (Sarigiil, T., 2019)

Platin igeren Sisplatin serviks kanseri tedavilerinde ilk tercih edilen ilaglardandir.
Biiyiimeyi inhibe edici bir aktivite gosterirken yan etkileri de mevcut oldugundan bagka

ilaglar tizerinde de galigmalar yapilmaktadir (Yudhani, R. ve dig.,2016).

Yapilan arastirmalarin bir kisminda ise Sisplatin ve diger kanser ilaglar1 ile kanser
tedavisinde kullanilmayan bazi ilaglar birlikte denenmistir.Shaloam Dasari ve Paul Bernard
Tchounwou arastirmalarinda Sisplatin ile birlikte Paklitaksel, Gemsitabin, Doksorubisin,
Tegafur-Urasil, D vitamini kullanarak etkilerini aragtirmiglardir. Farkli dozlarda uygulanan

karisimlarin karsilastirilmalari yapilmistir (Dasari, S. ve Tchounwou, P.B.,2014).

Bu ¢alismada Meftormin ve Sisplatin ilaglar ¢esitli dozlarda karistirilarak ve tek baglarina
HeLa hiicrelerinde denenmistir. Hiicreler 2 boyutlu ve 3 boyutlu gelistirelerek sitotoksik
etkisini belirlemek amaciyla XTT deneyi belirlenen miktarlarda ilag denemeleri
yapilmistir. 2D ve 3D kanser hiicrelerinin koloni forming assay ve migrasyon deneyi

yapilarak kanser tizerindeki etkisi arastirilmigtir.
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2. MATEYAL VE METOT

2.1. Materyal
2.1.1. Hiicre Hatlan

Calismada Ahi Evran Universitesi Kanser ve Kok Hiicre laboratuvarindan temin edilen

HeLa hiicre hatt1 kullanilmistir.

2.1.2. Kimyasal ve Reaktifler

Tablo 2.1:Calismada Kullanilan Kimyasal ve Reaktifler

Kullanim amaci

Kimyasal ve Reaktif

Marka ismi

Hiicre bakimi RPMI 1640 CapricornScientific, Almanya
FetalBovin Serum(FBS) CapricornScientific, Almanya
Gentamisin CapricornScientific, Almanya
Tripsin-EDTA CapricornScientific, Almanya
PhosphateBufferedSaline (PBS) FisherChemical, ABD
Ticari kit XTT Analiz Kiti Biotium, ABD

Hiicre Invazyon Analizi

PhosphateBufferedSaline (PBS)

FisherChemical, ABD

Formaldehit (%37)

Merck, Almanya

Giemsa Cozeltisi

Merck, Almanya

Ilaglar

Metformin

Merck, Almanya

Sisplatin

Kocak Farma, Tirkiye

2.1.3. Kullanilan Makine ve Techizatlar

Tablo 2.2:Calismada Kullanilan Makine ve Techizatlar

Kullanim amaci

Makine ve Techizat

Marka [smi

Hiicresel ¢alisma

CO, Inkiibator

Nive EC 160, Turkiye

Laminar Akimli Kabin

Nive MN 090, Tirkiye

Inverted Mikroskop BAB, Tirkiye
Mikroskop Kamerasi Leica, Almanya
Santrifiij Cihaz1 Nive NF 400, Tirkiye
ELISA Okuyucusu Biotek EIx808, ABD

Hiicre Depolanmasi

Buzdolabi (+4 °C ve -20 °C)

Vestel, Tirkiye

Derin Dondurucu (-80 °C)

Vestel, Tlrkiye

Diger Cihazlar

Masalsti Bilgisayar

Hewlett Packard (Hp), ABD

Dizistu Bilgisayar

Toshiba, Japonya
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2.2. Metot
2.2.1. Hucre Kultiru
2.2.1.1. HelLa Hiicre hattinin 2 Boyutlu Olarak Gelistirilmesi

HeLa hiicre hatti, Fetal bovin serum (FBS) ve gentamisin eklenmis RPMI 1640
besiyerinde 37°C’de %5 CO, inkiibatérde ve 75 cm?’lik flasklara 12 mL taze medium

eklenerek tiretilmistir.

Sekil 2.1. Flasklarda Yetistirilen HeLLa Hiicresi

2.2.1.2. HeLa Hiicre hattinin Pasajlanmast

Hiicreler flask tabaninda ¢ok fazla iirediklerinde besi ortamindan yeterince fayda géremez
ve c¢ogalmalar1 durur. Bu yiizden hiicrelerin pasajlanarak sayilarini azaltilmali ve besi

ortaminda istenilen gibi ¢ogalmasini saglamaliy1z.

Pasajlama islemi, hiicrelerin yiizey alanindan ayrilip yeni bir kiiltiir sisesine aktarilmasi

olayma denir.
Pasajlama islemi laminer akis kabininin igerisinde yapilir ve basamaklar1 asagidaki gibidir.

e Flask igerisindeki besiyerinin uzaklastirilmasi

e 4-5mL PBS ile yikama ve uzaklastirilmasi
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e 1-2 mL tripsin-EDTA eklenerek hiicreler flask tabanin ayrilana kadar 37°C

inkuibatorde bekletilmesi
e Mikroskopta incelenerek hiicrelerin ne kadar kalktig1 gézlemlenmesi
e Tripsinin toksik etkisini inhibe etmek igin, tripsin hacminin 2 kati kadar medium

eklenmesi ve baska bir falcona alinmasi

[k kullanilan flaska 12mL medium eklenerek hiicrelerin devamlilig1 saglanmistir.
2.2.1.3. Tripan Mavisi ile Hiicre Sayimi

Tripan mavisi boyasinin kullanilma amaci canli ve 0Oli hiicreleri ayirt ederek hiicre
saymminm gergeklestirmektir. Olii hiicreler maviye boyanirken canli hiicreler boyanmaz.
Tripan mavisi negatif yiiklii oldugundan, canli ve zarar gérmemis mebrandan gecemez
boylece canli hiicreler boyanmamis olur. Oli hiicreler ise boyay1 absorbe eder ve

mikroskop altinda mavi gérmemizi saglar.

Tripsin-EDTA ile kaldirilip medium eklenen hiicrelerden 250 uL ¢ekerek bir ependorfa
alinir ve 25uLtripanblue boyasi eklenir.(1:10 oraninda) 5 dk oda sicakliinda bekletilir.

Thoma laminda sayim yapilmistir. 3 kez sayilarak ortalamasi alinmistir.

ImL‘deki Hiicre Sayis1 = Karelerdeki Hiicre Say1s1 x Seyreltme Faktorii x 4 x 10°
2.2.1.4. HeLa Hiicre Hattinin 3 Boyutlu Olarak Gelistirilmesi

Asili damla yontemi ile 3 boyutlu hiicreler gelistirilmistir. Tripsin-EDTA ile kaldirilip
medium eklenen hiicreler bir ependorfa alinir. 3dakika 4000rpm’ da santrifiijleyerek
stipernatant atilir ve 750 ml medium eklenir. Bu hazirlanan hiicrelerden 10’ar pL (yaklasik
olarak 10.000 hiicre) alinarak petrinin ist kapagina pipetle birakilir. Nem dengesini
saglamak amaciyla petrinin alt tabanina PBS eklenir. Hiicreler 37°C’de %5 CO,’li

inklbatorde bekletilir.
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Sekil 2.2. 3 Boyutlu Hiicre Ekimi

2.2.2. Metformin ve Sisplatin flaclarimin Hazirlanmasi

e Sisplatin hazirlanmasi:

Sisplatin ana stoktan 60 pL ¢ekilerek 1000 puLbesiyeri bulunan ependorfa aktarilir.Bunun
en yiiksek dozu(3/4diliisyon i¢in) 50uM olur. Ana stoktan 30 uL ¢ekilerek 1000 pLbesiyeri
bulunan ependorfa aktarilir. Bunun en ylksek dozu 25uM olur.

e Metformin hazirlanmasi:

Metformin tabletin yaris1 ezerek 15ml’lik falcona alip igerisine Sml distile su eklenir.

Vorteksle iyice karistirilir. Bu karisim 600mM olur ve ana stok olmustur.

Ana stoktan 166uL alip i¢inde 1000uLmedium bulunan ependorfa eklenir. Bunun en
yiuksek dozu 50uM olur. Ana stoktan 332uL alip i¢inde 1000ul. medium bulunan
ependorfa eklenir. Bunun en yiksek dozu 100uM olur.

2.2.3. HeLa Hiicre Hatt1 Sitotoksisite Analizi (XTT assay)

2 boyutlu ve 3 boyutlu gelistirilen HeLa hiicrelerinde, Metformin ve Sisplatin ilaglarinin
etkisini gérmek ve hiicrelere uygulanacak dozu belirlemek igin sitotoksitite analizi (XTT

Assay) yapilmistir.
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Calisma sirasinda Cell Proliferation XTT (2,3-Bis(2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil) 2H-
tetrazolyum) sitotoksisite analiz kiti kullanilmistir. Her bir kuyucuga 8000 hiicre gelecek

sekilde 96 kuyucuk olan plakalara ekim yapilmstir.

Tek bir plate igin 1 (Plate sayis1)) X 50uL (her kuyucuga eklenmesi gereken
hacim)x100(kuyucuk sayis1)= SmL (total hiicre)

Tek bir plate igcin = 1 (Plate Sayis1)) x 8000 (hiicre sayis1) x100(kuyucuk
say1s1)=8x10°mL/cell

2plate icin yapilan denklemde ise

1mL de 16x10° hicre var ise

2 mL de 13x10° hticre olur

?7=1,23pL total hiicreden alinmasi gerekir. Total hacme tamamlamak i¢in meidum eklenir.

Plakanin bir kolonu besiyeri kontrolii oldugundan hiicre ekimi yapilmamistir. Diger

kuyucuklara da 50pL hacminde ekim yapilmistir.

T s~ 1, plate

Sekil 2.3. XTT 1. Plate ve 2. Plate

Ekimden bir siire sonra 1.plate’e Metformin (50uM ile 100uM) ve Sisplatin (50uM ile
25uM), 2.plate’e Metformin ve Sisplatin karigim olarak seri dillisyonlar halinde

kuyucuklara verilmistir. 72 saat boyunca inkiibatorde bekletilmistir.
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72 saat sonra Biologicalindustries isimli XTT kiti kullanilmistir. Her plate basina, bir sige
XTT reagent solusyonu A ve 100uL XTT aktivator solusyonu karisimi hazirlanir.
Karisimdan her bir kuyucuga 50uL eklenerek 4 saat inkubatorde beklenir. 450 absorbans
araliginda ELISA okuyucusu ile optik yogunluklar belirlenmistir.

Ilag verilmeyen kuyucukta biiyiime oranini %100 kabul ederek farkli diliisyonlar1 iceren
diger kuyucuklardaki biliylime buna oranlanarak belirlenmistir. Gen5 2.06 programu ile

sonuclar analiz edilmistir.

XTT sonuglarina goére Metformin 1Cso (LDso): 43 mM, Sisplatin 1Cso (LDso) : 23 uM

olarak belirlenmistir.
2.2.4. Metformin ve Sisplatin HeLa Hucrelerine Uygulanmasi

XTT sonuglarina gore Metforminin 1Cso (LDso0): 43 mM, Sisplatinin 1Cso (LDso) : 23 uM

degerlerine ulagilmistir.

Ana stoklar hazirlandiktan sonra kullanilacak miktarlara gore C1xV1=C2xV2 formiiliinii
kullanarak ilaclarin 2,4,6,8,10 katlar1 hazirlanmistir. Formiile gére ana stoktan gerekli

miktarda ilag alinarak {izerine medium eklenip toplam hacime ulasilir.
2.2.5. Hiicre Motilitesini ve Hiicre Istilasim Tespit Etmek
2.2.5.1. Migrasyon Assay (Yara Iyilestirme Calismast)

Metastaz kabileyetini 6l¢gmek i¢in hiicre go¢ analizi yapilir. 6’1 ve 12°1i wellplate’lere
hiicre ekimleri yapilarak, hiicreler tabana iyice yapisip alani kapladiklarinda (yaklasik 72
saat sonra) yara ac¢ilmistir. Yara agilma olay1 ise hiicreler yeterince ¢ogaldiginda pipet ucu

yardimiyla hizlica bir ¢izik ¢ekilmesidir.

20



Sekil 2.4. HeLa Hiicresi Migrasyon Deneyi

A: HelLa Hucresi Migrasyon oncesi (10x) B: HeLa Hiicresi Migrasyon sonrasi(10x)

Metformin ve Sisplatinin LDso degerlerinden 2,4,6,8,10 katlar1 ve bu iki ilacin katlari
karistm halinde hiicrelere verilmistir. Ila¢ verilmis hiicrelerin 0,24,48,72. saatleri
fotograflanmistir. Kontrol olarak da higbir ila¢ verilmeden sadece medium igerisinde

yaranin kapanmasi incelenmistir.
2.2.5.2. Invazyon Assay (Giemsa Boyama)

Giemsa boyama teknigi ile apopitotik hiicre oram1 degerlendirilmistir. Giemsa
boyamasindaki amag, Metformin ve Sisplatinin tek basina ve karigim halinde LDso
degerleriyle ¢esitli katlarini hiicrelere verdigimizde 48.saatte canliligin ne kadar oldugunu

bulmaktir.

Hiicreler 6’11 ve 12°1i wellplate’lere ekimleri yapilarak, hiicreler tabana iyice yapisip alan
kapladiklarinda Metformin ve Sisplatin verilmistir. Hiicrelerin fotograflart 0 ve 24.

saatlerde cekilirek 48.saatlerinde Giemsa ile boyanarak fotograflanmustir.
Giemsa boyamasi yapilirken agagidaki prosediir uygulanmistir.

e Kuyucuklu plate’teki medium cekilerek 1 ml PBS ile yikanmasi ve PBS’in

uzaklastirilmasi

o 2 ml formaldehit ekleyerek 2 dk oda sicakliginda beklenmesi ve formaldehitin

uzaklastirilmasi
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e 1 ml giemsa boyasi eklenerek hiicreler aliiminyum folyo ile kapatilarak 20 dk

beklenmesi
e Giemsa boyasi uzaklastirarak tekrar PBS ile yikanmasi

Tiim bu igslemlerden sonra hiicreler mikroskopta 10X biiyiikligiinde fotograflanmistir.

3. BULGULAR VE TARTISMA

3.1. 2 Boyutlu HeLa Hiicre Hatti

HeLa hucreleri gelistirilirken flask tabanmin ¢ogunlugunu kaplamamistir. Ekim
yapildiktan 72 saat sonra yeterince gelisme gosterdigi 10X mikroskop altinda

gbzlemlenmistir.

Sekil 3.1: iki Boyutlu Gelistirilen Kontrol HeLa Hiicre Hatt1

A: HeLa hiicre hatt1 24.saat B: HeLa hiicre hatt1 72.saat

3.2. 3 Boyutlu HeLa Hiicre Hatti

Yaklasik 10.000 hiicre alinarak yapilan 3 boyutlu HelLa hiicre hattina Metformin ve
Sisplatin verilerek 72.saate kadar incelenmistir. Metformin ve Sisplatinin HeLa tizerindeki

etkileri 10X mikroskop altinda incelenmistir.
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Sekil 3.2: U¢ Boyutlu Gelistirilen Kontrol HeLa Hiicre Hatt1

A:0.Saat Gorlntusi B: 24.Saat Goruntiisu C: 48.Saat Gorlintust D: 72.Saat Gorintusu

3.2.1. 3 Boyutlu HeLa Hiicre Hatti Uzerinde Metformin Etkisi

Metformin ilaci, HeLa hiicrelerine LDso degerinde ve LDso degerinin 2,4, 6, 8, 10 katlar1

seklinde verilmis ve Metformin etkileri 10X mikroskop altinda gozlemlenmistir.

Sekil 3.3: Uc Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hattina LD50 Degerinde Verilen Metformin Etkisi

A:0.Saat Goruntlst B: 24.Saat Goruntlisti C: 48.Saat Goruntisi D: 72.Saat GOrintusi

Sekil 3.4: Ug Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hattina LD50 Degerinin 2 Kat1 Degerinde Verilen
Metformin Etkisi

A:0.Saat Goruntlist B: 24.Saat Goruntlisi C: 48.Saat Goruntiisii D: 72.Saat GOrlintusi
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Sekil 3.5: Ug Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hattina LD50 Degerinin 4 Kati Degerinde Verilen
Metformin EtkKisi

A:0.Saat Gorlintlisll B: 24.Saat Goruntlsi C: 48.Saat Gorlintiisi D: 72.Saat Goruntusu

Sekil 3.6: Uc Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hattina LD50 Degerinin 6 Kat1 Degerinde Verilen
Metformin Etkisi

A:0.Saat Goruntlst B: 24.Saat Goruntlisi C: 48.Saat Goruntiisi D: 72.Saat GOrintusi

Sekil 3.7: U¢ Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hattina LD50 Degerinin 8 Kat1 Degerinde Verilen
Metformin Etkisi

A:0.Saat Goruntlist B: 24.Saat Goruintlisi C: 48.Saat Goruntiisi D: 72.Saat GOrintusi
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Sekil 3.8: U¢ Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hattina LD50 Degerinin 10 Kat1 Degerinde Verilen
Metformin EtkKisi

A:0.Saat Goruntlsu B: 24.Saat Goruntiisu C: 48.Saat Goruntlst D: 72.Saat GOrintusu

3.2.2. 3 Boyutlu HeLa Hiicre Hatti Uzerinde Sisplatin Etkisi

Sisplatin ilaci, HeLa hiicrelerine LDso degerinde ve LDso degerinin 2,4, 6, 8, 10 katlar
seklinde verilmis ve Sisplatin etkileri 10X mikroskop altinda gézlemlenmistir.

Sekil 3.9: Uc Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hattina LD50 Degerinde Verilen Sisplatin Etkisi

A:0.Saat Goruntlst B: 24.Saat Goruntlist C: 48.Saat Goruntiisi D: 72.Saat GOrintusi

Sekil 3.10: U¢ Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hattina LD50 Degerinin 2 Kat1 Degerinde Verilen
Sisplatin Etkisi

A:0.Saat Goruntlist B: 24.Saat Goruintlisi C: 48.Saat Goruntiisi D: 72.Saat GOrlintusi
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Sekil 3.11: U¢ Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hattina LD50 Degerinin 4 Kat1 Degerinde Verilen
Sisplatin Etkisi

A:0.Saat Goruntlsu B: 24.Saat Goruntiisu C: 48.Saat Goruntlst D: 72.Saat GOrintusu

Sekil 3.12: Ug Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hattina LD50 Degerinin 6 Kat1 Degerinde Verilen
Sisplatin Etkisi

A:0.Saat Goruntlsu B: 24.Saat Goruntiisu C: 48.Saat Goruntlsi D: 72.Saat GOrintusu

. .
Sekil 3.13: Ug Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hattina LD50 Degerinin 8 Kat1 Degerinde Verilen
Sisplatin Etkisi

A:0.Saat Goruntlist B: 24.Saat Goruntlisi C: 48.Saat Goruntiisii D: 72.Saat GOrlntusi
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Sekil 3.14: Uc Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hattina LD50 Degerinin 10 Kat1 Degerinde
Verilen Sisplatin Etkisi

A:0.Saat Goruntlsi B: 24.Saat Goruntiisu C: 48.Saat Goruntlsi D: 72.Saat GOrintusu

3.2.3. 3 Boyutlu HeLa Hiicre Hatti Uzerinde Sisplatin ve Metforminin Birlikte Etkisi

Metformin ve Sisplatin ilaglarin1 LDso degerinde ve LDso degerinin 2,4, 6, 8, 10 katlari
seklinde karistirilarak HeLa hiicre hattina verilmistir. Bu iki ilag karisimimin etkileri 10X

mikroskop altinda gézlemlenmistir.

Sekil 3.15: U¢ Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hattina LD50 Degerinde Verilen

SisplatintMetformin Karigiminin Etkisi

A:0.Saat Goruntlsu B: 24.Saat Goruntiisu C: 48.Saat Goruntlsi D: 72.Saat GOrintusu

Sekil 3.16: Uc Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hattina LD50 Degerinin 2 Kat1 Degerinde Verilen

Sisplatin+Metformin Karigiminin Etkisi

A:0.Saat Goruntlst B: 24.Saat Goruntiisu C: 48.Saat Goruntlsi D: 72.Saat GOrintusu
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Sekil 3.17: Ug Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hattina LD50 Degerinin 4 Kat1 Degerinde Verilen

SisplatintMetformin Karigiminin Etkisi

A:0.Saat Gorlintisll B: 24.Saat Goruntlsi C: 48.Saat Gorlintiisi D: 72.Saat Goruntusu

..

Sekil 3.18: Uc Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hattina LD50 Degerinin 6 Kat1 Degerinde Verilen

SisplatintMetformin Karigiminin Etkisi

A:0.Saat Goruntlsu B: 24.Saat Goruntiisu C: 48.Saat Goruntlsi D: 72.Saat GOrintusu

Sekil 3.19: U¢ Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hattina LD50 Degerinin 8 Kat1 Degerinde Verilen

Sisplatin+Metformin Karigiminin Etkisi

A:0.Saat Goruntlist B: 24.Saat Goruintlisi C: 48.Saat Goruntiisii D: 72.Saat GOrlntusi
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Sekil 3.20: Ug Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hattina LD50 Degerinin 10 Kati Degerinde Verilen

Sisplatin+Metformin Karigiminin Etkisi

A:0.Saat Goruntlsi B: 24.Saat Goruntiisu C: 48.Saat Goruntlsi D: 72.Saat GOrintusu

3.3. 2 Boyutlu HeLa Hiicre Hatti Motilite Analizi

Yaklagik 200.000 hiicre olan HeLa hiicre hatt1 6’1 wellplate’e ekilerek taban tamamen
kaplandiginda yara agilmistir. Yara agildigr am1 0. Saat olarak belirleyip Metformin ve
Sisplatin verilmistir.72. saate kadar incelenerek yaranin ne kadar siirede kapandigi ve

verilen ilaglarin etkileri 20X mikroskop altinda incelenmistir.

Sekil 3.21: Iki Boyutlu Gelistirilen Kontrol HeLa Hiicre Hatt: Motilite Analizi

A:0.Saat Goruntlsu B: 24.Saat Goruntiisu C: 48.Saat Goruntlsi D: 72.Saat GOrintusu

3.3.1. 2 Boyutlu HeLa Hiicre Hatti Motilite Analizinde Metformin Etkisi

Yara acildiktan sonra Metformin ilaci, HeLa hiicrelerine LDso degerinde ve LDso degerinin
2.4, 6, 8, 10 katlar1 seklinde verilmis ve Metformin etkileri 10X mikroskop altinda

gozlemlenmistir.

29



Sekil 3.22: iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt1 Motilite Analizinde LD50 Degerinde Verilen
Metformin EtkKisi

A:0.Saat Gorlintlisll B: 24.Saat Goruntlsi C: 48.Saat Gorlintiisi D: 72.Saat Goruntusu
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Sekil 3.23: iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt1 Motilite Analizinde LDs0 Degerinin 2 Kat:

Degerinde Verilen Metformin Etkisi

A:0.Saat Goruntlsu B: 24.Saat Goruntiisu C: 48.Saat Goruntlsi D: 72.Saat GOrintusu

Sekil 3.24: iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt1 Motilite Analizinde LD50 Degerinin 4 Kat:

Degerinde Verilen Metformin Etkisi

A:0.Saat Goruntlst B: 24.Saat Goruntiisu C: 48.Saat Goruntlsi D: 72.Saat GOrintusu
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Sekil 3.25: iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt1 Motilite Analizinde LD5s0 Degerinin 6 Kati
Degerinde Verilen Metformin Etkisi

A:0.Saat Goruntlst B: 24.Saat Goruntiisu C: 48.Saat Goruntlst D: 72.Saat GOrintusu

Sekil 3.26: iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt: Motilite Analizinde LD50 Degerinin 8 Kati

Degerinde Verilen Metformin Etkisi

A:0.Saat Goruntlsu B: 24.Saat Goruntiisu C: 48.Saat Goruntlsi D: 72.Saat GOrintusu

Sekil 3.27: iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt1 Motilite Analizinde LD50 Degerinin 10 Kat1

Degerinde Verilen Metformin Etkisi

A:0.Saat Goruntlst B: 24.Saat Goruntiisu C: 48.Saat Goruntlsi D: 72.Saat GOrintusu

3.3.2. 2 Boyutlu HeLa Hiicre Hatti Motilite Analizinde Sisplatin Etkisi

Yara acildiktan sonra Sisplatin ilaci, HeLa hiicrelerine LDso degerinde ve LDso degerinin
2.4, 6, 8, 10 katlar1 seklinde verilmis ve Sisplatin etkileri 10X mikroskop altinda

gbzlemlenmistir.
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Sekil 3.28: iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt: Motilite Analizinde LD50 Degerinde Verilen
Sisplatin Etkisi

A:0.Saat Goruntlsi B: 24.Saat Goruntiisu C: 48.Saat Goruntlsi D: 72.Saat GOrintusu

Sekil 3.29: Iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt1 Motilite Analizinde LD50 Degerinin 2 Kat1
Degerinde Verilen Sisplatin Etkisi

A:0.Saat Goruntlst B: 24.Saat Goruntlisi C: 48.Saat Goruntisi D: 72.Saat GOrintusi

Sekil 3.30: iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt1 Motilite Analizinde LD50 Degerinin 4 Kat:
Degerinde Verilen Sisplatin Etkisi

A:0.Saat Goruntlst B: 24.Saat Goruntiisu C: 48.Saat Goruntlsi D: 72.Saat GOrintusu
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Sekil 3.31: iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt: Motilite Analizinde LD50 Degerinin 6 Kati
Degerinde Verilen Sisplatin Etkisi

A:0.Saat Gorlintlisll B: 24.Saat Goruntlsi C: 48.Saat Gorlintiisi D: 72.Saat Goruntusu

Sekil 3.32: Iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt1 Motilite Analizinde LD50 Degerinin 8 Kat1

Degerinde Verilen Sisplatin Etkisi

A:0.Saat Goruntlst B: 24.Saat Goruntiist C: 48.Saat Goruntlsi D: 72.Saat GOrintusu

Sekil 3.33: iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt1 Motilite Analizinde LDs0 Degerinin 10 Kat1

Degerinde Verilen Sisplatin Etkisi

A:0.Saat Goruntlst B: 24.Saat Goruntiisu C: 48.Saat Goruntlsi D: 72.Saat GOrintusu
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3.3.3. 2 Boyutlu HeLa Hiicre Hatti Motilite Analizinde Sisplatin ve Metforminin
Birlikte Etkisi

Yara acildiktan sonra metformin ve sisplatin ilaglarini LDso degerinde ve LDso degerinin

2,4, 6, 8, 10 katlan1 seklinde HeLa hiicre hattina uygulanmistir. Bu iki ila¢ karigiminin

etkileri 10X mikroskop altinda gézlemlenmistir.

Sekil 3.34: Iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt1 Motilite Analizinde LDs0 Degerinde Verilen
Sisplatin+Metformin Etkisi

A:0.Saat Goruntlsu B: 24.Saat Goruntiisu C: 48.Saat Goruntlsi D: 72.Saat GOrintusu
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Sekil 3.35: iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt1 Motilite Analizinde LDso Degerinin 2 Kati

Degerinde Verilen SisplatintMetformin Etkisi

A:0.Saat Goruntlst B: 24.Saat Goruntlisi C: 48.Saat Goruntiisi D: 72.Saat GOrintusi

Sekil 3.36: iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt1 Motilite Analizinde LD50 Degerinin 4 Kati

Degerinde Verilen SisplatintMetformin Etkisi

A:0.Saat Goruntlist B: 24.Saat Goruntlisi C: 48.Saat Goruntiisii D: 72.Saat GOrintusi
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Sekil 3.37: iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt1 Motilite Analizinde LDs0 Degerinin 6 Kati

Degerinde Verilen SisplatintMetformin Etkisi

A:0.Saat Goruntlsi B: 24.Saat Goruntiisu C: 48.Saat Goruntlsi D: 72.Saat GOrintusu

Sekil 3.38: iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt1 Motilite Analizinde LDso Degerinin 8 Kati

Degerinde Verilen SisplatintMetformin Etkisi

A:0.Saat Goruntlsu B: 24.Saat Goruntiisu C: 48.Saat Goruntlst D: 72.Saat GOrintusu

Sekil 3.39: iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt1 Motilite Analizinde LD50 Degerinin 10 Kat1

Degerinde Verilen SisplatintMetformin Etkisi

A:0.Saat Goruntlst B: 24.Saat Goruntlisi C: 48.Saat Goruntisi D: 72.Saat GOrintusi

3.4. 2 Boyutlu HeLa Hiicre Hatt: istila Analizi

Yaklagik 200.000 hiicre olan HeLa hiicre hatti 6’li kuyucuklu plate’e ekilerek taban
tamamen kaplandiginda 0. Saat olarak belirlenip Metformin ve Sisplatin ilaglar1 verilmistir.
48. saate kadar incelenerek Giemsa ile boyanmustir. Verilen ilaglarin etkileri 10X

mikroskop altinda incelenmistir.
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Sekil 3.40: iki Boyutlu Gelistirilen Kontrol HeLa Hiicre Hatt: Istila Analizi

A:0.Saat Gorlintlisll B: 24.Saat Goruntlsi C: 48.Saat Gorlintiist

3.4.1. 2 Boyutlu HeLa Hiicre Hatt1 Istila Analizinde Metformin EtKisi

Metformin ilaci, HeLa hiicrelerine LD50 degerinde ve LD50 degerinin 2,4, 6, 8, 10 katlar1
seklinde verilmistir ve 48. Saatte Giemsa ile boyanarak etkileri 10X mikroskop altinda

gbzlemlenmistir.

Sekil 3.41: Iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt1 Istila Analizinde LD50 Degerinde

Verilen Metformin Etkisi
A:0.Saat Goriuintiisu B: 24.Saat Gorlntusu C: 48.Saat Goruntisu

SRR TR Y,

Sekil 3.42: iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt1 istila Analizinde LD50 Degerinin 2 kat:

Degerinde Verilen Metformin Etkisi

A:0.Saat Goruntlist B: 24.Saat Goruntiisu C: 48.Saat Goruntlst
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Sekil 3.43: Iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt1 Istila Analizinde LD50 Degerinin 4 kati
Degerinde Verilen Metformin Etkisi

A:0.Saat Goruntlst B: 24.Saat Goruntiisi C: 48.Saat Goruntusi

Sekil 3.44: Iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt1 Istila Analizinde LD50 Degerinin 6 kati

Degerinde Verilen Metformin Etkisi

A:0.Saat Goruntlist B: 24.Saat Goruntiisu C: 48.Saat Goruntust
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Sekil 3.45: iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt1 istila Analizinde LD50 Degerinin 8 kat:
Degerinde Verilen Metformin Etkisi

A:0.Saat Goruntlist B: 24.Saat Goruntiisu C: 48.Saat Goruntlst
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Sekil 3.46: Iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt1 Istila Analizinde LD50 Degerinin 10 kat:
Degerinde Verilen Metformin Etkisi

A:0.Saat Goruntlisu B: 24.Saat Goruntiisu C: 48.Saat Goruntust

3.4.2. 2 Boyutlu HeLa Hiicre Hatt1 Istila Analizinde Sisplatin EtKisi

Sisplatin ilaci, HeLa hiicrelerine LDso degerinde ve LDso degerinin 2,4, 6, 8, 10 katlar
seklinde verilmistir ve 48. Saatte Giemsa ile boyanarak etkileri 10X mikroskop altinda

gdzlemlenmistir.

R NP SN YNGR,
PR LR

AR ENTINE Yo ,}i)‘ i
N QR el AN SV
il "P\“‘h xq}?& L&

Q 3 ‘a’ Q ) .!1‘ m‘ 1

Maliw
T2

N

Sekil 3.47: Iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt1 Istila Analizinde LD50 Degerinde
Verilen Sisplatin Etkisi

A:0.Saat Goruntlistl B: 24.Saat Goruntlisi C: 48.Saat Goruntisi
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Sekil 3.48: iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt: Istila Analizinde LD50 Degerinin 2 katt
Degerinde Verilen Sisplatin Etkisi
A:0.Saat Goriintusi B: 24.Saat Goruntlisu C: 48.Saat Gorintlsi
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Sekil 3.49: iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt1 istila Analizinde LD50 Degerinin 4 kat:
Degerinde Verilen Sisplatin Etkisi

A:0.Saat Goruntlist B: 24.Saat Goruntiisu C: 48.Saat Goruntust

Sekil 3.50: iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt1 istila Analizinde LD50 Degerinin 6 kat:

Degerinde Verilen Sisplatin Etkisi

A:0.Saat Goruntlistl B: 24.Saat Goriintlisi C: 48.Saat Goruntisi
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Sekil 3.51: iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt1 istila Analizinde LD50 Degerinin 8 kat:
Degerinde Verilen Sisplatin Etkisi

A:0.Saat Goruntiisti B: 24.Saat Gorlntlsu C: 48.Saat GorintUsu
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Sekil 3.52: Iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt1 Istila Analizinde LD50 Degerinin 10 kati
Degerinde Verilen Sisplatin Etkisi

A:0.Saat Goruntlist B: 24.Saat Goruntiisu C: 48.Saat Goruntust

3.4.3. 2 Boyutlu HeLa Hiicre Hatt1 istila Analizinde Sisplatin ve Metforminin
Birlikte Etkisi

Sisplatin ve Metformin ilaci, HeLa hiicrelerine LDso degerinde ve LDso degerinin 2,4, 6, 8,
10 katlar1 seklinde uygulanmistir ve 48. Saatte Giemsa ile boyanarak etkileri 10X

mikroskop lensi altinda gozlemlenmistir.
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Sekil 3.53: iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt1 Istila Analizinde LD50 Degerinde

Verilen Sisplatin+ Metformin Etkisi

A:0.Saat Goruntlst B: 24.Saat Goruntiisi C: 48.Saat Goruntust

Sekil 3.54: Iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt1 Istila Analizinde LD50 Degerinin 2 kati

Degerinde Verilen SisplatintMetformin Etkisi

A:0.Saat Goruntlistl B: 24.Saat Goruntlisi C: 48.Saat Goruntusi

Sekil 3.55: iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt1 istila Analizinde LD50 Degerinin 4 kat:

Degerinde Verilen SisplatintMetformin Etkisi

A:0.Saat Goruntlistl B: 24.Saat Goriuintlisi C: 48.Saat Goruntisi
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Sekil 3.56: iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt1 istila Analizinde LD50 Degerinin 6 kat:
Degerinde Verilen Sisplatin+Metformin Etkisi

A:0.Saat Goruntlst B: 24.Saat Goruntiisi C: 48.Saat Goruntst

Sekil 3.57: iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt1 istila Analizinde LD50 Degerinin 8 kat:

Degerinde Verilen SisplatintMetformin Etkisi

A:0.Saat Goruntlistl B: 24.Saat Goruntiisi C: 48.Saat Goruntisi

Sekil 3.58: iki Boyutlu Gelistirilen HeLa Hiicre Hatt1 Istila Analizinde LD50 Degerinin 10 katt
Degerinde Verilen SisplatintMetformin Etkisi

A:0.Saat Goruntlist B: 24.Saat Goruntiisu C: 48.Saat Goruntlst
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4. TARTISMA VE SONUC

Diinya iizerinde kanser vakalari arttikga bu hastalik iizerine yapilan ¢alismalarin sayis1 da
artmaktadir. Oliim orani kalp hastaliklarindan sonra en fazla olan bu hastalik {izerinde
cesitli tedavi yoOntemleri ve yeni ilag gelistirme calistirmalart tim hiziyla devam
etmektedir. Sisplatin; meme kanseri, rahim kanseri ve akciger kanseri gibi hastaliklarda
DNA replikasyonu ve transkripsiyon 06zelligini bozmaya yonelik kullanilan bir ilagtir.
Metformin ilac1 ise simdiye kadar diyabet hastaliklarinda kullanilmis ve son yapilan
calismalarda kanser hastalarinda da tedavi etkisi ve mekanizmasi arastirilmakta olan bir

ilagtir (EI-Mir, M.D. ve dig.,2000; Dasari, S. ve Tchounwou, P.B.,2014).

Diyabet hastast olup Metformin kullanan hastalarin  kanser riskinin azaldigi
gbzlemlenmistir. Bundan dolay1 Metformin kanser {izerindeki etkilerini gérmek i¢in bir¢gok
calisma yapilmistir. Metformin ¢oklu etki bolgeleri olan bir ilag olmasindan dolay:r tek
cesit kanser tlizerine degil birkac cesit kanser iizerinde de denenmis ve basarili sonuglar
elde edilmistir (Alp, H. ve dig.,2021). Metforminin antikanser etkisinin nasil
gerceklestigine dair net kanitlar olmasa da bir¢ok mekanizmalar {izerinde ¢alisma sonuglari
elde edilmistir. Bunlardan birkagi, P13K/AKT/mTOR yolag:1 aktivasyonu, NFxB ve
STAT3 yolaklarinin aktivasyonunun inhibe edilmesi ve let-7 ve miR200 ekspresyonunu
arttirmasidir (Karadeniz, Z., 2019). Yapilan baska ¢alismada ise HelLa hiicresi iizerinde

Metformin denenmis ve hiicre 6liimleri gézlemlenmistir (Yudhani, R. ve dig.,2016).

Sisplatin, kanser galismalarinda kullanilan en etkili ilaglardan biridir. DNA'daki purin
bazlartyla capraz baglanma yetenegiyle ile etki gosteren sisplatiny DNA onarim
mekanizmalarina miidahale etme ve kanser hiicrelerinde apoptozu diizenleme gibi rollerde
de etki gosterir. Tek basina bir¢cok kanser hiicresinde kullanildig: gibi kombine halinde de

kullanim tizerinde ¢alismalar mevcuttur (Dasari, S. ve Tchounwou, P.B.,2014).

Tez calismasinda HeLa hiicre hatt1 kullanilarak Metformin ve Sisplatin ilaglarinin ¢esitli
dozlarda etkileri incelenmistir. 2D ve 3D olarak gelistirilen model hiicre hatlar1 Sisplatin
ve Metforminin LDso degerleri ve katlart hem ayr1 ayri, hem de birlikte HeLa hiicre hatlari
tizerinde uygulanmistir. HeLa hiicre hatti lizerinde iki ilacin da etkileri 72.saate kadar

incelenmistir.
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3D hiicre hattinda Metformin etkisi LDso degerinde 72.saatte etki gdsterirken LDso
degerinin 4 katindan sonraki katlarinda 24.saatinde hiicrenin 3 boyutlu formasyonunu
bozdugu goézlemlenmistir. Sisplatin etkisi ise LD50 degerinde ciddi bir degisiklik yokken
LD50 degerinin 4 katindan sonra etki gosterdigi gézlemlenmistir. Sisplatin, hiicrelerin 3
boyutlu yapisint bozmadan hiicreleri dldiirlirken Metformin 3 boyutlu yapiyr bozup
hiicreleri dagitmistir. ilaglarin ikisi birden verildiginde LDso degerinin 2 katinda hiicre
Oliimii 48. saatte baglamistir ve 4 katindan sonraki katlarinda da Metforminde oldugu gibi

hiicrenin 3 boyutlu formasyonu 24.saatten itibaren bozulmaya baslamistir.

Yaptigimiz tez c¢alismasinda 3D hiicre modellerini kullanmamizin amaci in Vivo
calismalara alternatif olma 6zelligidir. {lag arastirmalarinda deney hayvanlarindan sonra en
giivenilir yontem 3D ¢aligmalaridir. Clinki insan viicuduna en uygun olan formasyon 3D
hiicre hattidir. Bu ¢alismada 2D hiicre hatlarina uygulanan ilag dozlari, 3D model yapida
etkisini gostermemektedir. Sistemik yapiya benzer sekilde kanser hiicrelerini 6liimii i¢in

daha yliksek dozlara gereksinim vardir.

Motilite analizinde hiicrelere yara agilarak kapanmas1 72 saat icinde kapanma hizi ve hiicre
olumleri degerlendirilmistir. Kontrol hiicresinde her saat yavasga yara kapanmaya
baglamistir. Metforminin 2D HelLa hiicresinde aktivitesi 3D’ye gore daha hizli oldugu
gozlemlenmistir. Metforminin LDso ve diger katlarinda 24.saatte hiicre Oliimleri
gerceklesmigstir. Sisplatinin aktivitesine bakildiginda Metformin kadar etkili olmadig:
goriilmiistiir. Sisplatin LDso degerinde 72.saatte cok az hiicre lizerinde etki gosterirken
LDso degerinin 6 katindan sonra ciddi hiicre Oliimleri goriilmektedir. Sisplatin ve
Metformin birlikte kullanildiginda ise her dozda 72.saatte hiicre 6limleri fazladir ancak

24.saat 6luimleri, dnemli 6lctide LDso degerinin 6 katinda gergeklesmistir.

2 boyutlu hiicre istilas1 analizinde ise hiicreler 48.saatte giemsa ile boyanarak canlilik
tespiti yapilmistir. Metformin LDso degerinin 4 katindan itibaren etki gosterirken
Sisplatinde ayn1 etki LDso degerinin 8 katinda goriilmiistiir. iki ilacin birlikte verilmesinde

ise LDso degerlerinin 4 katindan sonra etki gozlemlenmistir.

Tiim bu verilere bakildiginda Metforminin Sisplatine gore HeLa hiicre hatti iizerinde etkisi
daha kuvvetlidir. Metformin ve Sisplatinin birlikte kullaniminda ise Metformin etkilerine
yakin sonuglar elde edilmis olmasi Metforminin daha etkili oldugunu agiklamaktadir.
Ancak Metforminin hiicre 6liimiinde daha kuvvetli olmas1 klinik boyutta diisiiniildiigiinde

yan etkilerinin de fazla olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica bu ilaglarin etkileri
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organizma boyutunda diislindiiglimiizde 3 boyutlu hiicre hatt1 lizerinde yapilan ¢aligmalarin
daha 6nemli yer tuttugunu sdylemek miimkiindiir. /n vivo sisteme 2 boyutlu hiicre hatlarina
kiyasla 3 boyutlu hiicre hatlarinin daha yakin olmasi ilag etkilerinde daha saglikli sonuglar
verdigini diistiniilmektedir. Gegmiste yapilan bir ¢alismada 3 boyutlu gelistirilen insan
yumurtalik kanser hiicrelerinin 2 boyutlu yapilarina gére daha giicli, ilaglar karsisinda
daha kararh bir yapilari oldugu gosterilmistir (Yenmis, G.,2020). ila¢ etkilerine
bakildiginda da 3 boyutlu hiicre hattinda daha ge¢ veya daha yiiksek dozlarda ortaya ¢iktigi

gorilmistiir.

Yapilan bu ¢alisma sonucunda farkli hastaliklarin tedavisinde kullanilan ilaglarin da kanser
tizerinde etkili olabilecegi kanisina varilmistir. Ayrica Metforminin gelecegin ilact olarak
sadece diyabet hastaliklarinda degil kanser ve bunun gibi farkli hastaliklarda da tedavi
yontemi olarak kullanilacagimin sinyallerini vermektedir. Metformin etkisinin Sisplatin
etkisine gore daha basarili olmasi yeni tedavi sekli olarak bir 151k yakmistir. Ancak 3
boyutlu yapida cekirdek yapisin1 da dagitarak hiicreleri dldiirmesi ve 3 boyutlu yapiy1
O6nem arzetmektedir. Bu yiizden heniiz literatiire gegmis Metformin ile tedavi s6z konusu
degildir. 1Ileriki calismalarimizda ilag direngli ve duyarli kanser hiicre hatlarinda
Metformin ve Sisplatinle birlikte, klinikte kullanilan diger kemoterapdtiklerin mRNA ve

protein diizeyindeki etkilerinin aragtirilmas: planlanmaktadir.
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