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Giris

Diinya genelinde 2013 yilinda 381.8
milyon kisiye DiabetusMellitus (DM) tanisi
konulmus 2035 yilinda bu say1 % 55 artarak 591.9
milyon kisi ile diinya capinda DM yayginlig
dramatik bir sekilde artacagi oOngoriilmektedir
(1).Son yillarda goériillme orani giderek artmakta
ve onemli saglik sorunlarina neden olmaktadir.
Ozellikle tip 2 diabetesmellituslu (T2DM), Tip 1
diabetesmellitus (T1DM)’a gore 9-10 kat daha
fazla goriilmektedir. Diyabete sekonder gelisen
bobrek hastaliklar, korlik gibi klinik tablolar
diyabetin  topluma  yiikiini  arttirmaktadir
(2).Tedavi yaklasimi yasam tarzi degisikliklerine
odaklanir, diyet ve fiziksel aktivite arttirilmasi ile
orta derecede kilo verme hastalara tavsiye edilir.
Bununla birlikte insiilin duyarliligini arttiran
ilaclar, lipid dusiirticii ilaglar, vitamin E gibi
antioksidanlar ve D3 vitamini takviyesi ilag
tedavisi olarak tedaviye dahildir (3).T2DM
tedavisinde oral antidiyabetikler 6nemli bir yer
tutar. Thiazolidinedionlar yag metabolizmas1 ve
dagilimi iizerine etkisi olan, yag dokuda bulunan
peroksizomproliferatoraktivatdr reseptdr gama
(PPARg) ile etki ederek gosterirler. Bu etki ile
TG'lervisseral yag dokusundan ayrilip subkiitandz
dokuya gegerler. Ayrica insiilin direncine neden
olan interlokin (IL)-6 ve tiimor nekroz faktorii
(TNF)-a sitokinlerinkonsantrasyonlarini1  azaltip,
adiponektin  diizeylerini  arttirirlar.  Bunun
sonucunda insiilin duyarlilig1 artar (4).Pioglitazon
Tip 2 DM bir

tedavisinde  kullanilan

Thiazolidinedion grubu oral antidiyabetiktir (5).

DM ve kanser arasindaki iliski ¢oklu

epidemiyolojik calismalar ile, T2DM hastalarda
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cesitli malignitelerin artan riskini (hem insidansi
hem de mortaliteyi) vurgulamistir. Diyabet ve
kanserler arasinda gastrointestinal sistemi (GI)
etkileyen baglant1 6zellikle kolon, pankreas ve
hepatoseliiler kanserlerdir. Onemlisi, DM ile
iliskili artmis kanser riskinin viicut kitle
indeksinden (BKI) bagimsiz oldugu bulunmustur.
Bu nedenle, DM bagimsiz bir risk faktoriidiir.
Karaciger kanserleri kanserlerden 6liimlerin
altinc1 sebebidir. Karaciger kanseri etyolojisinde
metaboliksendrom, obezite, kronik hepatit B ve C
infeksiyonu, siroz, non-alkolik steatohepatit
(NASH), aflatoksin B1 veya diger mikotoksinler
almaktadir (6

7).Metoboliksendrom; obezite, tip 2 diyabet veya

ve alkol tiiketimi yer
dislipidemi gibi farkli risk faktorlerinden olusan
bir hastaliktir. Obezite ve metaboliksendromda en

onemli sorun insiilin direncidir (8).

Bu calismada karaciger kanseri
etyolojisinde yer alan Tip 2 DM tedavisinde sik¢a
kullanilan pioglitazonun, karaciger kanseri hiicre
hatt1 tizerinde hiicre proliferasyonu iizerine etkisi

arastirilmistir.

Gere¢ Ve Yontem
Materyal

Insan karaciger kanser hatt1 modeli olarak Hep3B
kullanildi. Hiicre kiiltiirii materyalleri Gibco’dan
almarak temin edildi. Bu c¢alismada kullanilan
pioglitazon eczaneden temin edildi. Pioglitazon
steril distile su i¢cinde 5 mM konsantrasyonda

hazirlanip -20°C sakland..

'



Hiicre Kiiltiirii

Insan karaciger kanser hatti Hep3B %5 CO2
atmosfer kosullarinda etiivde, 37°C’de biiyiitildii.
Hiicreler 75cm2  flasklarda DMEM medyumu
icinde biiyiitiildi. 15 ml DMEM igerisine 0,2 mM
L-Glutamin ve % 10 1s1 ile inaktive edilmis FCS
(FetalCalf Serum) eklendi.

Sitotoksisite Deneylerinin Kurulmasi

Sitotoksisite deneyleri kurulmadan once, hiicre
sayisinin belirlenmesi gerekmektedir. Bu islem

icin, hemositometre lami kullanildi. Bu lam

hiicre siispansiyonun mililitresindeki hiicre sayisi
hesaplamada kullanilan bir lamdir. Canli ve 6li

hiicreleri ayirt etmek icin 10 pl hiicre

hacimde trypanblue

3-5 dakika oda

siispansiyonu esit

(1:1dilusyon oraninda) ile
sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra mikroskop
altinda  canlh hiicreler sayildi, hiicre
siispansiyonundan 5000 hiicreyi igeren miktarda
cozelti

almip, 96 kuyulu Kkiiltiir plakalarina

konuldu. Hiicreler bulunduklar

ylzeye

tutunmalari i¢in 1 giin bekletildi.

Hep3B hiicreleri biyiitiildiikleri flask yiizeyini
%75-80 oraninda kadar
flask
uzaklastirildi ve hiicreler steril PBS ile 3 kez
yikandi. 75 cm2 flasklara 2 ml Tripsin-EDTA

eklendi ve 5 dakika CO2 ‘li inkubatordeinkiibe

kaplayacak

biiytidiiklerinde, icerisindeki  medyum

edildi. Mikroskop altinda hiicrelerin yiizeyden
ayrildigr goriildiigiinde 5 ml medyum eklenerek
Tripsin-EDTA inaktive edildi. 5 dakika 1000
rpm’de santrifiij edilerek ile hiicreler ¢oktiiriildii.
Ustte kalan supernatant atildi, pellet 10ml kadar

medyum ile ¢oziildii. Tripan mavi boyamas: ile
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stispansiyondaki canli hiicre sayis1 belirlendi. 96
kuyucuklu plakada her bir kuyucukta hiicre sayisi
5000 olacak sekilde hiicre ekimi yapildi. Her bir
kuyucuga son hacim 200 pl olacak sekilde %10
FCS iceren DMEM medyumu eklendi. Ekim
isleminden sonra, hiicreler CO2’ 1i inkiibatorde 24
saat inkiibe edildi. 24 saatin sonunda %0,1 BSA
iceren medyum eklendi. 1 saat sonra farkli
dozlarda pioglitazon uygulandi. 3, 6, 24, 48 ve 72
550 nm de

saatlerde  MTT testi yapildi.

absorbanslari alindi.

MTT ((3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide) Testi

MTT testi hiicrelerin canlilig1, proliferasyonu ve
sitotoksisite Ol¢limii i¢in kullanilan ve Kkantitatif
kolorometrik bir yontemdir. MTT testinde temel
prensip canli hiicrelerin MTT (tetrazolium tuzu)
'yi formazan kristallerine doniigtiirmesi esasina
dayanir. Bu metod ile istenilen inkiibasyon
periyodundan sonra ( 3, 6, 24, 48 ve 72 saat)
hiicrelerin bulundugu ortama, son konsantrasyonu
0,5 mg/ml olacak sekilde stok MTT soliisyonu
eklenir ve %5 CO2 iceren ortamda, 4 saat, 37
oC'de inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda medyum
uzaklastirilip; 0.004 M HCI igeren isopropanol ile
kristaller ¢oziliir ve UV spektro okuyucu ile 550

nm dalga boyunda absorbans alinir.
Istatisiksel Analiz

Istatistiksel degerlendirme Minitab 15 programi
ile yapilmistir. UV spektroda 550nm de alinan
absorbans  degerlerinin ortalamalari, standart
sapmalar1 alinip ve Mini Tab, OneWay analizi

kullanilarak sayisal degerler kontrol hiicreleri ile
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altindaki

karsilagtirilarak ~ yapilmistir.  p<0,05

degerler anlamli kabul edilmistir.
Bulgular

Bu calismada oral antidiyabetik pioglitazon, farkl
zaman araliklarinda ve farkli dozlarda karaciger
kanseri hiicrelerine uygulandi. Istatistiksel olarak
pioglitazonun 1, 2.5 ve 5 mM dozlarda karaciger
kanseri lizerine etkisinin olmadig1 gozlendi. (Sekil

1)

Pioglitazon
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Sekil 1. 3, 6, 24, 48 ve 72 saat zaman

araliklarinda ve 1, 2.5 ve 5 mM konsantrasyonda
pioglitazon uygulanmig insan karaciger kanser
modeli Hep3B hiicrelerinin sitotoksik degerleri.
NT, belirtilen zaman araliklarinda hiicrelere
herhangi bir madde uygulanmamis kontrol
hiicrelerini isaret etmektedir. * Istatistiki analizler
sonucu anlamli goriilen yani p<0,05’in altinda

olan degerleri temsil etmektedir.
Tartisma

Glinlimiiz toplumlarinda Tip2 DM son
derece 6nemli bir saglik sorunudur. Bununla ilgili

olarak oral antidiyabetikler cok stk

(
.
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kullanilmaktadir. Karaciger kanserinin
etyolojisindemetaboliksendrom yer almaktadir.
Metabolik  sendromun en 6nemli  klinik

bulgularindan biride Tip 2 DM ‘tir.Diyabet ile
kanser riski arasindaki iliski insiilin ve insiilin
benzeri biiyiime faktorii (IGF) -1 ile iligkilidir;
IGF-1
kanserlerde saptanmistir (9). Bu amagla bu

reseptOriiniin  asir1  ekspresyonu  ¢esitli
caligmada oral antidiyabetik olarak kullanilan
pioglitazonun karaciger kanseri hiicrelerinde hiicre

proliferasyonu iizerine etkilerini incelendi.

Tubaki ve ark. 1 yapmis olduklar

caligmada, Pioglitazonun neden oldugu apoptozun
altinda yatan mekanizmay1 arastirmislardir. Bu

calismada benzer konsantrasyonlarda

pioglitazonun, yiiksek veya diisik PPARy

seviyeleri ifade eden kanser hiicrelerinde 6liimciil
Yine calismada

oldugu gosterilmistir. ayni

pioglitazonun, sinyal

(STAT3) ve

aktivasyonu ve
transkripsiyon 3 Survivin
ekspresyonunun aktivatoriinii bastirdigr ve bunun
hiicrelerdeki apoptozu indiikleyici faktor (AIF)
seviyelerini arttirdigi bulunmustur. Sonug¢ olarak
pioglitazonun bir PPARy'den bagimsiz bir yol ile
apoptozu indiikledigini, dolayisiyla pioglitazonun
farkli kanserlerin ilerlemesini kontrol etmek ig¢in
bir

madde  olarak

(10).

calismamizda kullandigimiz pioglitazon dozlar ile

potansiyel terapdtik

tanimlanabilecegi  sOylenmistir Bizim

karaciger kanserinde hiicre oOliimi iizerinde

herhangi bir etki gézlenmedi.

Xiong ve ark. nimn yapmis olduklar

calismada; pioglitazonun akciger kanserinin
onlenmesinde roliiniin altinda yatan
mekanizmalar1  incelemek i¢in  transkriptom
]
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dizilemesi (RNA-Seq) yapmuslar ve akciger
adenokarsinomali farelerin solunum yolu epitel
hiicrelerinde K-ras sinyalizasyonunun pioglitazon
tedavisi ile inhibe oldugunu bulmuslardir. Bu
caligma pioglitazonun hava yolu epitelinde Kras
sinyal yolagin1 ve glikoz metabolizmasini inhibe
etmesine bagli olarak akciger adenokarsinomunu
onleyebiliyor

(12).

olabilecegini  diislindiirmektedir

Thiazolidinedionlarin mesane kanseri ile

iligkisi olup olmadigina dair bir¢ok ¢alisma
yapilmistir.  Ozellikle pioglitazonun  mesane
kanseri {lizerine etkisi c¢aligmalarinda veriler

birbirinin tam aksini ifade etmektedir. Piccini ve
ark.nin yapmis oldugu calismada antidiyabetik
olarak pioglitazon kullanan c¢ocuklarda mesane
kanseri goriilme sikliginin arttigi, gliklazid ve
akarboz kullanan cocuklarda yine riskin arttigi
ama bu riskin pioglitazon kullananlardan daha
diisiik oldugu gosterilmistir. (12). Rosiglitazon ile
yapilan klinik arastirmalarda, mesane kanseri ile
rosiglitazon kullanimi arasinda anlamli bir iligki
bulunmadig: bildirilmistir (13). Filipova ve ark. 1
yapmis olduklar1 ¢alismada pioglitazon kullanimi
ile mesane kanseri riski arasinda herhangi bir

baglanti bulunmadigini gostermislerdir (14).

Pankreas kanseri fare modelinde,

Pioglitazone, Rosiglitazone, Gemcitabin tek

basmma ve bu ilaglarin kombinasyonlarinin
uygulanmasinin tiimor ilerlemesi, farede sagkalim
ve metastazlar lizerine etkisinin degerlendirildigi

Bunt ve ark.nin yaptig1 ¢aligmada, Rosiglitazone

ve Gemcitabin kombinasyonu, tek bagina
Gemcitabine ile karsilastirlldiginda,  timor
ilerlemesini ve metastazlarimi O6nemli Ol¢iide
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azaltigi, bu etkiyi artmig apoptoz ile

gergeklestirdigi  ve genel sagkalimi G6nemli
derecede uzattigini gostermislerdir. Yiiksek doz
Rosiglitazone ve Gemcitabin tedavisinin, 6zellikle
T regiilator hiicreleri de dahil olmak iizere
bagisiklik baskilayict mediyatorler tizerindeki

etkisini gosterdigini belirlemislerdir (15).

Hsiao ve ark.nin pioglitazonun hepato-
antioksidan
iliskili

koruyucu  etkisinin, savunma

mekanizmasinin  diizelmesi ile olup
olmadigini arastirmak i¢in yaptiklari c¢aligmada,
C57BL / 6 farelerine sirasiyla % 30 yaglh diyet,
100 mg / kg / giin pioglitazon 8 hafta boyunca
verilmistir. Bunun sonucunda dokularda oksidatif
stres sonucunda olusan oksidatif DNA hasarinin,
enzimatik antioksidan savunma molekiillerinin
artmasi ile DNA onariminin gergeklestigini tespit
etmislerdir. Bu caligmada yliksek yagl bir diyette,
pioglitazonun hepatik oksidatif DNA hasarinin
zayiflatilmasinda, antioksidan savunma
mekanizmasi ve oksidatif DNA tamir aktivitesinin
artmasinda rolii oldugu gosterilmistir. Bu durum,
karaciger kanseri etyolojisinde bulunan, alkolik
olmayan yaglh karaciger hastalig1 olan hastalarda

pioglitazon tedavisinin klinik yarar1 olabilecegini

aciklayabilir (16).

Sonu¢ olarak bu c¢alismada karaciger

kanseri hiicre hattinda Pioglitazonun hiicre

canlilif1 iizerine etkisi gdsterilmeye c¢aligilmistir.

lleriki  calismalarda  pioglitazonun  farkli

konsantrasyonlar1 eklenerek ve apopitotik yolak
caligmalar1 ile pioglitazonun karaciger kanser

hiicreleri ~ lizerine  etkileri daha  ayrtih

arastirilarak calisma genisletilebilir.
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