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BAS ve BOYUN KANSER HUCRELERININ HIPOKSiK MIKROCEVRESINDE
HIF-1a ile ILISKILI MITOKONDRIYAL GLUKOZ METABOLIZMASININ
ROLUNUN INCELENMESI

Seniz Inang Siirer
Dokuz Eyliil Universitesi, Saglik Bilimleri Enstitiisii, Biyokimya Anabilim Dal:

35340 Inciralt1 /izmir

OZET

Giris: Son derece agresif bir malign tiimér olan oral skuaméz hiicreli karsinom, bas ve boyun
kanserlerinin bir alt tliridiir ve diinya ¢apinda 6.sirada yer almaktadir. Oral kanserlerin tedavisinde
kullanilan temel tedavi yontemleri cerrahi, radyoterapi ve/veya kemoterapidir. ilaglarin yeniden
konumlandirmast FDA-onayli mevcut ilaglarin, basta kanser olmak iizere farkli hastaliklarin
tedavisindeki potansiyel etkilerini belirlemek amaciyla kullanilan bir ilag tasarim yontemidir. Bu
kapsamda Tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan Metformin ve laktik asidoz tedavisinde kullanilan
Dikloroasetat, FDA onayli metabolik ajanlardir ve tiimoér metabolizmasi {izerindeki etkileri

nedeniyle kanser tedavisinde kullanilabilecek potansiyele sahiplerdir.

Amag: Bu calismanin amaci; oral skuamoz hiicreli karsinom hiicre hattinda (UPCI-SCC-131)
Metformin ve Dikloroasetat’in hiicre canliligi, HIF-1a and PDK-1 ekspresyonlari ve mitokondiyal

metabolizma tizerindeki etkilerinin incelenmesidir.

Yéntem: ilk olarak, UPCI-SCC-131 hiicreleri normoksik (%20 O2, 37°) ve hipoksik kosullar (%1
02, 37°) altinda 72 saat boyunca farkli konsantrasyonlarda Metformin ve Dikloroasetat ile muamele
edildi ve 1Cso degerleri belirlendi. Metformin ve DCA kombinasyonlarinin sinerji gdsterip
gostermedigi CompuSyn software ile incelendi. Belirlenen ilag dozlar1 48 saat boyunca hiicrelere
uygulandiktan sonra HIF-1a ve PDK-1 mRNA ekspresyon diizeyleri Real-Time PCR; protein
ekspresyon diizeyleri ise Western Blot yontemi ile incelendi. Bunun yani sira ilaglarin metabolizma

tizerindeki etkileri Seahorse XF Analyzer ile degerlendirildi.



Bulgular: Metformin ve Dikloroasetatin normoksik kosullardaki ICsg degerleri sirasiyla 4mM ve
30mM iken; hipoksik kosullarda 14mM ve 40mM bulundu. Tiim kombinasyon gruplarindaki Cl
degerlerinin (0,46-0,80) 1’in altinda olmasi, UPCI-SCC-131 hiicrelerinde Metformin ve DCA'nin
hiicre canlilig1 iizerinde sinerjistik bir etkiye sahip oldugunu gosterdi. Metformin uygulamasi
sonucunda UPCI-SCC-131 hiicrelerinde HIF-1oo ve PDK-1 mRNA ekspresyon diizeylerinin
degismedigi, protein ekspresyon diizeylerinin ise anlamli olarak azaldig: belirlendi. Dikloroasetat
uygulanan hiicrelerde ise PDK-1 mRNA ve protein ekspresyonlarinin anlamli olarak azaldigi, HIF-
la protein ekspresyon diizeylerinin ise doza bagli olarak azaldig: belirlendi. Ek olarak, metabolik
akis deneyleri uygulandiginda ise UPCI-SCC-131 hiicrelerinin hiicresel fenotipinin Metformin
kullanimi ile glikolitik yone kaydigi, Dikloroasetat kullanimi ile enerjitik yone kaydigi gosterildi.

Sonu¢: Sonug¢ olarak elde ettigimiz verilerin gelecekte oral skuaméz hiicreli karsinom
metabolizmasini hedef alan ve anti-timorijenik 6zelliklere sahip yeni terap6tik kombinasyonlarin

gelistirilmesine katkida bulunacagini 6ngérmekteyiz.

Anahtar Sozciikler: Oral kavite kanser hiicre hatti, Metformin, Dikloroasetat, HIF-1 alfa



INVESTIGATION OF THE ROLE OF MITOCHONDRIAL GLUCOSE METABOLISM
RELATED WITH HIF-1a IN THE HYPOXIC MICROENVIRONMENT OF
HEAD AND NECK CANCER CELLS

ABSTRACT

Introduction: Oral squamous cell carcinoma, highly aggressive malignant tumor, is sixth cancer
worldwide and a subtype of head and neck cancers. The basic treatment methods of oral cavity
cancer are surgery, radiotherapy and/or chemotherapy. Drug repositioning is a drug designing
method in which available FDA-approved drugs are determined for their potent effects in different
diseases especially cancer. In this context, Metformin, used in type 2 diabetes, and Dichloroacetate
(DCA), used in lactic acidosis, are FDA approved drugs and have potential in cancer therapy for

the effects on tumor metabolism.

Objective: The aim of this study is to investigate the effects of Metformin and Dichloroacetate on
cell viability, HIF-1o and PDK-1 expressions, and mitochondrial metabolism in the oral squamous
cell carcinoma cell line (UPCI-SCC-131).

Method: At first, UPCI-SCC-131 cells were treated with Metformin and Dichloroacetate at
different concentrations for 72 hours under normoxic (20% Oz, 37°C) and hypoxic conditions (1%
02, 37°C) and ICso values were determined. The synergism of Metformin and DCA were analyzed
with CompuSyn software. Gene and protein expression levels of HIF-1o. and PDK-1 were
examined by Real-Time PCR and Western Blot, respectively. In addition, the effects of drugs on
metabolism were evaluated by Seahorse XF Analyzer.

Results: The 1Cso values of Metformin and Dichloroacetate under normoxic conditions were 4mM
and 30mM; under hypoxic conditions were 14mM and 40mM, respectively. Combination index
values in all combination groups (0.46-0.80) below 1 showed that Metformin and DCA in UPCI-
SCC-131 cells had a synergistic effect on cell viability. After Metformin treatment, HIF-10 and
PDK-1 mRNA expression levels did not change and protein expression levels decreased
significantly in UPCI-SCC-131 cells. PDK-1 mRNA and protein expressions were significantly
decreased in Dichloroacetate-treated cells. In addition, metabolic flow experiments showed that



Metformin shifted cellular phenotype into glycolytic pathway and Dichloroacetate into the

energetic pathway.

Conclusion: We conclude that the data we have obtained will contribute to the development of
new therapeutic combinations with anti-tumorigenic properties which targeted the oral squamous

cell carcinoma metabolism in the future.

Key Words: Oral cavity cancer cell line, Metformin, Dicholoroacetate, HIF-1 alpha



1. GIRIS ve AMAC

1.1. Problemin Tanimi ve Onemi
Oral kanserler, ag1z yapisini veya dokusunu etkileyen malign neoplazmalardir ve %90'dan fazlasi
ag1z ve orofarinks mukozalarinda ortaya ¢ikan skuamoz hiicreli karsinomlardir [1]. Oral skuamoz
hiicreli karsinom (OSCC) agresif bir tiimdr olup kanser tani ve tedavisinde kaydedilen ilerlemelere
ragmen 5 yillik sagkalim oranmi oldukga diistiktiir. Solid ve malign olan bu tiimérlerde hipoksik
doku alanlar1 olduk¢a yaygindir ve bu durum da lokal ve sistemik kanser progresyonuna ve

kemo/radyoterapiye direng olusumuna katkida bulunmaktadir.

Aerobik kosullar altinda saglikli hiicreler enerjiyi mitokondride glukozdan adenozin trifosfat
(ATP) olarak iiretirken; anaerobik kosullar altinda laktik asit tireten glikoliz yoluyla elde eder [2].
Kanser hiicreleri oksijen varliginda “Warburg etkisi” denilen aerobik glikoliz yoluyla enerji
tiretebilirler [3]. Oral skuamoz hiicreli karsinom gibi ¢ogu kanser hiicresi, normal hiicrelere kiyasla
enerji metabolizmalarini yeniden programlayarak spesifik enerji ihtiyaclarini karsilarlar. Hiicresel
enerji agisindan 6nemli olan faktorlerden biri de, hipoksik kosullar altinda eksprese olan “Hipoksi
indiiklenebilir faktor-l alfa” (HIF-1o) molekilidiir [4]. HIF-1a ekspresyonu OSCC progresyonu,
anjiyogenez, lenfanjiyogenez, radyo/kemoterapiye direng ve zayif prognoz ile iligkilidir [5] (Sekil
1).
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Sekil 1. Hipoksi indiiklenebilir faktér 1-a'nin oral skuamoéz hiicreli karsinomdaki rolii. Hipoksi
altinda, sitokinler ve biiylime faktorleri, aktive c-JUN NH2-terminal protein kinazi (JNK) ve p38
proteinleri, HIF-1a birikimini uyarir bunun sonucunda vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF),
BCL2 ile iliskili X proteini (BAX), GLUT-1 ve PDK-1 de dahil olmak iizere 60'tan fazla genin

aktivasyonuna yol agar.

Metformin en ¢ok regete edilen oral anti-diyabetik ilaglardan biri olup Tip 2 diabetes mellitus igin
ilk basamak tedavidir [6]. Metformin, glikoneogenezin inhibisyonuna, ince bagirsaktan glukoz
emiliminin azaltilmasina, hiicrelerde glikoz aliminin arttiritlmasina ve plazmadaki serbest yag asidi
konsantrasyonunun azaltilmasina aracilik eden anti-hiperglisemik bir etkiye sahiptir [7]. Cok
sayida retrospektif calisma, metforminin kanser gelisim riski ve kansere bagli 6liimlerde azalma
ile iliskili oldugunu ortaya koymustur. Ozellikle Warburg etkisi gosteren tiimor hiicrelerinde
metforminin bu etkiyi azalttig1 ve sonug olarak kanser kok hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigi

yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir [8].

Giintimiizde laktik asidoz tedavisinde kullanilan Dikloroasetat (DCA), piruvat dehidrogenazi
(PDH) fosforilleyerek inaktif hale getiren piruvat dehidrogenaz kinazi (PDK) inhibe eder ve hiicre



metabolizmasini glikolizden mitokondriyal glukoz oksidasyonuna cevirir. Glukoz metabolizmasi,
OSCC'nin ilerlemesinde ¢ok 6nemli bir faktor olup glikolitik fenotip OSCC hastalarinda prognoz
ve genel sagkalim agisindan 6nemli bir belirtegtir [9]. Dolayisiyla kanser hiicrelerinde yaygin olan
Warburg etkisinin DCA ile farmakolojik inhibisyonu sonucu hipoksinin tetikledigi PDK-1
ekspresyonunun azalmasi, OSCC tedavisi i¢in gelistirilecek olan yeni stratejiler agisindan oldukga

Onemli bir hedeftir.

1.2. Arastirmanin Amaci
Bu projenin amaglari: oral skumoz hiicreli karsinom hiicre hattinda (UPCI-SCC-131) Metformin
ve Dikloroasetatin (DCA) hipoksik ve normoksik kosullarda hiicre canliligini, HIF-1a ve PDK-1
gen/protein ekspresyonlarini ve mitokondriyal enerji metabolizmasi tizerindeki fonksiyonel
etkilerini incelemek; boylelikle oral kavite kanseri tedavisinde bu ilaglar1 yeniden konumlandirarak
OSCC tedavisine katki saglamaktir. Bu amaca ulagmak i¢in belirlenen hedefler asagida maddeler

halinde sunulmustur:

1. Metformin ve DCA’nin hipoksik ve normoksik kosullardaki UPCI-SCC-131 hiicrelerinde
hiicre canliligin1 %50 inhibe eden konsantrasyonlarinin (ICsp) ve sinerjistik etki gosteren
kombinasyon dozlarinin belirlenmesi.

2. Metformin ve DCA’nin ayr1 ayri ve kombine olarak uygulanmasi sonucunda hipoksik ve
normoksik kosullardaki HIF-1a ve PDK-1 gen ve protein ekspresyonlarinin RT-PCR ve
Western Blot yontemleri ile incelenmesi

3. Metformin ve DCA’nin uygulanmasi sonucunda normoksik kosullardaki UPCI-SCC-131
hiicrelerinde agagida belirtilen mitokondriyal enerji metabolizmasindaki degisimlere bagl

etki mekanizmalarinin belirlenmesi (Glikolitik hiz ve mitokondriyal respirasyon)

1.3. Arastirmanin Hipotezleri
Projenin hipotezi; "Oral skuamoz hiicreli karsinom hiicrelerinde Metformin ve DCA ayr1 ayri ve
kombine olarak, Piruvat Dehidrogenaz Kinaz-1 ve HIF-1a gen/protein ekspresyonlarini azaltarak

hiicre metabolizmasini yeniden programlamaktadir” olarak kurulmustur.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Oral Skuamoéz Hiicreli Karsinom ve Tedavi Yaklasimlari
Bas ve boyun skuamdéz hiicreli karsinom (HNSCC) yilda yaklasik 500.000 yeni vakanin
bildirildigi, diinyada en sik goriilen 6. kanser tiirii olup bas ve boyun kanserlerinin %90'indan
fazlasin1 olusturur. Oral kavite, farinks, larinks, sinonazal alt birimlerini kapsayan iist sindirim
sisteminin mukozal ylizeylerinden meydana gelmektedir. Tiitlin ve benzeri {irtinler, alkol kullanimi
onkojenik virtislere (Human Papilloma Viriis, HPV) maruz kalma, beslenme yetersizligi ve genetik
yatkinlik HNSCC gelisim riskini arttirmaktadir [10].

Cogu oral kavite ve dudak kanseri skuamoz hiicrelerde baslar ve skuamdz hiicreli (yassi hiicreli)
karsinom olarak adlandirilirlar. Kanser biiyiidiikce, kanser hiicreleri daha derin dokulara

yayilabilir. Skuamdz hiicreli karsinom genellikle 16koplazi bolgelerinde gelisir.
Oral kavite asagidaki bolgeleri igerir (Sekil 2):
e Dudaklar,
e Sert damak (agzin catisinin kemikli 6n kismi),
e Yumusak damak (agzin catisinin kaslt arka kismi),
e Retromolar trigon (bilgelik dislerinin arkasindaki alan),
e Dilin 6n tgte ikisi, gingiva (dis eti),
e Bukkal mukoza (dudaklarin ve yanaklarin i¢ astar1),

e Dilin altindaki agiz tabani.
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Sekil 2. Oral kavite anatomisi [11]

Oral skuamoz hiicreli karsinom (OSCC), bas ve boyun kanser tiirleri i¢erisinde predominant bir
kanser tiiriidiir ve genellikle hastalara ileri evrede teshis konmasi nedeniyle morbidite ve mortalite
oran1 ylksektir (Kamangar vd., 2006; Marur vd., 2008). Sagkalim orani, karsinom evresi
ilerledik¢e azalmaktadir ve metastaz olmayan OSCC’ler igin 5 yillik sagkalim orant % 80 iken,
bolgesel ve yayilmis OSCC’lerde sirasiyla % 59 ve % 36'ya diismektedir [12]. Giintimiizde oral
kanserlerin tedavisinde TNM evrelemesi (T, timdr penetrasyonunun derinligi; N, lenf nodunun
varlig1 veya yoklugu; M, uzak metastazin varligini veya yoklugu) ve primer bolgeye bagli olarak
cesitli kombinasyonlarda cerrahi rezeksiyon, radyoterapi ve kemoterapi uygulanmaktadir [13],
[14]. Sinirh veya erken evre (evre I ve II) hastalariin yaklasik %40'inda genellikle tek basina
cerrahi veya radyoterapi uygulanir. Lokal olarak ilerlemis hastaligi olan (evre III ve IVA/B),
rezekte edilebilen veya edilemeyen hastalarin ¢ogunda tedavi platin bazli (sisplatin gibi)

kemoradyoterapi gerektirir. Metastatik tedavi iyi performans sergileyen hastalar i¢in kombinasyon



kemoterapi, diisiik performans gosteren hastalar i¢in ise tek ajanli kemoterapi veya destekleyici
bakim ile saglanir. Lokal veya bolgesel niiksiin tedavisi niiks bolgesine, tiimor yiikiine ve dnceki
tedaviye baghdir [13], [14]. Bu yontemlerin avantajlari oldugu kadar dezavantajlari da
bulunmaktadir. Kemoterapotik ajanlarin  spesifik olmayan dagilimlari normal dokularda
istenmeyen yan etkilere neden olmakta ve tedavi agisindan yetersiz kalmaktadir. Bu durumda

tiimor mikrogevresinde olusan hipoksik ortam tedaviye olan direnci artirmaktadir.

2.2. Tiitmor Mikrocevresi ve Hipoksi Indiiklenebilir Faktor-1

Oral skuamoz hiicreli karsinom genetik olarak heterojen olmasina ragmen bu kanser tiirtinde
timor mikrocevresinde meydana gelen anormallikler yaygin olarak tespit edilmistir. Timor
mikrocevresi, proliferatif sinyalizasyona sahip, timor supresorlerden kagan, hiicre 6liimiine direng
gosteren, replikatif Olimsiizliigli olan, invazyon ve metastazin aktive oldugu, enerji
metabolizmasinin yeniden programlandigi, ilag direncinin indiiklendigi ve anjiyogenezin
tetiklendigi potansiyel bir timor destekleyicisidir [15], [16]. Timor mikrogevresi vaskiiler
anormallikler, oksijenlenme, perfiizyon, pH ve metabolik durumlar igeren cesitli terapotik
stratejilerin gelistirilmesi agisindan biiyiik 6nem tasimaktadir [17], [18]. Bir¢ok kanser ¢esidinde
oksijen konsantrasyonu, anormal kan damarlar1 ve zayif kan akisina bagli olarak normal dokuya
kiyasla belirgin olarak azalma gosterir [19]. Hipoksinin tetikledigi bu durum kanser hiicrelerinin
hayatta kalmalarina ve hipoksik ¢evrede bile prolifere olmalarina izin veren genetik ve adaptif
degisimler gecirmesine neden olur. Bu prosesler malign fenotip ve agresif timor davraniglarina
katkida bulunur [20], [21]. Intratiiméral hipoksi OSCC'nin énemli bir dzelligi olup kemoterapi ve
radyoterapi direncini artirmaktadir. Giinlimiizde kanserin yonetiminde olas1 ilag direncini 6nlemek
icin kombine ilag tedavileri kullanilmaktadir. Bu dogrultuda OSCC gibi hipoksinin etkin oldugu
tiimorlerde hipoksiyi hedef alan spesifik/non-spesifik inhibitorlerin kanser tedavisinde kullanilan

terapotik ilaglarla kombine olarak kullanimina yonelik arastirmalar tizerine odaklanilmaktadir.

Hipoksi indiiklenebilir faktor-1 (HIF-1), hem oksijen iletimini (anjiyogenez) hem de oksijen
tiketimini (glikolitik metabolizma) regiile ederek hipoksik yaniti olusturur [21]-[23]. Bir
transkripsiyon faktorii olan HIF-1, heterodimerize olan HIF-1a ve HIF-1B alt birimlerinden
olugmaktadir. Oksijenlenmenin oldugu normoksik kosullarda HIF-1a, prolil hidroksilaz (PHD)

enzimi tarafindan spesifik prolin rezidiilerinden (Pro-402 ve Pro-564) hidroksillenir [25]. Bu
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hidroksillenme, bir tiimoér supresorii olan von Hippel-Lindau (VHL) proteinin HIF-1a ile
baglanmasi i¢in bir tanima bdlgesi olusturur. VHL, HIF-la'yt hedef alan ubikitin ligaz
aktivasyonunu artirarak HIF-la'nin proteozomal degradasyonuna neden olur [26]. HIF-1o’nin
PHD tarafindan hidroksillenmesi i¢in oksijen, 2-oksoglutarat ve demir gereklidir. Oksijen ya da
demir eksikliginde PHD aktivitesi inhibe olur ve HIF-1a stabil hale gelir. Stabil olan HIF-1a
niikleusa transloke olarak HIF-1p ile heterodimer bir yap1 olusturur ve hipoksi yanit elementlerine
baglanarak fizyolojik ve patolojik proseslerde yer alan alt akim genlerin ekspresyonunu aktive eder
[27] (Sekil 3).
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Sekil 3. Normoksik ve hipoksik kosullarda HIF-10 molekiilii.

Hipokside artan HIF-1 aktivitesi genetik instabilite [28], anjiyogenez [29], metabolizma [30], pH
regiilasyonu [31], invazyon, metastaz, epitelyal-mezensimal doniisiim [32] ve radyasyon
direncinde [33] yer alan ¢esitli gen transkripsiyonlarindaki artis ile iliskilidir. Ayrica yapilan son
aragtirmalarda HIF-1a ekspresyonu ve kemoterapi direnci arasinda gii¢lii bir baglant1 oldugu ileri

stirilmiisttr [34]-[37].
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2.3. Metabolik Tlaglar

2.3.1. Metformin

Metformin (1,1-dimetilbiguanidin hidrokloriir), Tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan bir ajan olup
mitokondriyal elektron transport zincirinde yer alan kompleks | aktivitesinin direkt olarak
inhibisyonundan sorumludur [38]. Boylece mitokondriyal solunum engellenerek proton-aracili
ATP sentezinde diistis gerceklesir. Metformin, LKB-1 (Karaciger Kinaz B-1) bagimli stres yanitini
tetikleyerek enerji sensorii olan AMP-aktive protein kinaz (AMPK) aktivasyonuna neden olur ve
glikoliz indiiklenirken karaciger glukoneogenezi inhibe olur [39]. Elde edilen epidemiyolojik
veriler, Metformin kullanan diyabetik hastalarda, Metformin disinda bir anti-diyabetik kullanan
hastalara gore tiimor progresyonunun azaldigini gostermistir [21]. Ayrica meme, prostat, kolorektal
veya bas ve boyun kanseri olan diyabetik hastalarda Metformin’in gelismis sagkalim ile iligkili
oldugu bulunmustur [40]-[42]. Bununla birlikte Metformin’in bir¢ok insan kanserinde hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi, kanser modeli olusturulan deney hayvanlarinda da timor
biiylimesini baskiladigi gosterilmistir. Wheaton ve ark.’nin yaptigi bir ¢alismada Metformin’in
HIF-1a stabilizasyonunu ve tiimdr hiicrelerinde HIF-hedef genlerin ekspresyonunu azalttig
gosterilmistir [43]. Bu da hipoksik ortamda hayatta kalmak i¢in HIF-1 sinyalizasyonuna bagimli

olan kanser tiirlerinde Metformin’in terapétik rolii olabilecegini diisiindiirmektedir [39] (Sekil 4).
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Sekil 4. HIF-1a protein ekspresyonunun Metformin ile inhibisyonu
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Guimaraes ve ark. yaptigi bir ¢alismada hipoksik kosullar altinda OSCC hiicrelerinde (HaCat ve
SCCO9 hiicre hatlar1) Metformin’in HIF-1a diizeylerini diisiirdiigii ve piruvat dehidrogenaz (PDH)
diizeylerini arttirdig1 gosterilmistir. Bununla birlikte Metformin’in OSCC hiicre proliferasyonunu
ve migrasyonunu baskilarken, apoptotik hiicre sayisim ve kaspaz-3 diizeylerini arttirdigi

bildirilmistir [44].

Metformin’in kemoterapi etkinligi {izerinde sinerjistik etki gosterdigi, terapotik ilag dozlarmin
diistiriilmesinde etkili oldugu yapilan bir ¢ok arastirmada vurgulanmistir [45]-[49]. Bu baglamda
Metformin, gelencksel kemoterapoétik ilaglar ile kombine edilerek anti-kanserojenik ajan olarak
kullanimda biiylik potansiyele sahiptir. Qi ve ark.’nin yaptig1 bir arastirmada, in vitro (HSC3,
SCC3 ve TCA8113 hiicre hatlar1) ve in vivo OSCC'de Metformin’in NF-KB/HIF-1a ekseni ve HIF-
1 regiile eden gen tirlinlerini baskilayarak sinerjistik olarak sisplatin sitotoksisitesini arttirdigini ve
kemoterapi direncini tersine ¢evirdigini ileri stirmiislerdir [50]. Ancak bu ¢alismada tek basina
Metformin kullanildiginda hem in vitro hem de in vivo kosullarda belirgin anti-kanser etki
gostermedigi, bunun sebebinin ise diisiik doz Metformin kullanimindan kaynaklanabilecegi
ongorilmistiir. Benzer sekilde OSCC hiicrelerinde hem in vitro (HSC2, HSC3 ve HSC4) hem de
in vivo kosullarda Metformin ve 5-fluoro urasil (5-FU) ile kombine edildiginde apoptozun daha da
arttig1 gosterilmistir [51]. Griss ve ark. 2015 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada Metformin’in hangi
metabolik yolak iizerinden hiicre proliferasyonu/6liimiine etkisi oldugunu incelemislerdir. Buna
gore, kiiciik hiicreli olmayan akciger kanser hiicreleri (H1299) ve kolon kanser hiicrelerinde
(HCT116), Metformin’in trikarboksilik asit (TCA) dongiisiine glukoz ve glutamin bagimli-
anaplerotik akisi azalttigi ve bunun sonucunda de novo lipid biyosentezi i¢in gerekli olan sitrat
tiirevli Asetil-CoA eksikligine neden oldugunu gostermislerdir. Membran biyosentezi i¢in gerekli
olan lipid sentezinin azalmasi nedeniyle Metformin'in proliferasyonu azalttigin1 vurgulamislardir.
Buna karsilik, hipoksik kosullar altinda veya elektron transport zinciri aktivitesi bozuldugunda,
mitokondriden bagimsiz sitrat iireterek Metformin’in anti-proliferatif etkilerine kars1 hiicrelerin

direng gosterdiklerini ileri stirmiislerdir [52].

2.3.2. Dikloroasetat
Dikloroasetat (DCA), hiicre zarina ve ¢ogu dokuya niifuz edebilen 150 Da agirliginda kiigtik bir

molekiildiir. Laktik asidoz (Metformin’in potansiyel yan etkisi) ve mitokondriyal eksikliklerin
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tedavisi i¢in kullanilan DCA, piruvat dehidrogenaz (PDH) enzimini fosforilleyerek inaktif hale
getiren piruvat dehidrogenaz kinaz (PDK) inhibitoriidiir. Piruvat dehidrogenaz, mitokondriyal
trikarboksilik asit (TCA) dongiisiine giren ve oksidatif fosforilasyon i¢in piruvatin asetil-CoA'ya
dontsimiini katalizlemekten sorumlu olan enzimdir. Kanser hiicrelerinde artan PDK aktivitesi,
piruvatin sitoplazmadan mitokondriye gecisinin azalmasinda etkilidir ve bu durum glikoz

oksidasyonunun azalmasina ve laktat {iretimine yol agmaktadir.

Warburg etkisi olarak adlandirilan glikolitik fenotip, cogu kanser hiicresinde oksijen varligina
ragmen yiiksek oranda glikoliz ve laktik asit iiretiminin gergeklestigi yaygin bir fenomendir [3],
[53], [54]. Bu metabolik 6zellik, kanser hiicrelerinde apoptoz direnci ve metastatik potansiyelde
artis ile iligkili olan genlerin ekspresyonel degisikliklerine neden olmakta ve bu sayede kanser
metabolizmast yeniden programlanmaktadir. Bu nedenle tiimor hiicrelerinde artmis glikolitik
kapasitenin engellenmesi, 6nemli bir kanser tedavi stratejisi saglayabilmektedir. Elde edilen
veriler, serum laktat dehidrogenaz (LDH) diizeylerinin kotii sagkalim ile iliskili oldugunu

gostermektedir [55].

Gatenby ve ark., neoplastik tiimorler genellikle hipoksik mikrogevrede meydana geldigi i¢in, bu
hiicrelerin anaerobik glikolizi primer enerji kaynagi olarak kullandigini ileri stirmiistiir [56]. Bu
adaptasyon, hipoksi ya da hipoksiyi taklit eden durumlarda HIF aktivasyonu ile baglar. Aktive olan
HIF bircok glikolitik enzim, glukoz tasiyicilar ve mitokondriyal enzimlerin ekspresyonlarini regiile
edebilir [57]. HIF tarafindan indiiklenen ve mitokondriyal aktivitenin regiilasyonunda énemli olan
enzimlerden biri de piruvat dehidrogenaz kinaz (PDK) enzimidir [58]. Piruvat dehidrogenaz kinaz
enziminin PDK-1, 2, 3 ve 4 olmak {izere dort izomerik formu memelilerde dokuya 6zgii bir sekilde
eksprese edilmektedir [59] (Sekil 4).
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HIPOKSI

Piruvat Dehidrogenaz

Kinaz HIF-1
PDK1 *  Yag asitleri
PDK2 PDK3 *  Glukokortikoid
PDK4 *  Glukagon
PD Kompleks aktivitesi Apoptoz
* Hiperglisemi * Kanser
* Diabet *  Vaskuler Hastaliklar

Sekil 5. Piruvat dehidrogenaz kinaz izoformlari ve yer aldiklari siiregler

Onkoloji alanindaki giincel ilag denemeleri, hiicre sagkaliminda esansiyel olan yolaklar iizerine
odaklanmasima ragmen segici degildir. Son yapilan calismalar, kansere 6zgli metabolik ve
mitokondriyal yolaklarin hedeflenmesinin kanser tedavisinde segicilik saglayabilecegini

gostermistir. PDK'nin siRNA ya da sentetik inhibitorii olan dikloroasetat (DCA) ile inhibisyonu

peA kanser hiicrelerinin enerji metabolizmasini glikolizden
¢ ClOH oksidatif fosforilasyona ¢evirerek mitokondri-bagiml

— apoptozun indiiklenmesini saglayabilir (Sekil 6).

J— Alkarakooly ve ark., DCA’nin agresif MCF-7 meme

Piruvat ﬂ, Asetil-CoA . . . . i
kanseri ve MC3T3 fare osteoblastik hiicrelerindeki

Krebs Dénglist

etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda, diisik doz

Elektron transport zinciri (ETS) . . .
l DCA’nin meme kanseri hiicrelerinde osteoblast

®l® hiicrelerine gore apoptotik etkisinin daha fazla

v LR oldugunu belirtmislerdir.
p53

|

\LProIiferasyon \LAnjiyogenez TApoptoz

Sekil 6. Dikloroasetat mekanizmasinin OSCC’deki rolii
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Ayrica DCA’nin MCF-7 hiicrelerinde mitokondriyal membran potansiyelini anlamli dlclide
azaltirken, doza bagimli olarak reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretiminde bir artisa neden oldugunu
saptamislardir. Benzer bulgulara MC3T3 hiicrelerinde ulasilamamast DCA’nin hiicre o6liimi
tizerindeki etkileri ile mitokondriyal fonksiyonlarda meydana getirdigi degisimlerin agresif kanser
hiicrelerinde daha etkili olmasi seklinde agiklamiglardir [60]. Benzer sekilde, Madhok ve ark.
DCA’nin Lovo gibi metastatik ve agresif kolon kanser hiicrelerinde, agresifligi diisiik olan HT29
ve SW480 hiicrelerine gore mitokondriyal fonksiyon ve hiicre 6liimii tizerine daha etkili oldugunu
gostermiglerdir [61]. DCA’nin  hipoksik kosullardaki etkisi incelendiginde, glioblastoma
multiforme (GBM) hiicrelerinde (U251, GBM28, GBM37) DCA’nin normoksik kosullarda hiicre
canliligini azalttig1 buna karsilik hipokside etki gostermedigi belirtilmistir. Ayrica hipokside HIF-
lo’nin farmakolojik inhibisyonu sonucu DCA’nin hiicre canlilifini azaltmasi, hiicre 6liimiine
yonelik direncin geligmesinde hipoksinin 6nemli bir etken oldugu vurgulanmistir [62]. DCA’nin
OSCC’deki etkilerinin incelendigi bir calismada; DCA’nin antiproliferatif etkilerinin enerji
metabolizmasinin  glikolize bagimli oldugu HSC-2 ve HSC-3 hiicrelerinde, enerji
metabolizmasinin oksidatif fosforilasyona bagimli oldugu PE15 hiicrelerine gore daha fazla oldugu
gosterilerek DCA’nin antitiimorojenik etkisi ile kanser hiicresinin metabolik fenotipi arasindaki

iliskiye dikkat ¢ekilmistir [63].
2.3.3. Metformin ve Dikloroasetat Kombinasyonunun Kanserdeki Rolii

Son yillarda, DCA’nin mitokondriyal fonksiyonu yeniden programlamasi ve tiimdr hiicre 6limii
tizerindeki belirgin etkisi nedenleriyle, bu ajanin mevcut kemoterapi stratejileri ile kombinasyon
caligmalar1 dikkat c¢ekmeye baglamistir. Wang ve ark. tarafindan meme kanseri iizerine
gerceklestirilen benzer bir ¢alismada, in vitro ve in vivo 'da DCA’nin otofaji inhibisyonu tizerinden
paklitaksele olan duyarlilig1 arttirdig1 gosterilmistir [64]. Ayn1 zamanda Stander ve ark., DCA ve
C9 (17B-estradiol tiirevi) kombinasyonunun meme kanseri hiicrelerinde apoptozu arttirdigini; bu
sinerjistik etkinin kanser hiicresi i¢in spesifik oldugunu gostermislerdir [65]. Roh ve ark., sisplatin
direngli HNSCC hiicre hatlarinda glikoliz hizindaki artis ile sisplatin direnci arasinda anlamli bir
iligski oldugu belirtilmistir. DCA uygulamasinin bu hiicrelerde enerji metabolizmasini glikolizden

oksidatif fosforilasyona kaydirarak ROS birikimine neden oldugu saptanmistir. Bunun yanisira, in
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Vivo Ve in vitro ‘da DCA’nin sisplatin direngli HNSCC hiicrelerinde sisplatin duyarliligini arttirdigi
bildirilmistir [66].

Metformin ve DCA, meme kanseri hiicrelerine (MCF-7 ve T47D) kombine olarak
uygulandiginda, artan oksidatif hasar iizerinden apoptozun daha etkili bir sekilde uyarildigi
bildirilmistir. Ayrica kombine terapi sonrast DCA'nin Metformin-indiiklii laktat {iretimini azalttig1
saptanmustir [67]. Li ve ark.’nin over kanseri hiicreleri ile yaptigi in vitro ¢alismada, Metformin ve
DCA kombine terapisi sonucunda, Metformin’in DCA-indiiklii koruyucu otofajiyi baskilayarak
DCA-indiiklii apoptozu arttirdigr gosterilmistir. Ek olarak DCA’nin Metformin-indiiklii glukoz
tilketimini ve laktat {liretimini azalttig1 belirtilmistir. Nude farelerde ise Metformin ve DCA’nin

sinerjistik olarak tiimor biiytimesini baskiladigini saptamiglardir [68].

Potansiyel etkileri goz ontine alindiginda, oral skuamoz kanser hiicrelerinde sitotoksisiteyi
arttirmak ve DCA/Metformin kombinasyonunun sinerjistik etki gosterip géstermedigini incelemek
bu ¢alismanin 6zgiin taraflarindan biridir. Elde edilen sonuglar terapdtik stratejinin gelecekte

metabolizma hedefli kanser tedavisi i¢in umut verici bir se¢enek olabilecegini diisiindiirmektedir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Arastirmanin Tipi

Arastirmanin tipi; deneysel (in vitro) bir arastirmadir.

3.2. Arastirmanin Yeri ve Zamani
Arastirma literatiir taramasi ile Haziran 2016’da baslamis, Haziran 2019’da tez savunmasi ile
sonlanmustir. Arastirma Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali

ve Onkoloji Enstitiisii Temel Onkoloji Anabilim Dali’nda gerceklestirilmistir.

3.3. Arastirmanin Evreni ve Orneklemi/Calisma Gruplar:
Bu c¢alismanin evreni ve Orneklemi, in vitro hiicre kiiltiirii deneyleri icerdigi igin

bulunmamaktadir.

3.4. Calisma Materyali
Oral skuamoz hiicreli kanser hastasindan elde edilen UPCI-SCC-131 ticari hiicre hatt1, Ocak 2017
tarininde Dokuz Eyliil Universitesi Translasyonel Onkoloji Anabilim Dali’nda &gretim {iyesi olan
Prof. Dr. Yasemin BASBINAR tarafindan hediye edilmistir. Hiicreler DMSO igerisinde
dondurulmus olarak kuru buz igerisinde laboratuvar ortamina taginmis ve deneyler baglayana kadar

-80°C’de saklanmustir.

3.5. Arastirmanin Degiskenleri
Bagimli degiskenler hiicre canliligi, mRNA ve protein ekspresyonu (HIF-1a ve PDK-1),
metabolik aktivite degisimleri; bagimsiz degiskenler ise metabolik ilaglardir (Metformin ve DCA).

3.6. Veri toplama araclari

Bu ¢alismada kullanilan kimyasal maddeler Tablo 1’de, cihazlar ise Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 1. Projede kullanilan kimyasallarin marka ve kod numaralari

Malzeme adi Markast Kod Numaras
UPCI-SCC-131 hiicre hatt1 DSMZ AC668

MEM ortam Biochrom F0325

FBS (Fetal bowine serum) Biochrom S0415
L-glutamin Lonza BE17-605E
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Penisilin/Streptomisin Lonza DE17-602E
Non-esansiyel aminoasit

(NEA) Lonza BE13-114E
Tripsin/EDTA Lonza CC-5012
Tripan mavi boyasi Biochrom L6323

PBS (Phosphate buffered

saline) Cegrogen HO0500-550
DMSO Thermo Scientific EC-200-664-3
Metformin Cayman Chemicals 1115-70-4
Dikloroasetik Asit (DCA) Sigma 347795
Kobalt Kloriir Sigma C8661
Mitokondri-Sitozol Izolasyon

Kit Abcam 89874
WST-1 Roche 11 664 807 001
Total RNA izolasyon kiti Macherey-Nagel 1506/004
cDNA sentez kiti Applied Biosystem 00501331
SYBR Green Master mix Thermo Scientific K0251
HIF-1a primer Invitrogen -

PDK-1 primer Invitrogen -

B-Aktin primer Invitrogen -

RIPA tamponu Cell Signalling 9806S
Akrilamid Sigma A9099
N,N'metilen bisakrilamid Sigma M7279
Sodyum dodesil siilfat (SDS) | Sigma L-4390
TEMED Sigma T7024
Amonyumpersiilfat (APS) Sigma A9164
Izopropanol Riedel de Haen 24137
Tris-Baz Sigma T6066
Tris-HCI Sigma T5941
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Sodyum Kloriir Riedel de Haen 13423
Kalsiyum Klortir Riedel de Haen 12022
HIF-1a primer antikor Cell Signalling 14179
PDK-1 primer antikor Abcam ab207450
a-Aktinin primer antikor Cell Signalling 3134
Sekonder antikor Santa Cruz sc-2005
Biginkoninik asit (BCA) total | Thermo Scientific 23225
protein tayin Kiti
Gliserol AppliChem Al1123
Glisin Sigma G8898
Protein Molecular Weight Thermo Scientific 22619
Marker
DNA ladder-100bp NEB N3231S
Tween-20 AppliChem A4974
Yagsiz siit tozu Applichem A0830
Metanol Sigma 27,047-4
PVDF Membran Millipore IPVHO00010
Whatmann kagidi Bio-Rad 1703932
ECL Dura Thermo Scientific 35075
Triton X-100 AppliChem A4975
Brij 35 Sigma 430AG-6
Coomassie Blue R-250 Sigma B0149
Asetik Asit Riedel de Haen 27225
Tablo 2. Projede kullanilan cihazlart marka ve kod numaralari
Cihaz adi Markast Kod Numarasi
Class Il Laminar Flow Esco EQR / GL-64
CO; Inkiibatorii Thermo Scientific Model: 311

Inverted Mikroskop

Nikon

ECLIPSE TS100
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Santrifiij Cihazi Heraeus Biofuge Stratos

Salinimli santrifiij Hettich 320R

pHmetre Selecta 4120500

LabRoller 11 Labnet H5000

XCELLigence Acea Biosciences -

Seahorse XF Analyzer Agilent -

Nanodrop Thermo NanoDrop 3300

SimpliAmp Thermal Cycler | Thermo A24811

RT-PCR Cihaz1 Roche Ligtcycler® 480 Versiyon 2.0

RT-PCR Yazilimi prone Qyclcggsl Versiyon 1.5.0
Software

Vertikal Elektroforez Sistemi | Biorad -

Gii¢ Kaynagi Biorad PowerPac Basic

Wet Transfer Sistemi Biorad Mini Trans Blot

Gii¢ Kaynagi Biorad Power Pac Hc

Jel Goriintiileme Cihazi Kodak/Carestream 4000MM 1S

Jel Goriintiileme Cihazi UVP EC3 Chemi HR 410

Plak Okuyucu BioTek ELX 50

Termal Isitic1 Blok Stuart SBH130D

Hassas Terazi Precisa XB 220A

Manyetik Karistirict VELP Scientificia F20520162

Sogutmali Etiiv VELP Scientifica FOC 225E

Otoklav Hirayama HICLAVE HV-50

Spinner WISD Wisespin CF-45

Vorteks Heidolph REAX Top

Derin Dondurucu -80°C

Thermo Scientific

Forma Model 705

Derin Dondurucu -20°C

Ariston

Hotpoint

Buzdolab1 +4°C

Ariston

Hotpoint
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3.6.1. Hiicre Kiiltiirii

Oral kavite kanseri hiicre hatt1 (UPCI-SCC-131), 2 mM Glutamin + %1 Esansiyel olmayan
Amino Asit + %21 Penisilin/Streptomisin + %10 FBS iceren MEM ortaminda, normoksik
kosullarda 37°C’de %5 COz igeren nemli inkiibator igerisinde inkiibe edilmistir. Hipoksik kosullar
icin ise hiicreler anaerobik inkiibator icerisinde %1 O, %5 CO2 ve dengeli N2 igeren gaz karisimi

ile 37°C’de kiiltiir edilmistir.

Hiicre sayimi ve canliligi, %0,4’lik Trypan Blue c¢ozeltisi kullanilarak Neubauer laminda
mikroskobik olarak gergeklestirilmistir. Membran biitiinliigiinii koruyan hiicrelerin boyanmamasi,
membran biitiinliigii bozulmus hiicrelerin Trypan Blue ile mavi boyanmasi temeline dayali olarak

canli hiicre sayimmi yapilmistir [69].
Hiicre sayis1 (hiicre sayisi/ml) = Ortalama hiicre sayis1 x Seyreltme faktorii x 10*

Hiicre canlihgl (%) = (Tripan mavisi (-) hiicre sayist / Tripan mavisi (-) hiicre sayist + Trypan
blue (+) hiicre sayis1) x 100

3.6.2. Gerg¢ek Zamanl Hiicre Canlilig1 Testi

Oral skuaméz hiicreli karsinom hiicre hattinda Metformin ve Dikloroasetat ilaglarinin hiicre
canlilig1 tizerindeki etkileri gercek zamanli hiicre analiz sistemi olan XCELLigence Real-Time Cell
Analyzer (RTCA) Single Plate (SP) (ACEA, Biosciences, San Diego, CA) ile incelendi. Bu cihazin
calisma prensibine gore; elektrik akimi hiicre yoklugunda elektrotlar arasindaki devreyi
tamamlayan kiiltlir ortami iizerinden serbest¢e akar. Hiicreler elektrotlar lizerine yapisip prolifere
oldugunda ise elektrik akimi engellenir. Boylece hiicre sayisi, hiicre boyutu/morfolojisi ve hiicre-

substrat baglanma kalitesi, son derece hassas bir okuma ile saglanir (Sekil 7).
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Sekil 7. XxCELLigence SP hiicresel empedans cihazinin genel bakisi. A) Hiicre proliferasyonunun

&

gercek zamanli olarak 6l¢iilmesi, B) Mikroelektrotlar {izerinde hiicre yayilmasi ile degisen akimin

Ol¢iilmesi ve zamana bagli olarak grafiklenmesi

Metformin ve Dikloroasetatin hiicre canliligi izerindeki etkilerini incelemek amaciyla asagidaki

deney gruplar1 olusturulmustur:
1. Hiicre kiiltiirti + Medium (Negatif Kontrol)
2. Hiicre kiiltiirii + Metformin
3. Hiicre kiiltiirii + Dikloroasetat
4. Hiicre kiiltiirii + Metformin + Dikloroasetat

Ilk asamada 96 E-plate igerisine 100 pl hiicre kiiltiiri mediumu pipetlendi ve plate sisteme
yerlestirilerek arka fon 6lglimii yapildi. Sonraki tiim okumalardan bu deger ¢ikarildi. Daha sonra
hiicreler tripsine edildikten sonra kuyucuk basma 1x10 hiicre olacak sekilde 96 E-plate’e ekildi.
Deney boyunca kuyucuklarin son hacmi 200 pl olacak sekilde ¢alisildi. Hiicre kiiltiirlerinin 24.
saatinde yukarida belirtilen deney gruplari olusturuldu ve uygulama sonrasi hiicreler 48-72 saat
boyunca farkli dozlarda ilaglarla inkiibe edilerek her 15 dakikada bir empedans 6lgtimleri alindi.

Hiicre indeks ve sayisindaki degisimler, xCELLigence gergek zamanli hiicre analiz sistemi
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kullanilarak Slgiildii [70]. Hiicre canlilign grafigi, hiicrelerin kullanilan bilesige verdigi cevaba
dayali olarak yiizde biiylime orani kullanilarak hazirlandi. Yiizde biiyiime orani, ilag ilave

edilmemis kontrol ve deneyin sifir noktasindaki hiicre indeks degerlerinin oran1 kullanilarak tespit

edildi.

3.6.3. WST-1 Hiicre Canlilik Testi

Metformin ve DCA’nin UPCI-SCC-131 hiicre canliligina olan etkisi WST-1 (4-[3-(4-iyodofenil)-
2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolio]-1,3-benzen disulfonat) reaktifi kullanilarak incelendi [71].
Yontemin prensibi; canli hiicrelerde, tetrazolyum tuzu olan WST-1'nin mitokondriyal
dehidrogenazlar tarafindan suda ¢6ziinebilir formazan kristalleri olusturmasina dayanmaktadir.
Bunun i¢in, 96 kuyulu plagin kuyularina her grup dort tekrarli olacak sekilde 100 pl MEM ortami
icerisinde 1x10% hiicre ekildi ve hiicreler yiizeye tutunmalari i¢in 24 saat CO2 inkiibatériinde inkiibe
edidi. Siire sonunda Metformin igin; 0,5-1-2-4-8-16-32 ve 64 mM ve DCA i¢in; 10-20-40-80-100-
120-160 mM dozlar1 100 ul MEM igerisinde verildi. Kontrol ve kor gruplari da ayrica olusturuldu.
96 kuyulu plaklar COz inkiibatoriinde 48-72 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda karanlik
ortamda her kuyuya 10 ul WST-1 reaktifi eklendi ve CO: inkiibatoriinde inkiibe edildi. WST-1
reaktifinin konulmasindan 2 ve 3 saat sonra plak okuyucuda 450 nm dalga boyunda (Referans dalga
boyu: 632 nm) absorbanslari kaydedildikten sonra agagidaki esitlik kullanilarak % canlilik ve %
sitoksisite hesaplandi. Her ajana ait, hiicre canliligini %50 inhibe eden konsantrasyonlari (ICsp),

GraphPad 8.0 software kullanilarak hesaplandi.
% Canlilik = (Ortalama Ornek ABS / Ortalama Kontrol ABS) x 100
% Sitotoksisite = [ 1 — (Ortalama Ornek ABS / Ortalama Kontrol ABS) ] x100

3.6.4. Ilac Kombinasyon Testi

UPCI-SCC-131 hiicre hattinda Metformin/DCA kombinasyonu ve olasi sinerjistik etkilerini
incelemek i¢in Talalay-Chou kombinasyon indeks metodu kullanildi [72]. Kombinasyon indeksi
(CI), inhibitor etki (Fa) ve doz azalim indeksi (DRI) CompuSyn 1.0 software (ComboSyn, Inc.,
Paramus, NJ, USA) ile degerlendirildi. CI <1 sinerjizm, Cl=1 katki etkisini ve Cl > 1 antagonizmi

gostermektedir.
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3.6.5. Koloni Olusum Testi

UPCI-SCC-131 hiicrelerinde Metformin ve DCA’nin klonojenik sagkalim tizerindeki uzun siireli
etkisi, hiicrelerin koloni olusturma kapasitesi ile belirlenmektedir. Koloni olusturma deneyi,
Mosmann T’nin [73] yontemine gére yapildi. Oncelikle hiicreler sayilarak 24 kuyulu plagin her
kuyusu kuyu basina 5x10? hiicre ekildi. Hiicreler kuyularin yiizeyine tutunduktan sonra farkli
dozlarda ilaglar ile muamele edildi ve koloni olusturmasi ig¢in 10-21 giin aras1 37°C’de %5 CO-
inkiibatoriinde bekletildi. Koloni olusumu gozlendikten sonar hiicreler %4 paraformaldehit ile oda
sicakliginda 20 dakika fikse edildi ve %1 Kristal viyole ile kolonilerin boyanmasi saglandi. UVP
Jel Dokiimantasyon cihazinda kuyularin goriintiileri alinarak koloni sayimi yapildi ve agagidaki
esitlikten yararlanilarak koloni olusum verimi (CFE) ve sagkalim fraksiyonu (SF) hesaplandi. Her

bir koloni olusumu i¢in minimum 50 hiicre kabul edildi.
Koloni olusum verimi (CFE) = Olusan koloni sayis1 / Ekilen hiicre sayis1 *100

Sagkalim fraksiyonu (SF) = Ilag uygulamasi sonras1 olusan koloni sayisi / Ekilen hiicre sayis1 *

CFE

3.6.6. Mitokondri Izolasyonu

Mitokondriyal bir protein olan piruvat dehidrogenaz kinaz-1 (PDK-1) molekiiliiniiniin protein
ekspresyonunu Western Blot calismalarinda incelemek icin UPCI-SCC-131 hiicrelerinden
“Mitochondria Isolation Kit for Cultured Cells” (Thermo Scientific) kullanilarak mitokondri

izolasyonu asagidaki basamaklarda gosterildigi gibi gergeklestirildi:

1) Yaklasik 2x10 hiicre igeren pellet iizerine 800 pl kitin iceriginde yer alan Reagent A eklenerek
yiiksek hizda 5 sn vorteksle karigtirildi ve buz tizerinde 2 dk inkiibe edildi.

2) Daha sonra karisima 10 pl Reagent B eklendi ve yiiksek hizda 5 sn vorteksle karistirildi.
3) 5 dk boyunca buz iizerinde inkiibe edildi, her bir dakikada bir 5 sn vorteksle karigtirildi.
4) 800 ul Reagent C karisima eklenerek tiip birkag kere alt iist edilerek karistirildi (vorteks yok).

5) 7009 10 dk +4°C’de santrifiij edildi.
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6) Supernatant baska bir 2 ml’lik ependorfa transfer edildi ve 12.000g, +4°C’de 15 dk santrifij
edildi.

7) Supernatant (sitozol igeriyor) baska bir tiipe transfer edildi (Pellet izole mitokondriyi

icermektedir).

8) Mitokondri igeren pellet lizerine 500 ul Reagent C eklendi ve 12.000g’de 5 dk santrifiij edildi,

supernatant uzaklastirildi.
9) Sitozol igeren sivi ve mitokondriyal pellet -80°C’de saklandi.
I. Mitokondri Lizisi

Western Blot ¢alismalarinda kullanilmak tizere elde edilen mitokondri pelleti mitokondri lizis
tamponu (TBS: 256mM Tris, 0,15M NaCl, pH:7.2) hazirlanarak lize edildi. Bunun i¢in 6ncelikle
TBS igerisinde hazirlanan %2 CHAPS karisimindan 100ul mitokondriyal pellete eklenerek 1
dakika boyunca vortekslendi. Daha sonra 2 dakika yiiksek hizda santriflij islemi gergeklestirildi.
Mitokondriyal protein igeren supernatant konsantrasyonu Biginkoninik Asit (BCA) total protein

analiz kiti (Thermo Pierce BCA Protein Assay Kit) ile belirlendi.

3.6.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Projede kullanilan HIF-la ve Piruvat Dehidrogenaz Kinaz-1 i¢in 0zgiil primerler
"http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/" sitesi kullanilarak dizayn edildi. Normoksik
ve hipoksik kosullarda UPCI-SCC-131 hiicrelerinde Metformin ve DCA ile muamele sonrasi
HIF-1a ve PDK-1 gen ekspresyonlarini incelemek amaciyla dncelikle Konvensiyonel PCR ile
primerlerin optimizasyonu gergeklestirildi. Daha sonra uygulanan ilag dozlari ile hedef genlerin
(HIF-10 ve PDK-1) mRNA ekspresyon diizeylerindeki olasi degisimler Real Time PCR yontemi
ile incelendi. Bu amagla, Oncelikle hiicrelerden total RNA izole edildi ardindan PCR

caligmalarinda kalip olarak kullanilacak olan komplementer DNA (cDNA) sentezlendi.
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i. Total RNA Izolasyonu

Total RNA izolasyonu igin hiicre kiiltiirine uygun RNA izolasyon Kiti (Macherey-Nagel
Nucleospin kit) kullanildi. Yaklasik 1x10° hiicre pelleti f-merkaptoetanol iceren RA1 tamponu
icerisinde 30 saniye vortekslenerek lize edildi. Kite ait Nucleospin filtrelere hiicre lizat1 aktarilarak
1 dakika 11.000g’de santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 toplama tliptindeki homojenize lizata %70
etanol eklenerek pipetaj yapildi. Elde edilen lizat, Nucleospin RNA kolon igeren tiiplere aktarilarak
30 saniye 11.000g’de santrifiij edildi ve RNA’nin kolona tutunmasi saglandi. Santrifiij sonrasi
karistma membran de-salting tamponu eklenerek 1 dakika 11.000g’de santrifiij edildi. Hazirlanan
DNaz reaksiyon tamponu kolona verilerek 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrast kitte belirtildigi sekilde yikama tamponlar ile yikamalar yapildiktan sonra, 60pul DNaz
RNaz free dH20 ile RNA’nin filtreden eliisyonu saglandi. Elde edilen total RNA Grnekleri daha

sonraki asamalarda kullanilmak tizere -80°C’de saklandi.

RNA orneklerinin safligt ve konsantrasyonu spektrofotometrik 6l¢iim (Nanodro 2000) ile
belirlendi ve asagidaki formiiller kullanilarak hesaplandi.
Crna= Azeonm x Seyreltme faktorii x 40 pg/ml
RNA saflig1 = Az60nm/Azgonm (1,8 — 2,0 arasinda olmalr)

ii. RNA’nin Agaroz Jelde Goriintiilenmesi

Izole edilen RNA 6rnekleri biitiinliiklerini degerlendirmek i¢in % 1,2’lik formaldehit agaroz jelde
goriintiilendi. Jeli hazirlamak i¢in bir erlen icerisine 0,6 gr agaroz 5 ml 10X Formaldehit Jel tampon
(Tablo 3) ve 45 ml DNaz/RNaz icermeyen dH20 konuldu. Karigim eriyene kadar mikrodalga
firmda kaynatildi. Karisim sogutulduktan sonra tizerine 900 pL % 37 Formaldehit eklendi.
Hazirlanan ¢6zelti horizontal elektroforez sistemine dokiildii, taraklar yerlestirildi ve jelin
polimerlesmesi i¢in yaklasik 30 dakika beklendi. Hazirlanan % 1,2°lik formaldehit agaroz jel,
elektroforez sistemine yerlestirildi ve lizerine 1X FA yiirlitme tamponu (Tablo 3) konuldu. 5X
RNA o6rnek yiikleme tamponu (Tablo 3) ve 1 pg total RNA ornekleri DNaz/RNaz igermeyen
tiiplerde 65°C’de 5 dakika inkiibe edilerek denatiire edildi ve kuyulara yiiklendi. Sabit 80 V’de 30-

45 dakika elektroforez uygulandi ve jeller UVP jel dokiimantasyon cihazinda goriintiilendi.
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Tablo 3. % 1,2’lik Formaldehit agaroz jel yonteminde kullanilan ¢ozeltiler

Cozeltiler Ozellikleri
10X Formaldehit Jel Tamponu | 10 mM EDTA, pH 7,0
200 mM MOPS
50 mM Sodyum Asetat
5X RNA Ornek Yiikleme 80 ul 0,5 M EDTA pH 8,0
Tamponu 720 ul % 37 Formaldehit

2 ml % 100 Gliserol

3084 ul Formamid

4 ml 10X FA Jel Tamponu
Brom fenol mavisi

40 pg/ml Etidyum Bromiir

1X Formaldehit Jel Yiiriitme 50 ml 10X Formaldehit Jel Tamponu
Tamponu 10 ml % 37 Formaldehit
440 ml RNaz free dH.O

iii.cDNA Sentezi

Izolasyon sonrasi Real Time PCR deneylerinde kalip olarak kullanilacak olan komplementer
DNA (cDNA) sentezlendi. Total RNA’dan cDNA elde etmek i¢in “High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kits” (Applied Biosystem) kullanildi. Kitin talimatlar1 dogrultusunda, 1pg total
RNA, 2ul 10X RT tampon, 0,8ul 25X dNTP karigimi, 2ul 10X RT Random primer, 1pl Reverse
transkriptaz ile karistiritlarak DNaz RNaz free su ile son hacim 20ul'ye tamamlandi. Karigim
“Thermal Block Cycler PCR” cihazinda 10 dakika 25°C, 120 dakika 37°C, 5 dakika 85°C’de inkiibe
edilerek cDNA sentezlendi. Elde edilen cDNA 6rnekleri -20°C’de saklandi.
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iv.Konvensiyonel PCR

Real Time PCR caligmalarina baglamadan once primerlerin uygun baglanma sicakligini bulmak

icin konvensiyonel PCR yontemi ile optimizasyon ¢alismasi yapildi. Bunun i¢in ilk olarak Tablo

4’te gosterildigi gibi hazirlanan 9ul Master mix ile PCR tiipleri igerisinde reaksiyon kuruldu.

Tablo 4. Master mix hazirlanigi

Reaktifler Ornek Basina Hacim (pl)
Primer Reverse 0,5

Primer Forward 0,5

PCR grade dH20 3,0

SYBR Green 5,0

TOTAL 9

Daha sonra her kuyuya ~50ng cDNA olacak sekilde cDNA (1pul) konuldu. SimpliAmp Thermal

Cycler cihazia PCR tiipleri yerlestirildi ve 3 farkli 1s1 profili (58°-60°-627) Tablo 5°te goriildiigii

gibi uygulandu.

Tablo 5. SimpliAmp Thermal Cycler cihazinda uygulanan 1s1 profili

Adim Sicaklik (°C) Zaman (sn) Dongii Sayisi
Pre-inkiibasyon 95 900 1
Amplifikasyon 95 15 40

58-60-62 30
72 30
Erime 95 10 1
65 30
97 1
Sogutma 37 30 1
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v. Agaroz Jel Elektroforezi

HIF-1a, PDK-1 ve B-aktin PCR iiriinleri %1°lik agaroz jel elektroforezinde kontrol edildi. Bir
erlen igerisine 50 ml agaroz jel i¢in; 0,5 gr agaroz ve 50 ml 1X TAE tamponu konuldu. Karisim
iyice eriyene ve kaynayana kadar 1sitic1 blokta karigtirildi. Hazirlanan ¢ozelti Biorad horizontal
elektroforez sistemine dokiildii ve 15 kuyucuklu taraklar yerlestirildi. Jelin polimerlesmesi i¢in
yaklasik 45 dakika boyunca beklendi. Daha sonra PCR {iriinleri 40pg/ml Etidyum Bromiir ile 5:1
oraninda karistirilarak hazirland: ve kuyulara yiiklendi. Sabit 80 V’de yaklasik 1 saat elektroforez

gerceklestirildi ve jeller UVP jel dokiimantasyon cihazinda goriintiilendi.

vi. Real Time PCR

Real Time PCR ¢alismalar1 uygun sicaklik (60°) belirlendikten sonra 6rnekler 96 kuyucuklu
plagin her kuyusuna Tablo 4’te gosterildigi gibi hazirlanan 9ul Master mix pipetlenerek hazirlandi.
Daha sonra her kuyuya ~50ng cDNA olacak sekilde cDNA (1ul) konuldu. Roche Light Cycler 480
cihazina plateler yerlestirildi ve Real Time PCR 1s1 profili olarak uygulanan basamaklar Tablo 6’da
goriildiigl gibi uygulandi.

Tablo 6. Roche Light Cycler 480 cihazinda uygulanan 1s1 profili

Adim Sicaklik (°C) Zaman (sn) Dongii Sayisi
Pre-inkiibasyon 95 900 1
Amplifikasyon 95 15 40

60 30
72 30
Erime 95 10 1
65 30
97 1
Sogutma 37 30 1

Real-Time PCR analizi igin referans gen olarak B-aktin kullanildi. Roche Lightcycler 480
yazilim1 kullanilarak her bir 6rnege ait hedef gen ekspresyonu, eslenik referans gen ekspresyonuna

oranlanarak 224t yontemi ile "Rélatif Kantitasyon" yapild: (34):
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ACt kontrol= kontrole ait hedef genin Ct degeri- kontrole ait referans genin Ct degeri

ACt 6rnek= 6rnege ait hedef genin Ct degeri- 6rnege ait referans genin Ct degeri

Normalize edilmis hedef gen ekspresyonu: 27 (ACt omek - ACtkontrol) — 5 -AACt

3.6.8. Western Blot

UPCI-SCC-131 hiicrelerindeki HIF-1a ve PDK-1 protein ekspresyonlart Western Blot yontemi
ile incelendi. Hiicreler tripsine edildikten sonra RIPA lizis tamponunda (150mM NacCl, %0,1 SDS,
%1 NP-40, 20mM Tris-HCI pH 7,5) taze eklenen proteaz inhibitérleri varliginda (2pug/ml aprotinin,
S5pug/ml leupeptin, 1pg/ml pepstatin A, ImM PMSF, 10mM NaF) hiicre lizizi gergeklestirildi. Lize
edilen 6rneklerdeki total protein miktar1 Bicinkoninik Asit (BCA) total protein analiz kiti (Thermo
Pierce BCA Protein Assay Kit) ile belirlendi. Protein tayinin ardindan indirgeyici ve denatiire
kosullar altinda Sodyum dodesil siilfat-Poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE) ile proteinlerin
molekiil agirliklarina gére ayrilmasi saglandi [74]. Buna gore %8'lik ayirici jel igeren poliakrilamid
jeller hazirlandi (Tablo 7). Bir tiipte 10-50 pg protein lizati ve 2X 6rnek yiikleme tamponu (125mM
Tris HCI, %4 SDS, %10 p-merkaptoetanol, %20 Gliserol, %0,004 bromfenol mavisi)
karistirildiktan sonra 6rnekler 95°C’de 5 dakika denatiire edildi. Daha sonra ilk olarak sabit 70V de
30 dakika ardindan 110V'de 90 dakika +4°C’de elektroforez islemi uyguland.

Tablo 7. SDS-PAGE poliakrilamid jellerin hazirlanmasi

Kullanilan Reaktifler %8’lik Aywrict Jel %35 lik Paketleyici Jel
dH20 2,3ml 2,1ml

%30 Akrilamid karigimi 1,3 ml 0,5 ml

1,5 M Tris-HCI pH 8,8 1,3 mi -

1,0 M Tris-HCI pH 6,8 - 380 pul

% 10 SDS 50 pl 30 ul
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% 10 APS 50 pl 30 pl

TEMED 3l 3l

Elektroforez sonrasi jelde bulunan proteinler poliviniliden difiloriir (PVDF) membrana transfer
etkinliginin yiiksek olmasi nedeniyle 1slak transfer sistemi kullanilarak sabit 130 mA'de +4°C’de
gece boyunca transfer edildi. Spesifik olmayan bantlarin olusumunu engellemek igin membran,
bloklama ¢ozeltisi olan %5°lik yagsiz siit tozu igeren 1X TBS-T (10mM Tris-HCI, 0,14M NacCl,
%0,1 Tween 20, pH=7,5) igerisinde 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Bu islemden sonra
membranlar HIF-1a (1:500) ve PDK-1 (1:2000) primer antikorlariyla gece boyunca +4°C’de
inkiibe edildi. Referans gen (housekeeping gen) olarak a-Aktinin (1:3000) primer antikoru
kullanildi. Membranlar TBS-T ile 3 kere 15-5-5-5 dakika yikandiktan sonra HRP ile isaretli
sekonder antikor ile 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Yikama islemi tekrar edildikten sonra
membranlar Kodak Image Station 4000MM goriintiileme cihazina yerlestirildi ve tizerlerine ECL
DURA (Thermo Scientific) ¢cozeltisi konularak gorintiileri alindi. Semi-kantitatif analiz igin elde
edilen bantlarin dansitometrik analizleri UVP Bioimaging system with LabWorks 4.6 Image
Acquistion yazilimi kullamlarak gergeklestirildi. Bunun igin her bandin alan (mm?) ve optik
dansitesi (0.D/mm?) tayin edildi ve bandin yogunlugu; “alan x optik dansite” formiiliinden
hesaplandi. Her 6rnege ait elde edilen hedef protein ekspresyon diizeyi (area density) eslenik a-

Aktinin protein ekspresyon diizeyine (area density) oranlanarak rélatif kantitasyon yapildi [75].

3.6.9. Metabolik Akis Analizleri

UPCI-SCC-131 hiicrelerinin Metformin ve DCA’ya yanit olarak gosterdigi biyoenerjitik akislar
SeaHorse XFp Ekstraselliiler akis analizorii ile degerlendirildi (SeaHorse Biosciences). Hiicreler
48 saat boyunca ajanlar ile belirlenen dozlarda muamele edildi. Deneylere baslamadan once
Agilent Seahorse XFp sensor kartusu, XF kalibrator icerisinde gece boyunca CO: igermeyen
inkiibatorde 37°C'de nemlendirildi. UPCI-SCC-131 hiicreleri, uygun hiicre kiiltiirii ortami
kullanilarak istenilen hiicre yogunlugunda (1x10°-2x10°) Agilent Seahorse XFp mini plak igerisine
ekildi. Kiiltiir ortaminin buharlasmasini 6nlemek igin plak haznelerine steril dH>O veya PBS

eklendi. Agilent Seahorse XFp mini plak 37°C’lik inkiibatorden ¢ikarilarak kiiltiir ortaminin sadece
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20ul’si kalacak sekilde tiim ortam ¢ekildi ve hazirlanan bazal ortam (ImM piruvat, 2mM glutamin
ve 10mM glukoz, pH:7,4) ile hiicreler yikanarak ortam degistirildi. Kuyu basina son hacim 180 ul
olacak sekilde bazal ortam ile tamamlandi. Deneylere baslamadan 6nce mini plate 1 saat boyunca
CO2 ig¢ermeyen 37°C'lik inkiibatorde inkiibe edildi. Mitokondriyal fonksiyon ig¢in 50uM
Oligomisin (ATP sentaz kompleks V), 50uM FCCP (i¢ mitokondri membrani) hazirlanarak
enjeksiyon kuyularina yiiklendi. Sensor kartusu cihaza verilerek 20 dakikalik kalibrasyon islemi
gerceklestirildi. Kalibrasyon sonrasi mini plate cihaza verilerek deney baslatildi ve belirlenecek
olan ardisik dakikalarda &lgiimler alindi. Ugiincii 6l¢iim sonrast hiicrelere hazirlanan test ajanlari
enjekte edilerek hiicrelerin stres sonrasi gosterdigi tepkiler es zamanli olarak izlendi. Bazal ve stres

sonrasi hiicrelerin oksijen tiiketimi ve ekstraselliiler asidifikasyon hiz1 analiz edildi.

3.7. Arastirma Plam ve Takvimi
Is paketleri
1. Literatiir taramasi
Gerekli malzemenin alinmasi
Hiicre Kiiltiirt, hiicre canliligi, ilag kombinasyon testleri
Mitokondri izolasyonu
Real-Time PCR ¢alismalar1
Western Blot ¢alismalari
Metabolik Akis Analizleri

Sonuglarin degerlendirilmesi
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3.8. Verilerin degerlendirilmesi
Elde edilen veriler Graph Pad 8.0 (San Diego, CA, ABD) programi kullanilarak istatiksel olarak
degerlendirildi ve ortalama + Standart Sapma seklinde verildi. Tiim ¢alismalar en az 3 kere tekrar
edildi. Gruplar arasindaki farkliliklar one way ANOVA testi ve unpaired t test ile degerlendirildi.
Post hoc testler olarak Dunnett’in Post Hoc testinden yararlanildi. p degerleri olarak * p <0,05; **
p <0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.9. Arastirmanin sinirhliklar:

Arastirmanin sinirliliklart bulunmamaktadir.

3.10. Etik Kurul Onay1
Etik kurul onayi, 21.07.2016 tarihli 2775-GOA dosya numarasi ile Dokuz Eyliil Universitesi
Girisimsel Olmayan Arastirmalar Etik Kurulu’ndan alinmistir (Karar No: 2016/20-32) (EK-2).
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4. BULGULAR

4.1. Metformin ve Dikloroasetatin Hiicre Canhlig1 Uzerine Etkileri

UPCI-SCC-131 hiicrelerinde Metformin ve DCA’nin hiicre canliligi iizerindeki etkileri
xCELLigence cihazi ve WST canhlik testi ile incelendi. Kuyu basma 1x10* hiicre olacak sekilde
hiicreler ekildikten sonra Metformin i¢in; 1-128 mM; DCA i¢in ise 5-120 mM dozlart hiicrelere 72
saat boyunca normoksik ve hipoksik kosullar altinda uygulandi. Metformin ve DCA’ya ait grafikler

ve 1Csp degerleri GraphPad Prism 8.0 software ile hesaplandi.

UPCI-SCC-131 hiicrelerinde Metformin’in hiicre canlilig1 izerine gdsterdigi etkiler zamana kars1
hiicre indeks degerleri kullanilarak XCELLigence RTCA cihazi ile ger¢ek zamanli olarak 6l¢iildi
(Sekil 8). WST-1 hiicre canlilig1 sonuglarina gére Metformin normoksik ve hipoksik kosullarda
doza bagl olarak hiicre canliligini azaltmistir. Hiicre canlilifint %50 inhibe eden ICso degerleri
72.saat i¢in normoksik kosullarda 4mM; hipoksik kosullarda 14mM olarak hesapland: (Sekil 9).
Real Time PCR ve Western Blot deneylerine hiicre canliligi ¢alismalarindan elde edilen ICsg

degerlerinin altindaki dozlar olan 2mM ve 3mM Metformin ile devam edildi.

Benzer sekilde DCA’nin da zamana bagli olarak gosterdigi hiicre indeks degerleri Sekil 11°de
gosterildi. Dikloroasetat’in UPCI-SCC-131 hiicre canliligin1 doza bagl olarak azalttigi ve ICso
degerinin normoksik kosullar i¢in 30mM; hipoksik kosullar igin ise 40mM oldugu belirlendi (Sekil
12).

Metformin ve DCA’nin klonojenik hiicre sagkalimi {izerindeki uzun siireli etkisi koloni olusum
testi ile incelendi. Hiicreler 14.glinlin sonunda %4’ liik paraformaldehit ile fikse edilip %1 lik kristal
viole ile boyandi. Koloni goriintiileri UVP Jel Dokiimantasyon cihazi kullanilarak elde edildi ve
koloni sayimlar1 yapildi. Hiicrelerin koloni olusturma kapasitesinin Metformin (Sekil 10) ve DCA

(Sekil 13) konsantrasyonuna bagli olarak azaldigi sagkalim grafikleri ile desteklendi.
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Sekil 8. UPCI-SCC-131 hiicrelerinin normoksik kosullarda farkli konsantrasyonlardaki
Metformin’e kars1 gosterdigi hiicre indeks grafigi. Hiicreler 72 saat boyunca MEM (kirmizi), ImM
(agik yesil), 2mM (mavi), 4mM (pembe), 8mM (a¢ik mavi), 32mM (yesil), 64mM (mor) ve
128mM (kahverengi) Metformin ile muamele edildi.
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Sekil 9. UPCI-SCC-131 hiicrelerinin farkli konsantrasyonlarda Metformin ile 72 saat muamele

edilmesinin % hiicre canlilig1 {izerine etkisi (n=4). Veriler ortalama + SEM olarak ifade edildi.
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*p<0,05; ** p<0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001
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Sekil 10. UPCI-SCC-131 hiicrelerinde Metformin uygulamasi sonrasi olusan A) koloni goriintiileri
ve B) sagkalim grafigi
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Sekil 11. UPCI-SCC-131 hiicrelerinin normoksik kosularda farkli konsantrasyonlardaki DCA’ya
kars1 gosterdigi hiicre indeks grafigi. Hiicreler 72 saat boyunca MEM (kirmizi), SmM (agik yesil),
10mM (mavi), 20mM (pembe), 40mM (agik mavi), 80mM (mor), 120mM (kahverengi) ve 160mM
(yesil) DCA ile muamele edildi.
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Sekil 12. UPCI-SCC-131 hiicrelerinde farkli konsantrasyonlardaki DCA’nin % hiicre canlilig

tizerine etkisi (n=4). Veriler ortalama + SEM olarak ifade edildi.

*p <0,05; ** p <0,01; **** p <0,0001
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Sekil 13. UPCI-SCC-131 hiicrelerinde DCA uygulamasi sonrasi olusan A) koloni goriintiileri ve
B) sagkalim grafigi

4.2. Metformin ve Dikloroasetat Kombinasyonunun Hiicre Canliig1 Uzerindeki Etkileri
Metformin ve DCA kombinasyonu UPCI-SCC-131 hiicre canlilig1 iizerindeki etkileri Chou-
Talalay metoduna gore degerlendirildi. Kombinasyon indeksi (CI) ve DRI degerlerini hesaplamak
icin CompuSyn software kullanilarak normoksik kosularda iki ilag sabit oranda (1:20) kombine
edildi. Tablo 8'de gosterildigi gibi, CI ve DRI degerlerini belirlemek i¢in 0,05-0,5-0,75-0,90-0,95
ve 0,097 inhibitor etki (Fa) degerleri kullanildi. Metformin ve DCA kombinasyonuna ait tiim CI
degerleri 0,46 ile 0,80 arasinda bulundu (Sekil 14 A ve B). Bu durum UPCI-SCC-131 hiicre
canliligina kars1 Metformin ve DCA kombinasyonunun normoksik kosullarda sinerjistik bir etkiye

sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica, OSCC hiicre canliligini azaltmak i¢in gerekli olan
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Metformin veya DCA'nin uygun doz azalimini saglayan tiim DRI degerleri “1” in {izerinde bulundu

(Sekil 14 C ve D).
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Sekil 14. UPCI-SCC-131 hiicrelerinde Metformin ve DCA kombinasyonunun hiicre canliligina
etkisi. A) Kombinasyon indeks grafigi (Fa-Cl plot) B) Logaritmik kombinasyon indeks grafigi
[Log(Cl)-Fa] C) Doz azalim indeks grafigi (Fa-DRI plot), D) Logaritmik doz azalim indeks grafigi
[Log(DRI)-Fa]. Met; Metformin

Tablo 8. UPCI-SCC-131 hiicrelerinde Metformin ve DCA kombinasyonuna ait inhibitor Etki (Fa),
Kombinasyon Indeksi (Cl) ve Doz Azalim Indeksi (DRI) degerleri

0,05 0,46762 1,04536 9,18084 7,00837 3,07755
0,5 0,57499 5,43718 23,7410 9,70531 2,11887
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0,75 0,63372 10,05920 33,8417 10,9588 1,84341

0,90 0,70434 18,61030 48,2398 12,3743 1,60377
0,95 0,75988 28,28020 61,3926 13,4401 1,45883
0,97 0,80343 38,08780 72,8819 14,2538 1,36375

4.3. Metformin ve DCA’nin hedef gen ekspresyonlari iizerindeki etkileri
Metformin ve DCA uygulmasi sonrast UPCI-SCC-131 hiicrelerindeki HIF-1a, PDK-1 ve B-aktin
mRNA ekspresyon diizeyleri, Light Cycler 480 1.5 (Roche Diagnostic) kullanilarak belirlendi. Her

2 -AACt

gene ait Ct (Threshold cycle) degerlerinden yararlanilarak yontemi ile rolatif mRNA

ekspresyon analizleri yapildi.

Izole edilen RNA o6rneklerinin intakt olup olmadigim belirlemek amaciyla denatiire kosullar
altinda agaroz jel elektroforezi uygulandi. Bu jel goriintiilerine gére, RNA 6rneklerinin intakt (28S

ve 18S’de keskin banda sahip) oldugu goriildii (Sekil 15).

Projede kullanilan primerlerin sekanslari ve amplikon boyutlar1 Tablo 9°da verildi. Real Time
PCR caligmalarina baslamadan Once primerlerin uygun baglanma sicakligini bulmak i¢in
optimizasyon calismas1 yapildi. Bu amagla SimpliAmp Thermal Cycler ile 3 farkli baglanma
sicakligr (58°-60°-62°C) denenereck konvensiyonel PCR deneyi kuruldu. Elde edilen bant
goriintiilerine goére biitiin primerler i¢in uygun sicaklik “60°C” olarak segildi ve c¢aligmalara bu

sicaklikla devam edildi (Sekil 15). Her 3 gene ait erime egrileri Sekil 16’da gosterildi.

Tablo 9. Projede kullanilan primerlerin sekans ve amplikon boyutlari

Amplikon
Hedef Gen Primer Sekansi
Boyutu (bp)

HIF-1 Forward: 5° - AAGAACAAAACACACAGCGAAGC - 3 199
-1a
Reverse: 5° - TCACAAATCAGCACCAAGCAGG -3’

Forward: 5° - CAACAGAGGTGTTTACCCCC - 3’
PDK-1 105
Reverse: 5° - ATTTTCCTCAAAGGAACGCC -3

Forward: 5° - AGCCTCGCCTTTGCCGA -3’

p-aktin 175
Reverse: 5° - CTGGTGCCTGGGGCG - 3’
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A)

B)

288 —

18§ —

5§ —

Sekil 15. A) RNA orneklerin formaldehit agaroz jel goriintiileri. N: Normoksi, H: Hipoksi B)

Optimizasyon i¢in kullanilan 6rneklerin agaroz jel goriintiisii
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Sekil 16. A) HIF-10 B) PDK-1 C) B-aktin’e ait erime egrileri (melting curve)

4.3.1. HIF-1a Gen Ekspresyonu
Real-Time PCR c¢alismasi ile belirlenen normoksi ve hipoksi kosullarindaki Kontrol, 2mM
Metformin, 3mM Metformin, 40mM DCA ve 50mM DCA o6rneklerindeki HIF-1a gen ekspresyon

amplifikasyon egrileri ve ortalama kat degisim (fold change) degerleri sirasiyla (Sekil 17 ve 18)
ve Tablo 10’da gosterildi.
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Amplification Curves
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Sekil 17. Normoksik kosullarda HIF-1a amplifikasyon egrileri (n=3).
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Sekil 18. Hipoksik kosullarda HIF-1a amplifikasyon egrileri (n=3).
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Tablo 10. Normoksik ve hipoksik kosullarda HIF-1a ortalama kat degisim degerleri

Ortalama Kat Degisim Degerleri

Ortalama Kat Degisim Degerleri

Ornekler (Normoksi) (Hipoksi)

l.tekrar | 2.tekrar | 3.tekrar | l.tekrar | 2.tekrar | 3.tekrar
Kontrol 1,04 1,74 2,43 1,034 1,059 1,002
2mM Metformin | 1,54 1,37 1,28 1,129 1,634 1,504
3mM Metformin | 1,71 1,04 1,13 2,115 1,354 1,032
40mM DCA 4,52 6,26 6,06 1,332 - 1,988
50mM DCA 6,53 3,17 4,54 7,135 8,690 5,440

UPCI-SCC-131 hiicrelerinde HIF-1a ekspresyonu acisindan normoksik ve hipoksik kosullarda
kontrole kiyasla 40mM DCA’nin bir etkisi yokken; 50mM DCA hem normoksik (p=0,0243) hem
de hipoksik kosullarda (p=0,016) anlamli olarak artis gosterdi (Sekil 19).
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Sekil 19. Oral skuamdz hiicreli karsinom hiicrelerinde normoksik ve hipoksik kosullarda 40mM

ve 50mM DCA’nin HIF-1a mRNA ekspresyon diizeylerine etkisi (Ortalama +Standart hata)
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Istatistiksel olarak anlamli: * p < 0,05; **p < 0,01

UPCI-SCC-131 hiicrelerinde 2mM ve 3mM Metformin ile HIF-1o mMRNA ekspresyonunda hem
normoksik hem de hipoksik kosullarda kontrole kiyasla anlamli bir fark belirlenmedi (Sekil 20).

Bl Normoksi

2.51
3 Hipoksi

2.0

Rolatif MRNA ekspresyon Diizeyi

Kontrol 2mM 3mM
Metformin

Sekil 20. Oral skuaméz hiicreli karsinom hiicrelerinde normoksik ve hipoksik kosullarda 2mM ve

3mM Metformin’in HIF-1a. mRNA ekspresyon diizeylerine etkisi (Ortalama +Standart hata)

4.3.2. Piruvat Dehidrogenaz Kinaz-1 Gen Ekpsresyonu
Real-Time PCR c¢alismasi ile belirlenen normoksi ve hipoksi kosullarindaki Kontrol, 2mM
Metformin, 3mM Metformin, 40mM DCA ve 50mM DCA o&rneklerindeki PDK-1 gen ekspresyon
amplifikasyon egrileri ve ortalama kat degisim (fold change) degerleri sirasiyla (Sekil 21 ve 22) ve
Tablo 11°de gosterildi.
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Sekil 21. Normoksik kosullarda PDK-1 amplifikasyon egrileri (n=3).
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Sekil 22. Hipoksik kosullarda PDK-1 amplifikasyon egrileri (n=3).
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Tablo 11. Normoksik ve hipoksik kosullarda PDK-1 ortalama kat degisim degerleri

Ortalama Kat Degisim Degerleri

Ortalama Kat Degisim Degerleri

Ornekler (Normoksi) (Hipoksi)

l.tekrar | 2.tekrar | 3.tekrar | l.tekrar | 2.tekrar | 3.tekrar
Kontrol 4,470 1,150 1,397 1,434 1,0253 1,202
2mM Metformin | 1,660 1,114 1,295 1,214 1,126 1,477
3mM Metformin | 1,480 0,803 1,221 1,530 1,151 1,187
40mM DCA 1,510 1,301 1,101 1,284 2,163 1,040
50mM DCA 1,140 2,565 1,547 3,228 2,483 2,388

UPCI-SCC-131 nhiicrelerinde, PDK-1 mRNA ekspresyon diizeyleri agisindan normoksik
kosullarda 40mM DCA (p=0,0278) ve 50mM DCA (p=0,0160) konrole kiyasla baskilanirken;

hipoksik kosullarda sadece 50mM DCA’da anlaml bir etki gozlendi (p=0,0354) (Sekil 23).
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Sekil 23. Oral skuamdz hiicreli karsinom hiicrelerinde normoksik ve hipoksik kosullarda 40mM

ve 50mM DCA’nin PDK-1 mRNA ekspresyon diizeylerine etkisi (Ortalama +Standart hata)

Istatistiksel olarak anlamli: “p <0,05; * p <0,05
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UPCI-SCC-131 hiicrelerinde, Metformin uygulamasi sonrasi PDK-1 mRNA ekspresyon

diizeyleri agisindan normoksik kosullarda kontrole kiyasla herhangi bir fark belirlenmezken;

hipoksik kosullarda sadece 3mM Metformin ile azalma goriildii (p=0,0371) (Sekil 24).

Rolatif mMRNA ekspresyon Diizeyi

Kontrol

| =al =l

2mM
Metfo

*

3mM
rmin

Bl Normoksi
3 Hipoksi

Sekil 24. Oral skuamdz hiicreli karsinom hiicrelerinde normoksik ve hipoksik kosullarda 2mM ve

3mM Metformin’in PDK-1 mRNA ekspresyon diizeylerine etkisi (Ortalama +Standart hata)
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4.4. Metformin ve DCA’min HIF-1a ve PDK-1 protein ekspresyonlar iizerindeki etkileri

UPCI-SCC-131 hiicrelerinde 48 saat boyunca Metformin ve DCA uygulamasi sonras1t HIF-1a
ve PDK-1 protein ekspresyon diizeyleri incelendi. Western Blot sonrasi elde edilen bantlarin
dansitometrik analizleri UVP Bioimaging system with LabWorks 4.6 Image Acquistion Software
programi kullanilarak gergeklestirildi. Bunun igin her bandmn alan (mm?) ve optik dansitesi
(0.D/mm?) belirlendi ve bant yogunlugu; "area density = alan x optik dansite" formiiliinden
hesaplandi. Her gruba ait protein ekspresyon diizeyleri eslenik a-aktinin protein ekspresyon

diizeyine oranlanarak rolatif kantitasyon yapildi.

4.4.1. HIF-1a Protein Ekspresyonu
Oral skuamdz hiicreli karsinom hiicrelerinde HIF-1a protein ekspresyon diizeyinin hipoksik
kosullarda 2mM (p=0,0075) ve 3mM Metformin (p<0,0001) ile kontrole gére anlamli olarak
baskilandigi goriildi (Sekil 25). Normoksik kosullarda ise HIF-1a proteini hizli bir sekilde degrade
oldugu i¢in HIF-1a’ye ait bant gozlenmedi ve analiz yapilamadi (Sekil 25 A).

Dikloroasetat uygulanan gruplarda ise HIF-1o protein ekspresyonu agisindan anlamli fark
goriilmedi (Sekil 26).

Kombinasyon analiz sisteminden elde edilen normoksi i¢in Fa=0,25 (0,7mM Met+14mM DCA)
ve Fa=0,50 (ImM Met+22mM DCA); hipoksi i¢in Fa=0,50 (12mM Met+19mM DCA) ve Fa=0,75
(17mM Met+25mM DCA) degerlerine denk gelen Metformin ve DCA konsantrasyonlari kombine
olarak 48 saat boyunca hiicrelere uygulandi. Hipoksik kosullarda her iki doz uygulamasinda da
bant yogunlugunda kontrole gore detekte edilemeyecek oOl¢iide azalma goriildii (p=0,0240 ve
p=0,0241) (Sekil 27).
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Sekil 25. Oral skuaméz hiicreki karsinom hiicrelerinde 2mM ve 3mM Metformin’in hipoksik

kosullarda HIF-1a protein ekspresyon diizeylerine etkisi (Ortalama £Standart hata).

Istatistiksel olarak anlami: ** p < 0,01; **** p <(,0001
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Sekil 26. Oral skuam6z hiicreki karsinom hiicrelerinde 40mM ve 50mM DCA’nin hipoksik

kosullarda HIF-1a protein ekspresyon diizeylerine etkisi (Ortalama £Standart hata).
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Sekil 27. Oral skuaméz hiicreki karsinom hiicrelerinde Metformin ve DCA kombinasyon

dozlariin hipoksik kosullarda HIF-1a protein ekspresyon diizeylerine etkisi.

[statistiksel olarak anlami: * p < 0,05

4.4.2. PDK-1 Protein Ekspresyonu
UPCI-SCC-131 hiicrelerinde PDK-1 protein ekspresyon diizeyi hem normoksi hem hipokside 40
mM (p=0,0011) ve 50 mM DCA (p=0,0007) ile kontrole gore anlamli olarak baskiland (Sekil 28).
Metformin uygulanan hiicrelerde ise normoksik kosullarda 3mM Metformin (p=0,0148) ile
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kontrole gore anlamli azalma gortildii (Sekil 29). Hipoksik kosullarda bant yogunlugunda kontrole

gore bir azalma goziikse de istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmad.

Kombinasyon dozlarinda normoksik kosullarda Fa=0,50 degerine denk gelen kombinasyon
dozlarinda anlamli baskilanma goriildii (p=0,0159). Benzer sekilde hipoksik kosullarda da
Fa=0,50 ve Fa=0,75 degerlerine denk gelen kombinasyon dozlarinda PDK-1 ekspresyonu kontrole
gore anlamli olarak baskilandi (p=0,0158; p=0,0081) (Sekil 30).
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Sekil 28. Oral skuaméz hiicreki karsinom hiicrelerinde 40mM ve 50mM DCA’nin normoksik ve

hipokaik kosullarda PDK-1 protein ekspresyon diizeylerine etkisi (Ortalama +Standart hata).

[statistiksel olarak anlam1: * p < 0,05; *** p <0,001; ** p<0,01; *** p < 0,001
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Sekil 29. Oral skuamdz hiicreki karsinom hiicrelerinde 2mM ve 3mM Metformin’in normoksik ve

hipoksik kosullarda PDK-1 protein ekspresyon diizeylerine etkisi (Ortalama +Standart hata).

[statistiksel olarak anlami: * p < 0,05
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Sekil 30. Oral skuamdz hiicreki karsinom hiicrelerinde Metformin ve DCA kombinasyon

dozlarmin hipoksik kosullarda PDK-1 protein ekspresyon diizeylerine etkisi.

[statistiksel olarak anlami: * p < 0,05; **p < 0,01
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4.4. Metformin ve DCA’nin Metabolik Akis Uzerindeki Etkileri
Hiicreler 48 saat boyunca 1mM Metformin ile muamele edildiginde, hiicresel enerji fenotipinin
glikolitik yola kaydigi, oksijen tiiketim hizinin (OCR) anlamli olmasa da azaldigi (p=0,1970) ve
ekstraselliiler asidifikasyon (ECAR) hizinin ise anlamli olarak arttig1 (p=0,0207) gozlendi (Sekil
31). Bu sonug¢ mitokondriyal oksidatif fosforilasyon sisteminin (OXPHQOS) azaldigim ve

metabolik kaymanin glikoliz yoniine dogru oldugunu goéstermistir.
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Sekil 31. UPCI-SCC-131 hiicrelerinde 1mM Metformin’in A) hiicresel enerji fenotipi, B) OCR ve
ECAR fiizerindeki etkileri (n=3).

* statistiksel olarak anlamli, p < 0,05

UPCI-SCC-131 hiicrelerini 48 saat boyunca 10mM DCA ile muamele edildiginde hiicresel enerji
fenotipinin enerjitik yola kaydigin1 ve hem OCR'nin (p=0,0047) hem de ECAR'nin anlaml1 olarak
arttigini (p=0,0167) belirlendi (Sekil 32). Bu sonu¢ OXPHOS'un arttigini1 ve metabolik kaymanin

enerjitik yone oldugunu gostermistir.
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Sekil 32. UPCI-SCC-131 hiicrelerinde 10mM DCA’nin A) hiicresel enerji fenotipi, B) OCR ve
ECAR fiizerindeki etkileri (n=3).

* jstatistiksel olarak anlamli, p < 0,05
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5. TARTISMA

Oral skuamoz hiicreli karsinom (OSCC), yilda 300.000'in tizerinde yeni vakanin bildirildigi
diinya ¢apinda en sik goriilen 6. kanser tiiridiir [76]. Oral kanserler i¢in mevcut tedavi stratejileri
cerrahi rezeksiyon, radyoterapi ve/veya platin temelli kemoterapidir. Tarama ve erken tam
konusundaki ilerlemelere ragmen, OSCC hastalarinda 5 yillik sagkalim, bu tiimériin tedavilere
kars1 gosterdigi agresif biyolojisi nedeniyle oldukca yetersizdir. Bu sebeple OSCC hastalari igin
yenilik¢i terapotik  tedavilerin  arastirilmasi, FDA onayli mevcut ilaglarin  yeniden
konumlandirilmasi ve bodylece daha diisiik maliyetli ve daha az yan etkileri olan tedavi

seceneklerinin gelistirilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir.

Bu calismada hipoksinin etkili oldugu oral skuaméz hiicreli karsinomda (UPCI-SCC-131 hiicre
hatt1)) Metformin ve DCA ilaglarinin hiicre canliligina, hiicre metabolizmasina ve hipoksi
gostergesi olan HIF-1a ve Piruvat Dehidrogenaz Kinaz-1 (PDK-1) ekspresyonlarina olan etkisi
incelendi. Elde edilen hiicre canliligi sonuglarina gore 6zellikle HIF-1a molekiiliinii doza bagli
olarak inhibe ettigi bilinen Metformin’in OSCC hiicre canlilig1 tizerindeki I1Cso degerleri hipoksik
kosullarda normoksiye gore artis gosterdi. Bu durum oksijen diizeyinin %1 oldugu kosullarda
normal kosullara kiyasla (oksijen diizeyinin %20 oldugu) UPCI-SCC-131 hiicrelerinin
Metformin’e verdigi tepkinin yaklasik 3,5 kat daha direngli oldugunu gostermektedir. Benzer etki
DCA molekiiliinde de goriildii ve hipokside elde edilen 1Cso degeri normoksiye gore yaklasik 1.3
kat daha direngli bulundu. Ancak DCA’nin anti-spesifik olmasi, diisiik potansiyel géstermesi ve
yiiksek doz gereksiniminden (25-100 mg/kg viicut agirligr) dolay: antikanser tedavisine yonelik
uygulamalarda terapétik etki gostermesi sinirlidir. DCA'nin neden oldugu toksik etkiler arasinda,
ilk metabolit olan oksalik asitin iiretilmesinden kaynaklanan noropatik etkiler, katarakt olusumu ve
testis dejenerasyonu bulunmaktadir. Bu nedenle, OSCC tedavisi i¢in DCA’nin monoterapi olarak
kullanilmasindan ziyade Metformin gibi diger metabolik ilaglarla kombine terapiler olarak

kullanilmasinin daha giiclii bir etki gosterecegini dngérmekteyiz.

Her iki ilaca ait belirlenen 1Cso degerlerinden yola g¢ikarak CompuSyn software programi
kullanilarak kombinasyon analizleri gerceklestirildi ve ilaglarin sinerji gosterip gostermedikleri
incelendi. Chou-Talalay kombinasyon indeksine gore analiz edilen Metformin ve DCA

kombinasyonunun UPCI-SCC-131 hiicrelerinde hiicre canliligi izerine gii¢lii sinerjizm gosterdigi
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belirlendi (CI<1). Sonuglarimizla benzer sekilde Li ve arkadaslari, over kanseri hiicrelerinde DCA
ve Metformin kombinasyonunun hiicre canliliginit %50'ye kadar azaltabildigini bildirmistir [68].
Ayrica, DCA ve Metformin kombinasyonunun sinerjik olarak meme kanseri hiicrelerinde oksidatif
hasar ile apoptozu indiikledigi baska bir ¢alisma ile gosterilmistir [67], [77]. Florio ve ark. hem
Metformin hem de DCA'nin, paraganglioma otonom sinir sistemi tiimorlerinde hiicre canliligini
azaltigimi ve DCA/Metformin/GW6471 kombinasyonun hiicre canliligi ve klonojenik yetenek

tizerinde giiglii sinerjistik etkileri oldugunu rapor etmistir [78].

Solid tiimorler, artan oksijen tiiketimi ile anormal timdr vaskiilarizasyonundan kaynaklanan
yetersiz oksijen iletimi arasindaki dengesizlikten dolay1 siklikla hipoksik bolgeler icermektedir.
Intratiimoral hipoksi, invazif ve metastatik bir fenotipe sahip olan metabolizmanin yani sira
radyasyon ve kemoterapiye direng ile iliskilidir. Hipoksi ve tiimor progresyonuna karsi hiicresel
yanitta yer alan bir transkripsiyon faktorii olan HIF-lo'nin, hipoksiyi hedef alan yeni kanser
terapotiklerini gelistirmek igin potansiyel bir molekiil olabilecegi diisiiniilmektedir [79]. Bugiine
kadar Metformin ve PX478 gibi HIF-1a’nin direkt veya indirekt inhibisyonundan sorumlu bir gok

ajan tanimlanmustir.

Piruvat Dehidrogenaz Kinaz-1 (PDK-1) molekiilii hipokside artis gosteren HIF-1a’nin hedef
genlerinden biri olup mitokondriyal solunumun anahtar enzimidir ve Warburg etkisinin
baslatilmasiyla iligkili olup birgok insan tiimor drneklerinde overeksprese olarak bulunmus ve zayif

prognoz ile iliskilendirilmistir (Tablo 12) [80].

Tablo 12. Piruvat dehidrogenaz kinaz overekspresyonu ile hasta mortalitesi arasindaki iliski

Kanser Tiirii PDK izoformlar Prognoz Referans
Meme Kanseri PDK-2 Zayif 36
Kolon Kanseri PDK-3 ve PDK’lar Zayif 36,37
Gastrik Kanseri PDK-1 Zayif 39
Glioblastoma PDK’lar Zayif 35

Bas ve Boyun Kanseri PDK-1 ve PDK-2 Zayif 15,40,41
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Hepatoselliiler PDK’lar Zayif 42

Karsinoma

Akciger Kanseri PDK-2 ve PDK’lar Belirlenmemis 36,43
Melanoma PDK-1 ve PDK’lar Zayif 14,44
Myeloma PDK-1 Zay1f 45
Renal Hiicre PDK-1 Korelasyon yok 46
Karsinomu

Yiiksek PDK-1 aktivasyonu ve glikolitik yolaklara olan baglilik artan tiimorojenite ile iliskilidir.
Hipoksi indiiklenebilir faktor-la'nin aktivasyonu [58] veya p53 gen kaybi [81] gibi kanser
progresyonu acisindan kritik olan bir¢gok onkogen veya transkripsiyon faktoriiniin PDK-1
ekspresyonunu indiikledigine dair ¢alismalar vardir. Sonug olarak kanser hiicrelerindeki PDK ’larin
hedeflenmesi ve metabolizmanin yeniden programlanmasi antikanser ajanlarin gelistirilmesi

acisindan oldukg¢a 6nemlidir.

Bu ¢alismada OSCC hiicrelerinde hipoksi ve metabolizmay1 hedef alan Metformin ile DCA’nin
HIF-1o ve PDK-1 ekspresyonlari {izerindeki etkileri arastirilmistir. Real-Time PCR ve Western
Blot sonuglar1 beraber incelendiginde, hipoksik kosullarda 48 saatlik Metformin uygulanmasi
sonrasinda HIF-la gen ekspresyonu acisindan anlamli bir etki goriilmezken; protein
ekspresyonunda yaklagitk 3 katlik bir baskilanma belirlendi. Bu durum UPCI-SCC-131
hiicrelerinde Metformin’in uygulanan bu dozlardaki etkisinin HIF-1a gen ekspresyonundan ziyade
protein ekspresyonuna yansidigini géstermektedir. Metformin’in HIF-1a {izerindeki bu etkisinin
altinda yatan mekanizma Metformin’in mitokondriyal kompleks 1 inhibisyonu ile oksijen tiiketimi
ve ATP liretimini azaltmasi ve buna bagli intraselliiler oksijenin artmasi sonucu prolil hidroksilazin
(proteozomal HIF-1a degredasyonunu tetikleyen enzim) aktive olmasi ile agiklanabilir. Literatiirde
benzer sekilde in vitro ve in vivo kosullarda hepatoselliiler karsinomda Metformin’in doza ve
zamana bagli olarak hipoksi indiiklii HIF-1a’y1 baskiladigt hem Western Blot hem de
Immunofloresans yontemleri ile bildirilmistir [82], [83]. Erisilebilir literatiir incelendiginde

DCA’nin tek basina HIF-1a lizerindeki etkisi pek bilinmemekle birlikte elde edilen sonuclara gore
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her iki kosulda da DCA HIF-1a mRNA ekspresyonunu artirirken, bu etki protein ekspresyonuna
yansimamaktadir. Normoksik kosullarda ise HIF-la proteini hizli bir sekilde proteozomal

degredasyona ugradigi i¢in detekte edilecek diizeyde herhangi bir bant gdzlenmedi.

PDK-1 ekspresyonu agisindan incelendiginde, UPCI-SCC-131 hiicre hattinda Metformin ve
DCA’nin hem normoksik hem hipoksik kosullarda PDK-1 ekspresyonunu baskiladigi RT-PCR ve
Western blot ¢alismalar1 ile gosterildi. Dikloroasetat’in PDK-1 iizerinde gosterdigi bu
baskilanmay1, PDK-1’in inhibe ettigi Piruvat Dehidrogenaz enziminin fosforile/fosforile olmayan
formlarmin hem gen/protein ekspresyonu hem de aktivite diizeyleri agisindan desteklemek

planlanan ¢aligmalarimiz arasinda yer almaktadir.

Gilinlimiizde FDA-onayl ilaglarin yeniden konumlandirilip farkl tedavi alanlarinda kullanilmasi
oldukga popiiler ve ilgi goren bir yaklasimdir. Yeni bir ilacin tasarlanip gelistirilmesi ve Faz
asamalarint gecip klinikte uygulanabilir hale gelmesi olduk¢a uzun siiren asamalardan
olugmaktadir. Bunun yerine hali hazirda FDA onayina sahip ilaglar hem zaman hem maliyet
acisindan daha avantajli olmaktadir. Bu ¢alismada Metformin ve DCA kombinasyonunun OSCC
hiicre canlilig1 lizerinde sinerjizm gosterdigi belirlendi. CompuSyn software programindan elde
edilen Metformin ve DCA’ya ait kombinasyon doz degerleri hiicrelere uygulandiginda kontrole
oranla hem hipoksi hem de normoksi de HIF-1a ve PDK-1 ekspresyonlart agisindan baskilanma
oldugu Western Blot ¢alismalar1 ile gosterildi. Bu durum OSCC hiicrelerinde tek basina etki
gorillen doz araligindan daha diisiik konsantrasyonlar kullanilarak, daha etkili bir tedavi

stratejisinin gelistirilebilecegini dnermektedir.

Kanser metabolizmasi yeni terapotik yaklasimlarin gelistirilmesi agisindan umut verici bir alana
dontismektedir. Normal hiicrelere kiyasla, kanser hiicreleri metabolik olarak yeniden programlanir,
yeterli oksijenlenmenin oldugu kosullarda bile glikolitik yolu kullanir (Warburg etkisi). Kanser
hiicreleri glikolizin bir sonucu olarak azalan ATP'yi telafi etmek i¢in, glukoz tasiyicilarini kodlayan
genleri (GLUT), piruvat dehidrogenaz kinaz (PDK) ve laktat dehidrogenaz (LDH) gibi glikolitik
enzimleri diizenler. Bu yliksek oranda glukoz alimi ve degismis metabolizma hiicrelerin hipoksik
kosullar altinda hayatta kalmalarin1 saglar. Bu calismada OSCC metabolizmasini hedef alan
Metformin ve DCA’nin hiicresel fenotip iizerindeki etkileri SeaHorse XF Analyzer sistemi

kullanilarak gergek zamanli olarak incelendi. Metformin’in diisiik dozda OSCC hiicrelerinde
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glikolotilik yolu uyardig1 ve ekstraselliiler asidifikasyonu anlamli olarak arttirdigi gozlendi.
Literatiirde benzer sekilde Metformin’in SKOV3 hiicrelerinde (over kanseri hiicre hatti)
OCR/ECAR oranin1 azalttigit metabolizma c¢alismalar1 ile rapor edilmistir [68]. Boylece
Metformin’in kompleks 1 inhibisyonu sonucu metabolizmay1 glikolitik yola siiriikledigi ve laktik
asit iiretimini arttirarak asidifikasyonu uyardigi bu caligmalarla desteklendi. Bir sonraki asama
olarak Metformin’in OSCC metabolizmasindaki roliinii daha iyi anlamak i¢in AMPK ve mTOR

yolaklar1 agisindan irdelemek bir sonraki ¢alismalarimiz arasinda yer almaktadir.

Oral skuamdz hiicreli karsinom hiicrelerinde, Metformin’in olusturdugu bu etkiyi tersine
cevirebilecek potansiyele sahip olan DCA’nin ise olasilikla mitokondriyal fonksiyonlari aktive
ederek metabolizmay1 enerjitik yola siirlikledigi metabolik akis deneyleri ile gozlendi. Benzer
baska bir calismada DCA uygulanan MCF7 hiicrelerinde (meme hiicre hatt1) oksijen tiiketim
hizinin (OCR) kontrole kiyasla arttigi, bunun da piruvatin artan oksidasyonu ile iligkili oldugu
bildirilmistir [67] Yine baska bir ¢alismada DCA 6zellikle mitokondriyal solunum bozuklugu
bulunan hiicrelerde paklitaksel direncini tersine ¢evirerek etki etmis ve glikoliz inhibisyonuna yol

acan daha yiiksek diizeylerinde, ilaca direngli olan hiicrelerde sitrat birikimine neden olmustur [84].

Bu caligmada metabolizma acgisindan oksijen tiiketimi ve olusan asidifikasyon SeaHorse cihazi
kullanilarak hizi incelendi. Bunlarin yani sira laktik asit, glukoz, Ase-CoA, ATP gibi metabolik

iiriin diizeylerini ¢calisarak, ¢ikan sonuclar1 desteklemek ¢alismay1 daha ileri bir boyuta tastyacaktir.

Metformin ve DCA’nin tek ajan olarak kullanilmalarinin aksine klinik potansiyelini maksimuma
¢ikarmay1 amaglayan kombinasyon stratejilerinin daha etkili olabilecegi ongoriilmektedir. Kanser
tedavisinde kullanilan ila¢ kombinasyonlarinin anti-tiimorijenik davranig  gostermesi
beklenmektedir. Bu baglamda, sonuglarimiz, bir antikanser ajan olarak Metformin ve DCA
kombinasyonunun potansiyel kullaniminin, OSCC tedavisi i¢in umut verici bir terapotik strateji

olabilecegini gdstermektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

1.

Calismalarimiz oral skuamdz hiicreli karsinom (UPCI-SCC-131) hiicre hattinda hipoksik
ve normoksik kosullarda gergeklestirildi.

Bu hiicre hattinda hem hipoksik hem de normoksik kosullar altinda hiicre canlilig
caligmalar1 ile Metformin ve DCA’ya ait IC50 degerleri hesaplandi.

Metformin ve DCA’nin birlikte gii¢lii bir sinerjizm gosterdigi belirlendi.

Metformin uygulamasi sonrast HIF-la ekspresyon diizeyleri hipoksik kosullarda
baskiland1 ve metabolizma deneyleri ile hiicrelerin glikolitik yola siiriiklendigi gézlendi
DCA’nin PDK-1 protein diizeylerini baskiladigint ve olasilikla mitokondriyal
fonksiyonlar1 aktive ederek metabolizmay1 enerjitik yola siiriikledigi belirlendi.
Metformin ve DCA kombinasyonunun diisik dozlarda HIF-la ve PDK-1
eskpresyonlarini baskiladig: belirlendi.

OSCC hiicrelerinde belirlenen, istatistiksel olmayan farklarin anlamli olup olmadigini
irdelemek amactyla deneysel tekrar sayilarinin arttirilmasi gerektigi 6ngoriildii.

Tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan Metformin ve PDK inhibitérii olan DCA
kombinasyonunun etkili olmasi, oral kavite kanserli hastalarin tedavisinde bu ilaglarin
anti-tiimorijenik ajan olarak ila¢ piyasasinda kullanimini bir adim Gteye tagiyacaktir.
Metformin ve DCA'nin hem eski ilaglarin yeni kullanim alanlarinda uygulanmasi, hem de
kemo/radyoterapotik ajanlara gore diisiik maliyetli olmast ve SGK tarafindan

kargilanmasi nedeniyle ulusal ekonomiye ve refah diizeyine katkida bulunabilecektir.
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