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Larenks kanseri (LKa) en yaygin goriilen bas boyun kanseridir ve diinya ¢apinda tiim
insan kanserlerinin %1-2,5’ini olusturur. LKa i¢in yeni tam1 ve tedavi yaklasimlari
gelistirilmesine ragmen son otuz yilda 5 yillik sag kalim oraninda 6nemli bir azalma
goriilmemistir. LKa tedavisinde yaygin olarak kullanilan kemoterapétik bir ajan olan 5-
FU’nun LKa hastalarinin sag kalim siiresine belirgin bir katkis1 olmamistir. Metformin
Tip-2 diyabet tedavisinde yaygin olarak kullanilan oral anti-diyabetik bir ilagtir ve son
zamanlarda anti-kanser aktivitesi oldugu birgok kanser g¢esidinde goOsterilmistir.
Literatiirde metforminin farkli kemoterapétik ilaglarla birlikte alindiginda kemoterapotik
ilaglarin etkinligini artirabilecegi yoniinde cesitli calismalar mevcuttur. Ayrica
metforminin insan LKa hiicre hatt1 olan Hep-2 hiicreleri tizerinde anti-proliferatif etkileri
olabilecegine dair bulgular da mevcuttur. Tez kapsaminda metforminin tek basina ve 5-
FU ile kombine kullanimmin Hep-2 hiicreleri iizerindeki etkilerinin gosterilmesi
amaglanmistir. Bu dogrultuda metformin ve 5-FU tek baslarima ve kombine halde
hiicrelere uygulanmis ve metforminin Hep-2 hiicrelerinde apoptozu tetikleyerek hiicre
cogalmasini baskiladigi, ayrica hiicre gogiinii inhibe ettigi ortaya konulmustur. 5-FU ile
birlikte hiicrelere uygulandiginda ise hiicreler ilizerinde sinerjistik olarak apoptozu
indiikledigi, hiicre gogalmasi ve gd¢linii ise inhibe ettigi gosterilmistir. Beklenmedik bir
sekilde, metforminin Hep-2 hiicre invazyonunu artirdig1 ve 5-FU’nun hiicre invazyonunu
inhibe edici etkisini ise azalttig1 bulunmustur. Bu bulgular dogrultusunda, metforminin
LKa tedavisinde destekleyici ajan olarak kullanilabilecegi ilk defa bu ¢alisma ile ortaya
koyulmustur, ancak, metforminin kanser hiicrelerinin invaziv potansiyelini artirma

potansiyeli goz ardi edilmemelidir.
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Larynx cancer (LCa) is the most common head and neck cancer and accounts for 1-2.5%
of all human cancers worldwide. Despite development of novel diagnostic and therapeutic
tools for LCa, there has been no significant reduction in the 5-year survival rate over the
past 30 years. 5-FU is a widely used chemotherapeutic agent in the treatment of LCa,
however, it did not contribute much to the LKa patients’ overall survival. Metformin is
an oral anti-diabetic drug widely used in the treatment of Type 2 diabetes and has been
recently shown to have anti-cancer activity in a variety of cancer types. There are several
studies in the literature that suggest that metformin might sensitize the cancer cells to
chemotherapeutic drugs. There is also evidence that metformin might have anti-
proliferative potential on the human LCa cell line Hep-2 cells. In this thesis, it is aimed at
exploring the anti-cancer effects of metformin alone and in combination with 5-FU on
Hep-2 cells. When Hep-2 cells are treated with metformin alone, it inhibited cell
proliferation by inducing apoptosis and suppressed cell migration in Hep-2 cells. Besides,
metformin and 5-FU synergistically induced apoptosis in cells, while inhibiting cell
proliferation and migration. Unexpectedly, metformin was found to enhance cellular
invasion and reverse the inhibitory effect of 5-FU on the invasive potential of Hep-2 cells.
To the best of our knowledge, our findings suggest for the first time in the literature, that
metformin can be used as an adjuvant agent in the treatment of LCa. However, the

potential of metformin to promote the invasion of cancer cells should not be neglected.

2018, 72 pages
Key words: Larynx Cancer, Chemotherapy, Metformin, 5-FU



TESEKKUR

Akademik hayata attigim bu ilk adimda ve lisansiistii egitimimin tamamlanmasi ile
ilgili caligmalarimda bilgi, deneyim ve tecriibelerinin yani sira manevi olarak da destegini
her zaman hissettigim her tiirlii anlayis, ilgi ve sabr1 gdsteren kendisiyle ¢alismaktan
onur ve mutluluk duydugum kiymetli danisman hocam Sn. Yrd. Dog. Dr. Omer Faruk

KARATAS’a

Calismalarim sirasinda yakin ilgi ve destegini gordiigtim degerli hocam Sn. Yrd.

Dog. Dr. Elanur AYDIN KARATAS’a

Bilimsel ve deneysel anlamda yardimlarini esirgemeyen calisma arkadaglarim

Fatma SANLI, Ozel CAPIK, Elanur TUYSUZ ve Merve DEMIRBAG’a

Egitim hayatimin her ddneminde oldugu gibi bu zorlu siirecte de bana destek olarak

yalniz birakmayan sevgili aileme sonsuz tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

(0423 [T iii
ABSTRACT ...uiiiiiiitiiiiireiieitetietieitsetrestattaeteestestastassasssestassassesstessastassssssastassasssnssansas iv
TESEKKUR ...covveieereiieeeeisteeieresseessesessessssessssessssessssessssessssssssessssessssessssessssesssessssessnsens v
ICINDEKILER ......eeeieeeeeeeeeeeseeeceesessessssessssessssessssssssessssessssessssessssesssnssssssssssssssesssnassns vi
SEKILLER DIZINI...veoveeveertreereresensensessessessestssssstessssessessessessessessessesssssesssssssesssssesses viii
TABLOLAR DIZINI .c.veeueeueerennesrententrsenseseesesessessessessessesssssesssssssessessessessassessesssssessssesses X
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI ...cveeveerenrerersirsersesenessessessesseseesessessessessessessesseses Xi
N 1 |21 13
1.1 Kanser Tanimi Ve TariNgesi . .cceeieeeiiiieiiieeniieniiteeieeneetenierneerensesenserenssesessesnssensnnes 13
1.2 Larenks KanSeri.......ccceeeiiiiiiimmnueiiiiiiiiiinnineiiiiniiinessessessnnnenssessssssssnnnsssssssssssssns 14
13 Larenks Kanseri Tedavi Yaklagimlari....ccccceieeeiiieiiieiiiiniiienenenncnenerenseerencereenenennes 17
14 L U O (A T A 19
1.5 Metformin TariRge ... ccceiieeiiicriieriicrtenerenereeeeeeneetnseernnnerensesensessnssesnssesnnsenannes 20
1.6 Metforminin Etki Mekanizmasi.......ccccvveereeniiiiiiiiinnnnssiininiineeesesms. 21
1.7 Metforminin Kullanim AlQnlar .......ccociieeeeiiiiiiiiiinnimnn. 22
1.7.1 Polikistik OVEr SENAIOMU ..ccuviieiieicieeciee ettt e et e e sae e esaee e seee e s bee e saveesaees 22
1.7.2 =1 =111 0 - ST 23
1.7.3 Kardiyovaskiler HastallKlar...........oooeuvieeieciiee ettt e 23
1.7.4 D11V o= USROS 24
1.7.5 [ 4 TY=T T PP P PP PPPTU PP 24
1.8 Metformin ve Larenks KanSeri........ccuuiiuieeiniiiiiiiiinnnniiiiiiiienessm. 26
2 ONCEKI CALISMIALAR........evtieererernreesineessssseesssssesssssesssssessssssesssssassssssssssssessssnes 28
3 MATERYAL VE YONTEM....ccctititreresnernesnenessnsseestesessssssssessesssssesssssesesssensssssseens 30
3.1 Lol T . - T PN 30
3.2 B 0 11 =] 1 1 TN 33
3.21 L U1l QUL ¥ SR 33
3.2.2 HUCEE SAYIM i e e e e e e e e e e e e 33
3.2.3 Hicrelerin 96 Kuyucuklu Platelere EKIImMesi......ccceeivcieeiiecieeeecciiee e 33
3.2.4 Metforminin HazirlaniShe .. uueee et e e 33
3.2.5 R S U T oI T ATg =T V1] PSR 33
3.2.6 Metforminin tek basina ve 5-FU ile birlikte Hep-2 Hiicrelerinin Proliferasyonu
Uzerindeki EtKisinin ArastirlmMast.......c.cvceeevirieeereeeeeeeeeseese ettt seesessesesresssseseesens 34
3.2.7 Metforminin tek basina ve 5-FU ile birlikte Hep-2 Hicrelerinin Klonogenitesi
Uzerindeki EtKisinin ArastiriiMast......ccvcueevereeeereeeeeeeeeeeeeeeeteeetes et ere e ssesesseseeresseseseesens 34
3.2.8 Metforminin tek basina ve 5-FU ile birlikte Hep-2 Hiicrelerinin Apoptozu
Uzerindeki EtKisinin ArastirilmMast......ccvieeevireeeeieeereeeeeeeeeee ettt esesessessesesssseneesens 35
3.2.9 Metforminin tek basina ve 5-FU ile birlikte Hep-2 Hicrelerinin Hiicre Gogli
Kapasitesi Uzerindeki Etkisinin Yara Testi ile Arastirilmast .......cccceeveeieeeeeeeieeeeieeseeseenns 35
3.2.10  Metforminin tek basina ve 5-FU ile birlikte Hep-2 Hiicrelerinin Hicre Gécu
Kapasitesi Uzerindeki Etkisinin Transwell Testi ile Arastirilmast.........ccceveveeveeereeeereenenenn 36

Vi



3.2.11  Metforminin tek basina ve 5-FU ile birlikte Hep-2 Hiicrelerinin Hiicre invazyonu

Uzerindeki EtKisinin ArastirilImMast.......ccceeeveuereeeererereeeeeseteeeseseseeeesesesesesesesessseseseseseseseanans 36
3.2.12  Hiicrelerden TRIZzol ile RNA IZ0laSYONU ........cccveueueevevereeeeeeeereeeeeeeeesesevesesenesesenns 36
3,213 CDNA SENEEZI .t e e s e e e e e 37
3.2.14  Molekiler Toksikoloji PAneli.......ccccoouiiiiiiiiiiiniee et 37
3.2.15  IStatistikSl ANGIIZ....ccvevevieieieieeeeeeeeeteee ettt ettt enns 37
4  ARASTIRMA BULGULARI ....cccciuiieniieniiinictncissississsssssssssersssrssstasssessssssssssssnsssnes 38
4.1 Metforminin Hep-2 hiicre proliferasyonu ve klonogenitesi lizerindeki etkileri....... 38
4,2 Metforminin Hep-2 hiicre apoptozu lizerindeki etkileri ....c..cccceereerereeiirenciieencnennns 40
4.3 Metforminin Hep-2 hiicre gogii lizerindeki etkileri..........ccceeeiriiveiiiiineiiiiienniinnnenen. 41
4.4 Metforminin Hep-2 hiicre invazyonu iizerindeki etkileri .........ccccccorreeeiiiriennniinnene. 43
4.5 Metforminin 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicre proliferasyonu iizerindeki sinerjistik
etkileri44
4.6 Metforminin 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicrelerinin klonogenitesi lizerindeki sinerjistik
etkileri46
4,7 Metforminin 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicre apoptozu lizerindeki sinerjistik etkileri .47
4.8 Metforminin 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicre gogii (yara kapama) lizerindeki sinerjistik
etkileri48
4.9 Metforminin 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicre gogii (Transwell testi) Gizerindeki
A T=T o 1 Q= o (1 =T o OO 49
4.10 Metforminin 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicre invazyonu (Transwell Matrigel testi)
tizerindeki sinerjistik @tKileri.........ceuueeiemeiiiiiice e e e e e e s e e na e e ees 50
411 Metforminin tek bagina ve 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicreleri lizerindeki anti-kanser
potansiyelinin molekiiler toksikoloji paneli ile arastirilmasi........cccceueeerieeccirieecccreeenennens 51
5 TARTISMA VE SONUG .....ccuiiiuiiiniiiniimniinesiesiemsimmssrssrssisssssssssssrsssrssssasssasssassses 56
KAYNAKLAR ...oouiiiiiniiiiiieiiieitisiasisesisesisessssssrsssrssstssstasstssstossssssssssssssssasssasssanssnnsss 60
OZGECIMIUS.....eeeeeeieieieeecereecneeeesstesessseesssssessssessssssesssssesessssesssssesssssasssssaesssssessssnes 68

vii



SEKILLER DiZiNi

Sekil 1.1 Kanser hiicrelerin kontrolsiiz boliinmesi neticesinde olusur ................ccveeenne 13
Sekil 1.2 Irk/etnik koken ve cinsiyete gore 100.000 kiside yeni vaka sayist. ................ 15
Sekil 1.3 Yas grubuna gore yeni LKa olgularinin ylizdesi..........cccooevviiiiicninininennnn, 16
Sekil 1.4 Yas gruplarina gore LKa 0lim oranlart...........coccovveviniinieiiiiciicicseeen 16
Sekil 1.5 1975'ten giinlimiize yeni vaka ve 0lim oranlart ..........ccccccevvvvieiiieeiiiee e, 17
Sekil 1.6 5-FU Kimyasal YapIST......ccuieiiiviiiiiieiiieeiiieesiee s 19
Sekil 4.1 Metforminin Hep-2 hiicrelerinin proliferasyonu iizerindeki doza ve zamana
DAGIT GTKILETT .. 38
Sekil 4.2 Metforminin Hep-2 hiicrelerinin koloni olusturma potansiyelleri iizerindeki
CTKIG ... oo L e 39
Sekil 4.3 Metforminin Hep-2 hiicrelerinin olusturdugu koloni biiyiikliikleri tizerindeki
etkisi......... ... NOONER. ... . R, 40
Sekil 4.4 Metforminin Hep-2 hiicrelerinin apoptozu tizerindeki etkisi ..........cc.cvevvnnne. 41

Sekil 4.5 Metforminin Hep-2 hiicrelerinin gogii lizerindeki etkisinin yara testi ile
BOSTETTIIIIEST 1.ttt b e bt a e bR e nne e nn e re e 42

Sekil 4.6 Metforminin Hep-2 hiicrelerinin gogii tizerindeki etkisinin Transwell hiicre gogii

St 11€ GOSTETIIMEST .ottt 43
Sekil 4.7 Metforminin Hep-2 hiicrelerinin invazyonu tizerindeki etkisi .............cccoeue.e. 44
Sekil 4.8 5-FU'nun Hep-2 hiicre proliferasyonu tizerindeki etkisi ..........ccooevircviiiennne, 45
Sekil 4.9 Metforminin 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicre proliferasyonu tizerindeki sinerjistik
BEKIIEIT 46
Sekil 4.10 Metforminin 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicre klonogenitesi iizerindeki sinerjistik
BEKIIEIT ... 47
Sekil 4.11 Metforminin 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicre apoptozu iizerindeki sinerjistik
BEKIIBIT s 48

Sekil 4.12 Metforminin 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicre go¢li (yara kapama) tizerindeki
SINEIJISHIK ETKIIEIT ..o 49
Sekil 4.13 Metforminin 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicre gogii (Transwell testi) tizerindeki
SINEIJISIK ETKIIEIT ... e 50
Sekil 4.14 Metforminin 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicre invazyonu iizerindeki sinerjistik
BEKIIBIT L. 51

viii



Sekil 4.15 Metforminin tek basina ve 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicrelerinde sebep oldugu

molekiiler toksikoloji ile ilgili gen ifade degisimlerinin heat-map goriintlisi................ 53



TABLOLAR DiZiNi
Tablo 4.1 Hep-2 hiicrelerinin Metformin ve 5-FU ile muamele edilmesinde sonra ifadesi

degisen genlerde goriilen kat deGISIMICTT .....cvvvviiviiiiiiiiiii e 54



Simgeler

Kisaltmalar

LKa
ABD
SEER
5-FU
TS
FDA
OCT1
AMP
AMPK
mTOR
PKOS
IGF-1
ROS
GLP-1

SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

Aciklama
Yiizde
Mikrolitre
Mililitre
Miligram
Milimolar
Mikromolar
Nanomolar
Mikrolitre
Nanogram
Kiiciik

Alfa

Gama

Beta

Aciklama

Larenks kanseri

Amerika Birlesik Devletleri

Ulusal Kanser Enstitiisii Sagkalim Epidemiyolojisi ve Sonuglart
5-Fluorouracil

Timidilat sentaz

Food and Drug Administration
Organik katyon tastyici 1

Adenozin Monofosfat

Adenozin Monofosfat aktive edici protein kinazi
Rapamisinin memelilerdeki hedefi

Polikistik over sendromu

Insiilin like growth factor

Reaktif oksijen tiirleri

Glukagon benzeri peptid 1

Xi



ADA
EASD
AICAR
ACC
S6K
4EBP1
VEGF
TNF o
FBS
PBS
DMSO
CCK-8

Amerikan Diyabet Dernegi

Avrupa Diyabet Birligi

5- aminoimidazol-4-karboksamit riboniikleozid
Asetil-CoA karboksilaz

S6 kinaz

Translasyon baglatic1 faktor 4E baglayici protein 1
Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii

Timor nekroz faktori alfa

Fetal Bovine Serum

Phosphate Buffered Saline

Dimetil siilfoksit

Cell Counting Kit-8

xii



1 GIRIS

1.1 Kanser Tanim ve Tarihcesi

Kanser, genetik yapis1 degigmis hiicrelerin diizensiz ve kontrolsiiz proliferasyonu
sonucunda olusan ve meydana geldigi dokularin islevini ve organizasyonunu
kaybetmesine sebep olan bir hastaliktir (Griss ve ark., 2015). Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik
Bakanlig1 Kanser Daire Baskanlig1 kanseri, bir organ veya dokudaki hiicrelerin diizensiz

olarak boliinlip ¢ogalmasiyla beliren kotii urlar olarak tanimlanmaktadir.

Kanser viicudumuzun degisik bolgelerindeki hiicrelerin edindikleri genetik ve
epigenetik diizeydeki hatalar neticesinde biiyiime avantaji kazanmalar1 ve kontrolsiiz
boliinmeleri sonucunda ortaya c¢ikar (Sekil 1.1)(Koutsogiannouli ve ark., 2013).
Onkogenlerde veya tiimor siipresorlerde meydana gelen genetik degisiklikler cogalma,
sinyal iletimi, hiicre dongiisiiniin ve apoptozun diizenlenmesi gibi ¢esitli mekanizmalarda

anormallikler olusmasina sebep olur (Yokota, 2000).

Normal

hiicreler @

Kanser
hticreleri

€)*
Hiicre olimii

Sekil 1.1 Kanser hiicrelerin kontrolsiiz béliinmesi neticesinde olusur

(Karatas, 2014)’den degistirilerek alinmustir.
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Yerlesik olduklar1 organ ya da dokuya ve kdken aldiklar: hiicre cesitlerine gore
100’1 askin kanser ¢esidi tanimlanmis ve tahmini olarak 200’den fazla sayida kanser tiirii

olabilecegi ifade edilmistir (Sawyers ve ark., 2013).

Ik kanser bulgularina eski Misir'daki insan mumyalar1 ve antik el yazmalarinda
rastlanilmistir. M.O. 15. yiizyilda yazilmis olan Ebers Papiriisiinde tiimér tarif edilmis ve
karsilagilan vakalarda meme iilseri veya tiimoriiniin yakilarak ¢ikarildigindan, ayrica
hastaligin tedavisinin olmadigindan bahsedilmistir (Karatas, 2014). Hipokrat (M.O. 460-
377) ise organizmada iyilesmeyen yeni yapilanmalar olarak tarif ettigi tiimorleri

tanimlamak i¢in “carcinos” ve “carcinoma terimlerini kullanmistir (Atici, 2007).

Kanser hem diinyada hem de iilkemizde kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci
6liim nedenidir ve her gecen giin ciddi bir toplumsal saglik problemi haline gelmektedir
(Birsen, 2007). Birgok hastada yol actig1 psikolojik travmalar ve tedavi yontemlerinin
yetersiz olmasi korkulan bir hastalik olarak algilamasina neden olmaktadir. Kanser
goriilme sikligindaki artis ve {ilkelerin kansere harcadig: biitcenin her gegen giin artmasi
nedeniyle kanserin etkili bir sekilde tedavi edilebilmesine yonelik yeni ¢alismalarin
yapilmasi bir zorunluluk haline gelmistir (Tuncer 2009).

18. yiizyila kadar kanserle basa ¢ikmak igin diyet 6nerilmis ve bu dogrultuda {ilsere
benzetilen kanseri tedavi etmek amaciyla iilser tedavisinde siklikla kullanilan metalik
tuzlarin kullanilmasi 6nerilmistir. Gegmiste ayrica hayvansal ve bitkisel karigimlar da
kanser tedavisinde kullanilmistir (Atict, 2007).

Farkli tipteki kanserler, farkli hizlarda biyiiylip farkli yayilma big¢imleri
gosterdikleri igin her bir kanser cesidi tedaviye farkli yanitlar verir. Bu nedenle
glinimiizde kanser hastalarinin tedavisinde, kanser tiiriine gore farkli tedaviler
uygulanabilmektedir. Kanser tedavisinde cerrahi, radyoterapi ve kemoterapi olmak tizere
baslica li¢ tedavi yaklasimi kullanilmaktadir. Baz1 kanserler cerrahi tedavi yontemleri
olmaksizin tedavi edilmezken digerleri icin kemoterapiye ek tedavi yaklasimlar1 uygun
bir segenek olabilmektedir (Society, 2015).

1.2 Larenks Kanseri

Larenks kanseri (LKa) en yaygin goriilen bas boyun kanseridir ve diinya genelinde
tim insan kanserlerinin %1-2,5’ini olusturmaktadir (Karatas ve ark., 2016). Yaklasik

100.000°de 3,1 insidansi olan LKa erkeklerde kadinlara gore daha yiiksek insidansa
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sahiptir. insidans1 biitiin kanser tiirleri arasinda altinci sirada yer alan LKa’nin 5 yillik sag
kalim oranlar1 yeni tan1 ve tedavi yaklasimlar: gelistirilmis olmasina ragmen son 30 yil
icerisinde degisiklik gostermeden %60’lar civarinda seyretmistir (Howlader N ve ark.,
2016; Yao ve ark., 2017).

LKa Tiirkiye’de toplam niifus icerisinde (ayn1 zamanda erkeklerde) en sik goriilen
8. kanser cesididir ve insidansi son 10 yil icerisinde ¢ok fazla degisiklik gostermeden
100.000’de 10 civarinda seyretmistir (Karatas, 2015).

Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Ulusal Kanser Enstitiisii Sagkalim
Epidemiyolojisi ve Sonuclart (SEER) veritaban1 verilerine gére ABD’de 2012-2014
yillar1 arasinda mortalite ve insidans bilgileri kullanilarak hayat boyu kansere yakalanma
riski ve kanser sebebiyle 6lme riski LKa’da erkeklerde sirasiyla 100.000’de 5,4 ve 1,9
iken kadinlarda 1,1 ve 0,4 olarak hesaplanmistir (Sekil 1.2) (Howlader N ve ark., 2016).

{ i

ERKEK KADIN
5.4 Biitiin Irklar 1.1
54 Beyaz 1.2
8.5 Siyahi 1.6
2.1 Asyal 0.3
3.2 Kizilderili <16 vaka
4.0 Hispanik 0.5
5.7 Non-Hispanik 1.2

Sekil 1.2 Irk/etnik koken ve cinsiyete gore 100.000 kiside yeni vaka sayis1.

(Howlader N ve ark., 2016)’dan degistirilerek alinmistir.

LKa tanis1 siklikla 55-64 yaglar1 arasinda konulmaktadir ve medyan tani yasi 65
olarak hesaplanmustir (Sekil 1.3) (Howlader N ve ark., 2016).
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Sekil 1.3 Yas grubuna gore yeni LKa olgulariin yiizdesi

(Howlader N ve ark., 2016)’dan degistirilerek alinmistir.

LKa nedeniyle 6liim 55-85 yas aras1 bireylerde daha sik goriilmekle birlikte en
fazla 65-74 yaslari arasinda gergeklesmektedir ve medyan 6liim yas1 68°dir (Sekil 1.4)
(Howlader N ve ark., 2016).

40

35
29.7%

30

v

26.9%
22.3%
o 10.1% 9.9%
0.0% 01% 10% l

<2 20-34 35 44 45-54 55-64 65-74 75-84 >84

o

Sekil 1.4 Yas gruplarina gore LKa 6liim oranlar1

(Howlader N ve ark., 2016)’dan degistirilerek alinmistir.
LKa’nin insidans1 son 30 yilda azalmis fakat 6liim oranlarindaki azalma yeni vaka
sayisindaki azalma kadar gii¢lii olmamis ve 5 yillik sag kalim oraninda belirgin bir azalma

meydana gelmemistir (Sekil 1.5) (Howlader N ve ark., 2016).

16



61 Yeni Vaka

| Oliim
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Sekil 1.5 1975'ten gliniimiize yeni vaka ve 6liim oranlari

(Howlader N ve ark., 2016)’dan degistirilerek alinmistir.

1.3 Larenks Kanseri Tedavi Yaklasimlari

Larenks soluma ve yutma gibi islevlere sahip olmasi nedeniyle tedavisi yasam
kalitesini 6nemli derecede etkilemektedir (Sanabria ve ark., 2017). LKa’nin tedavisine
yonelik tedavi yaklasimlart LKa’nin karmagik molekiiler arkaplani dolayisiyla 6nemli
oranda gelistirilememistir. LKa i¢in yaygin kullanilan tedavi sekilleri total larenjektomi,
radyoterapi ve kombine kemoterapidir. Her tedavi yonteminin kendine 6zgii avantaj ve
dezavantajlar1 vardir. Tiimoriin yeri, yayilimi, evresi, metastaz varligi, hastanin yasi,
genel saglik durumu kullanilacak tedavi yonteminin sec¢imini etkileyen faktorler
arasindadir.

Erken evre LKa hastalarmin tedavisinde kullanilan cerrahi rezeksiyon ve
radyoterapi gibi mevcut terapi yaklagimlari oldukc¢a pozitif sonuglar vermektedir.
1873’den beri yaygin olarak kullanilan total larenjektomi LKa’nin her evresinde
kullanilan bir tedavi yontemidir (Rosenberg, 1971). Radyoterapi yliksek enerjili 1ginlari
kullanarak kanser hiicrelerini 6ldiirmeyi hedefleyen tedavi yontemidir ve radyoterapinin
verilme sekli tedavi edilen kanserin tiiriine ve sekline baglidir. Radyoterapi erken evre
LKa tedavisinde etkili olurken ilerleyen evrelerde sagkalim agisindan higbir yarari
olmadigi gosterilmistir (Melo ve ark., 2017).

Ileri evre LKa hastalar1 tedavi edilemez olarak diisiiniilir ve bu hastalarda
kemoterapi tedavisi sadece hafifletici bir tedavi segenegi olarak kullanilir (Haigentz ve
ark., 2010; Karatas, 2015). Bununla birlikte kemoterapi LKa igin standart terapotik
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yontemlerden biri olarak uygulanmaya baslanmis ve giiniimiizde 6zellikle lokal olarak
gelismis timori olan ve ameliyat edilemeyen hastalarda kanser hiicrelerinin sistemik
oldiirtilmesi ve radyoterapiye hassaslastirilmasi igin kullanilmaktadir (Adelstein ve ark.,
2003; Haigentz ve ark., 2010).

Ayrica, cerrahi rezeksiyon yerine kemoterapi gibi tedavi yontemlerin kullanilmasi
solunum, konugma ve yutma fonksiyonlar1 i¢in ihtiya¢ duyulan larenksin korunmasina
yardim eder (Sanabria ve ark., 2017). Yine de, baz1 vakalarda kemoterapiden sonra
tamamen iyilesme goriilmesine ragmen mevcut kemoterapi ilaglar1 yalniz veya diger
tedavi yontemleri ile kombine halde tam olarak basarili klinik sonuglar saglayamaz
(Haigentz ve ark., 2010). Dahasi, kemoterapoétik ilaglarla ilgili ¢6ziime kavusturulmasi
gereken hastalarin yasam kalitesini onemli dlglide etkileyen toksisite problemi vardir.
Kemoterapi tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe edip onlari yok ederken normal
hiicreleri de aym1 zamanda oOldiirmektedir (Alvero ve ark., 2009). Ayrica, LKa
hiicrelerinin kemoterapiye direnci de tedavi i¢in biiyiik bir engel olusturur (Liang ve ark.,
2014).

Bahsi gecen standart tedavi yontemleri klinikte yaygin olarak kullanilmasina
ragmen LKa hastalarinin mortalite ve 5 yillik sagkalim oraninda belirgin bir azalma
goriilmemesi, ayn1 zamanda Tiirkiye’de ve diinyada mortalite ve insidansinin artacagi
beklentisi ile yeni tedavi yaklagimlarinin gerekliligini ortaya koymaktadir. (Howlader N
ve ark., 2016).
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1.4 5-FU

Bir¢ok insan epitelyal tiimoriiniin tedavisinde yaygin olarak kullanilan 5-
Fluorouracil (5-FU), C-5 konumunda hidrojen yerine flor atomu tasiyan bir urasil
(pirimidin) analogu anti-metabolittir (Sekil 1.6) (Longley ve ark., 2003). 5-FU’nun etki
mekanizmasinin daha iyi anlagilmasi yeni kanser tedavi stratejilerinin gelistirilmesini

saglamistir.

O

HMN |
{-J\N
H

5-FU

O

Sekil 1.6 5-FU kimyasal yapist
(Adjei, 1999)’dan degistirilerek alinmistir.

5-FU hiicre izerine sitotoksik etki ile aktivasyonunu gosterir. 5-FU metabolitiolan
FAUMP timidilat sentaza (TS) geri doniisiimsiiz olarak baglanarak DNA sentezini
durdurur, ayrica ayni yolla RNA’ya da baglanir veya dogrudan niikleotid olarak RNA
yapisina girerek RNA’nin iglevini bozar. 5-FU’nun RNA’nin islevini bozmasi farkli
mekanizmalarla gergeklesebilir; 1- mMRNA ifade seviyelerini degistirir, 2- MRNA
splaysini inhibe eder, 3- pre-mRNA olusumunu inhibe eder ve 4- tRNA modifikasyonlarini
degistirir (Ghoshal ve Jacob, 1994).

Yaklagik 50 yildir klinik onkoloji uygulamalarinda 5-FU kullanilmaktadir ve ilacin
plazma seviyeleri ile tedavinin klinik etkinligi ve biyolojik etkileri arasinda iyi bir
korelasyon oldugu bilinmektedir. 5-FU tek basina veya diger ilaglarla kombinasyon
halinde ¢ok sayida farkli malinitenin tedavisinde kullanilir. G6giis kanseri, 6zellikle kolon
kanserleri olmak iizere gastrointestinal sistem ve yumurtalik kanserlerinde agri ve
sorunlar1 azaltma 6zelligine sahip oldugu ve invaziv olmayan karsinomlarin tedavisinde

lyilestirici oldugu gosterilmistir (Diasio ve Harris, 1989).
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Ayrica, bas boyun kanserleri tedavisinde uygun terapotik dozda kullanildiginda
klinik etkinlik ve gilivenlik bakimindan en i1yl sonu¢ veren optimal molekiil oldugu
gosterilmistir. 5-FU'nun klinik aktivitesi standart dozlarda ¢ok etkili degildir ve genel
olarak dozu artirma giivenlik profili ile smurlidir, kemik iligi depresyonu ve
gastrointestinal toksisite en sik goriilen yan etkilerdir. Biyokimyasal modiilasyon,
uygulama zamanlarindaki degisiklikler ve oral olarak kullanimi gibi 5-FU'nun klinik
etkinligini arttirmak i¢in ¢esitli stratejiler gelistirilmistir. Toksik yan etkileri ile plazma
konsantrasyonu ve klinik etkinlik arasinda bir iliski oldugunu gdsteren c¢alismalar,
farmakokinetik olarak diizenlenen doz ayarlamalari ile 5-FU’nun tedavi indeksini 6nemli
oOl¢iide artirabildigini gostermistir (Saif ve ark., 2009; Galbiatti ve ark., 2014)

1.5 Metformin Tarihce

1800’1 yillarda Galega officinalis (G. officinalis) bitkisinin guanidin ve tiirevi bazi
bilesiklerce zengin oldugu bulunmus ve bu bilesiklerin bir kisminin toksik olmasina
ragmen Ozellikle biguanidlerin oldukga faydali olduklar kesfedilmistir (Witters, 2001;
Bailey, 2017). 1918’lerde guanidinin hayvanlarda kan glikozunu diisiirdiigii tespit edilmis
ardindan 1920’lerde galegin ve diger guanidin tiirevlerinin de kan glikozunu diistirdiigi
gozlemlenmistir (Bailey, 2017).

1950’lerde diyabet terapisi i¢in fenformin, buformin ve metformin olmak iizere 3
biguanid kesfedilmistir. 1960’larda seker hastaliginin tedavisinde fenformin ve
buforminin kullanim1 yaygin hale gelmis, fakat laktik asit toksisitesi ve artan kardiyak
mortalite nedeniyle kullanimi sinirlandirilmistir (Witters, 2001). Metformin G. officinalis
bitkisinin dogal bir iiriinii olan galeginden iretilmektedir (Viollet and Foretz, 2013).
Baglangicta metforminin glikoz diisiiriicii etkisi kesfedilmis fakat ileri calismalar
yapilmaya deger bulunmamustir. Ne var ki, 1940’larda antimalarial ajanlar arastirtlirken
guanidin temelli ajanlarin hayvanlarda kandaki glikoz seviyesini Onemli Olciide
diistirdligii tespit edilmis ve 1957°de diyabet tedavisinde kullanilmak iizere yeniden
calisilmaya baslanmistir (Witters, 2001).

Metforminin diger biguanid tiirlerine gore daha az laktik asit toksisitesi gosterdigi ve bu
noktada daha giivenilir bir anti-diyabetik ajan oldugu belirlenmistir. Avrupa’da 20 yil
kullanildiktan sonra Amerikan ilag ve Gida Dairesi, 29 Aralik 1994'te diyabet hastaliginin

tedavisinde kullanimini onaylamis ve ABD'de 1995 yilinda piyasaya siiriilmiistiir (Witters, 2001,
Bailey, 2017)

20



1.6 Metforminin Etki Mekanizmasi

Metformin diabetes mellitus (tip-2 diyabet) tedavisi i¢in yaygin kullanilan,
kolaylikla temin edilebilen anti-diyabetik bir ilagtir (Bannister ve ark., 2014).

Metformin, glikozun bagirsaktan emilimini azaltarak, kandaki glikoz alimini artirip
plazmadaki insiilin seviyesini disiirerek ve insiilin duyarliligini artirarak, belirgin
hipoglisemiye neden olmadan kan glikoz konsantrasyonunun azalmasini saglar
(Grzybowska ve ark., 2011). Metformin yag dokusu lipolizini inhibe eder ve dolagimdaki
serbest yag asitlerini azaltir (Matthaei ve Greten, 1991; Bailey ve Turner, 1996). Bunlara
ek olarak solunum zincir kompleks 1’1 hedefleyerek mitokondriyal solunumu inhibe eder
(EI-Mir ve ark., 2000; Owen ve ark., 2000). Metforminin hiicresel siire¢lerdeki etkinligi,
Metforminin hiicresel alimini kolaylastiran organik katyon tasiyict 1 (OCT1) araciligiyla
hiicre igerisine alinmasi ile saglanir (Shu ve ark., 2007).

Metformin, Adenozin Monofosfat (AMP) aktive edici protein kinazi (AMPK)
aktive ederek dolasimdaki glikoz, insiilin seviyesini dasiiriir (Lin ve ark., 2017),
glikoneogenezisi inhibe eder ve glikoz homeostasisinin korunmasini saglar (Wang ve
ark., 2017).

AMPK serin/treonin protein kinaz ailesinin bir iiyesidir (Hardie ve Carling, 1997;
Hardie ve ark., 1998; Kemp ve ark., 1999). AMPK iki diizenleyici alt birimden olusan
heterotrimerik bir enzimdir. o katalitik alt birimi olustururken, B ve y diger diizenleyici
alt birimi olusturmaktadir. Enzimin f ve y alt birimleri a alt birimine baglanarak enzimin

aktivitesini ve hedeflerini belirler (Crute ve ark., 1998).

AMPK aktivitesindeki artis karacigerdeki glikoz iiretiminin baskilanmasi, iskelet
kasindaki glikoz aliminin artirilmasi, kolesterol ve trigliserid sentezinin inhibisyonu, yag
asidi metabolizmasinin oksidasyon yoluyla artmasi ve lipolizin inhibisyonunda énemli
rol oynamaktadir (Hayashi ve ark., 2000; Lochhead ve ark., 2000; Bergeron ve ark., 2001;
Musi ve ark., 2002).

AMPK aktivitesinin diizenlenmesi farklt mekanizmalar araciligiyla ve karmagiktir.
AMP ve ATP aracili mekanizma AMPK aktivitesinin diizenlenmesinde temel
mekanizmadir. AMP’nin ATP’ye oranindaki artis AMPK’nin aktive olmasini saglar
(Foretz ve ark., 2010). AMPK aktivasyonu genellikle ATP iiretimini artiran katabolik
yollari tetiklerken, ATP tiikketimini artiran anabolik yolaklar1 durdurur (Long ve Zierath,
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2006). AMPK hiicrede glikozun azaldigi ve mitokondriyal oksidatif fosforilasyonun
engellendigi ATP iiretiminin azalmasi durumunda AMP/ATP oranini degistiren c¢esitli
metabolik streslere yanit olarak aktive edilir (Foretz ve ark., 2010). Aktiflestirilmis
AMPK ATP tiikketimini azaltarak kisith miktarda enerjiyle hiicresel islevin
stirdiiriilmesini saglar (Foretz ve ark., 2010). Glikoz ve lipit metabolizmasini kontrol
ederek, enerji dengesini korur. Enzim AMP ve ATP’ye olan duyarliligi ile hiicre
icerisindeki ¢ok kiigiik ATP degisikliklerini bile algilayabilir. (Long and Zierath, 2006)

Metforminin AMPK’ya bagimli olmayan bir yolla kandaki glikoz seviyesini
diizenledigini gosteren ¢aligmalar da vardir. Metformin rapamisinin memelilerdeki hedefi
(MTOR) sinyal yolagimi baskilayarak glikoz alimini artirir (Kalender ve ark., 2010).
AMPK’dan bagimsiz hareket ederek karaciger glikoz sentezini inhibe eder (Foretz ve
ark., 2010).

1.7 Metforminin Kullanim Alanlar

1.7.1 Polikistik Over Sendromu

Polikistik over sendromu (PKOS) yaklasik olarak her bes kadindan birini etkileyen
yaygin endokrin ve metabolik iireme bozuklugudur. Insiilin direnci, hiperinsiilinemi,
glikoz intoleransi, obezite, inflamasyon, hipertansiyon, kardiyovaskiiler hastaliklarla
karakterizedir (Bargiota ve Diamanti-Kandarakis, 2012). PKOS ilk kez 1980 yilinda
raporlanmig (Legro ve ark., 1999) ve PKOS hastalarinin %50-70’inde hiperinsiilinemi ve
insiilin direnci oldugu dogrulanmistir (Dunaif, 1997; Ovalle ve Azziz, 2002; Carmina ve
Lobo, 2004). Bu gozlemler sonucunda benzer bulgular gosteren tip-2 diyabetin
tedavisinde kullanilan metforminin  PKOS tedavisinde de kullanilabilecegi
diisiiniilmiistiir. Metformin PKOS hastaliginin tedavisinde 1994’ten beri kullanilarak
PKOS’un neden oldugu metabolik anormalliklerin ¢ogunda olumlu sonuglar elde
edilmistir (Velazquez ve ark., 1994). Metforminin insiilin duyarliligini, 6strojen hormonu
salgilanmasiin artirilmasi, androjen yapiminin azaltilmasi ve seks hormon baglayici
globiilin yapimmin artirilmasi ile gergeklestirdigi diistiniilmektedir (Moghetti ve ark.,
2000; Glueck ve ark., 2001). Metformin PKOS’lu kadinlarda glikoz emilimini ve insiilin
duyarhiligini artirarak kan glikozu ve androjen diizeylerini diislirdiigii bildirilmistir
(Bargiota ve Diamanti-Kandarakis, 2012). Metforminin ayrica PKOS’lu kadimlarin

metabolik anormallikleri {izerine ¢ok sayida katkisinin bulundugu saptanmastir.
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1.7.2 Yaslanma

Yaslanma, hasar birikimi, ¢esitli doku ve organlarin islev kaybi nedeniyle 6liimle
sonuglanan karmasik bir siiregtir. Metforminin yaslanmaya karst koruyucu etkisinin
bulundugu, yaslanmayla iligkili ¢cok sayida mekanizmay1 hedefledigi ortaya konulmustur.
Yaslanmayla iliskili olarak, metforminin insiilin seviyesinin ve insiilin like growth factor
(IGF-1) sinyalinin azaltilmasinin (Liu ve ark., 2011) yani sira, biiyiime ve ¢ogalmayla
iliskili mTOR sinyal yolunun inhibe edilmesi (Nair ve ark., 2014; Pérez-Revuelta ve ark.,
2014), reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) endojen iiretiminin azaltilmasi (Zheng ve ark.,
2012; Bridges ve ark., 2014) ve elektron tasima zincirinde mitokondriyal kompleks 1’in
inhibe edilmesi gibi islevler iistlendigi ¢ok sayida calisma ile bildirilmistir. Inflamasyon,
otofaji ve hiicresel yaslanmayla iliskili birgok metabolik siireci etkileyen metforminin
(Saisho, 2015), DNA hasarini azaltici etkileri oldugu gosterilmistir (Algire ve ark., 2012;
Barzilai ve ark., 2016). Simdiye kadar yapilan calismalarda metforminin insanlar
tizerinde yaslanmaya karsi koruyucu etkisinin bulundugu heniiz bilimsel verilerle
gosterilmemis olsa da mevcut veriler metforminin bu potansiyeline isaret etmektedir
(Wang ve ark., 2017).

1.7.3 Kardiyovaskiiler Hastahklar

Kardiyovaskiiler hastaliklar diyabette mortalite ve morbiditeye onemli katkida
bulunmaktadir (Younk ve ark., 2016). Hastaligin nedenleri arasinda serumda artan lipit
diizeyi, obezite, hipertansiyon, insiilin direnci bulunmaktadir. Serumda degisen LDL ve
HDL seviyeleri ve trigliserid diizeyindeki artig kardiyovaskiiler hastaliklarla iligkilidir
(Machover, 1989; Younk ve ark., 2016).

Metformin diger antidiyabetik ilaglarla karsilastirildiginda kardiyovaskiiler
hastaliklarin mortalitesini ve insidansini azalttigi bildirilmistir (Hesen ve ark., 2017).
Metforminin koruyucu etkileri AMPK yolagiin aktivasyonu araciligiyla gerceklesir.
Metformin AMPK aktivasyonu ile HDL kolesteroliinii degistirmeden LDL kolesterol
diizeyini distirerek lipid metabolizmasini diizenleyebilir (Wang ve ark., 2017).
Metformin ayrica CD34+ hiicrelerinin anjiyogenik potansiyelini arttirarak artan
anjiyogenez vasitasiyla vaskiiler koruyucu etkilere de sahip olabilir (Xu ve Rajaratnam,
2017). Buna ek olarak, metformin oksidatif stres ve inflamatuar yanit1 hafifletebilir, ayni
zamanda endotel hiicre fonksiyonunu iyilestirebilir (Isoda ve ark., 2006; Wan ve ark.,
2013).
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Yapilan klinik ¢aligmalarla metforminin plazmada dipeptidil peptidaz-4 aktivitesini
azaltarak vaskiiler sistemin koruyan glukagon benzeri peptit 1'in (GLP-1) dolasimdaki
seviyelerini artirabilecegini gostermektedir (Cuthbertson ve ark., 2009; Oeseburg ve ark.,
2010; Maida ve ark., 2011). Yapilan bir ¢alismayla metforminin insiilin direncini ve
plazma insiilinini azaltarak sistolik kan basincini diisiirebilecegi de gosterilmistir (Wang
ve ark., 2017).

1.7.4 Diyabet

Diinya genelinde onemli bir saglik sorunu haline gelen tip-2 diyabet yaygin bir
kronik hastaliktir ve son on yilda hasta sayis1 giderek artmaktadir. insiilin direnciyle
karakterize edilen tip-2 diyabet (Ristic ve ark., 2006) Amerikan Diyabet Dernegi ve
Avrupa Diyabet Birligi’nin 2015 verilerine gore tip-2 diyabet tedavisi i¢in metformin
birinci basamak tedavidir (Schommers ve ark., 2017).

Metformin temel olarak tip-2 diyabet hastalarinda hiperglisemiyi tedavi etmek igin
yaygin kullanilan ve ilk tercih edilen ilaglardan biridir. Metformin hepatik glikoz
tiretimini baskilayip insiilin duyarliligini artirarak, glikozun bagirsak emilimini azaltarak
hipoglisemiye neden olmadan kan glikoz seviyesini diisiirerek anti-hiperglisemik ajan
olarak islev goriir (Bailey ve Turner, 1996). Metforminin baslangigta belirlenen etki
mekanizmasi1 mitokondrideki oksijen tiiketimi inhibisyonudur (Chappell, 1963).

Metforminin temel islevi glikoneogenezisi inhibe ederek hepatik glikoz iretimini
azaltmaktir. AMPK aktivasyonu Metforminin plazma glikoz seviyesini diistiriirken
gerceklestirdigi en temel mekanizmadir (Viollet ve ark., 2012). Metformin mitokondriyal
solunum zincirini kismi olarak inhibe ederek ATP ve AMP konsantrasyonlarinin
diizenlenmesinde anahtar bir molekiil olan AMPK’y1 dolayl olarak aktive eder (Chong
ve Chabner, 2009), glikoneogenez igin gerekli olan enerji tedarigini engeller (Diamanti-
Kandarakis ve ark., 2010). Karaciger birincil hedefi olmasina ragmen iskelet kasi, yag
dokusu, endotel ve yumurtalik iizerinde etkisini gosterir. Metformin karacigerde glikolitik
enzimleri aktive ederek karacigere glikoz giris ¢ikisini engeller, insiilin reseptorii ve
reseptor substratin1 fosforilleyerek glikoneogenezi baskilar (Diamanti-Kandarakis ve
ark., 2010).

1.7.5 Kanser

Metformin insiilin diizeyini diizenleyerek dolayli yoldan tiimdr gelisimini azalttig

yapilan bir¢ok ¢aligmayla gosterilmistir (Hwang ve ark., 2015). Metforminin anti-kanser
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Ozelliginin 2 farkli mekanizmaya bagli oldugu diisiiniilmektedir; 1) IGF-1 reseptor
ifadesinin azaltilmasi, 2) AMPK araciligiyla mTOR sinyalinin baskilanmasi (Bodmer ve
ark., 2011).

Insiilin hiicrelerde reseptdriine baglanarak PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagini aktive
eder ve bu durum proliferatif ve antiapoptotik mekanizmalari etkinlestirerek kanserlesme
siirecine katkida bulunur. Metformin hiperinsiilinemik hastalarda glikoz metabolizmasini
diizenleyerek anti-proliferatif etki gosterir (Jalving ve ark., 2010). Bu durum, insiilin ve
insiilin bagimli proteinlerin seviyesini etkileyerek, hiicre canliligi ve mitozu uyarabilen
potansiyel biiyiime faktorii IGF-1 seviyesinin diistiriilmesi ile gergeklestirilir (Ding ve
ark., 2000; Jalving ve ark., 2010; Draznin, 2011; Dowling ve ark., 2012) ve boylece hiicre
biiylimesi yavaslatilir (Dowling ve ark., 2012). Metforminin tiimér hiicrelerinin oksijen
tilkketimini inhibe ederek tiimor hiicrelerinin radyasyona yanitlarini artirdigin1 gosteren

caligmalar da mevcuttur (Han ve ark., 2016).

AMPK’nin yetersiz aktivitesi kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina izin verir. AMPK
sinyal yolunun aktive edilmesi metforminin 6nemli bir anti-kanser mekanizmasidir
(Wang ve ark., 2017). Klinik kullanimlar1 metforminin kanser Onleyici etkilerini
gostermektedir (Jalving ve ark., 2010). Aktive edilmis AMPK hiicrelerin biiylime ve
¢ogalmasi i¢in harcanan enerji proseslerini koruma altina alir. Kanser hiicreleri kanda
artan hiperinsiilemiye kars1 insiilin reseptorlerinin ifadelerinin diistiriilmesi yeteneklerini

kaybeder (Xiao ve ark., 2007).

Metformin  AMPK’y1 aktive ederek hiicre bolinmesi ve metabolizmasini
diizenleyen PIBK/AKT/MTOR yolagini baskilar. mTOR S6 kinazi (S6K) ve translasyon
baslatic1 faktor 4E baglayici protein 1’1 (4EBP1) aktive ederek onkojenik siirece katkida
bulunur (Dowling ve ark., 2007). Metforminin AMPK araciligiyla mTOR yolagini negatif
olarak diizenledigi, bu sekilde gesitli kanser tiirlerinde hiicrelerin biiyiime ve gogalmasini
inhibe ederek kanser gelisimini durdurdugunu gosteren c¢alismalar mevcuttur (Inoki ve
ark., 2003; Inoki ve ark., 2005; Gwinn ve ark., 2008).

Metformin aracilifiyla tiimor hiicrelerinin - yeniden programlanmasi p53
aktivasyonuyla da gerceklesir. p53 hiicre biliyiimesini ve DNA hasar onarimini kontrol
ederek hiicrelerin apoptoza giderek dlmelerini saglar. Tiimor hiicrelerinde metforminin

aktive ettigi AMPK p53°i fosforilleyerek aktiflestirir, hiicre boliinmesini ve apoptozu
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indiikler. Metformin araciligtyla AMPK aktivasyonunun mekanizmasi tam olarak
bilinmemekle birlikte kolon kanseri hiicre hatlarinda apoptozu indiikledigi goriilmiistiir

(Jalving ve ark., 2010).

Metforminin uygun dozda kullanilarak anjiyogenezi inhibe ettigini gosteren
calismalar da mevcuttur. Metformin Polikistik over sendromlu insiilin direnci olan
kadinlarda plazmada anjiyogenik faktorlerin miktarini azaltir. Obez diyabetik hastalarda
anjiyogenik faktor olan vaskiiler endotelyal biiyiime faktér (VEGF) diizeyini diisiirdiigii
goriilmistiir (Ersoy ve ark., 2008). Metforminin muhtemelen mTOR sinyal yolaginin
inhibisyonuyla HIF-1a, tiimér nekroz faktor alfa, plazminojen aktivator inhibitor-1
antijen, von Willebrand faktdr gibi aract molekiilleri inhibe ederek anjiyogenezi ve
inflamasyonu baskiladigini gosteren in vitro ¢aligmalar bulunmaktadir (Lund ve ark.,
2008)

Yapilan yeni caligmalarla metforminin miRNA ekspresyonunu diizenleyerek anti-
kanser etki meydana getirebilecegi de gosterilmistir (Li ve ark., 2012)

1.8 Metformin ve Larenks Kanseri

LKa diinya genelinde yaygin goriilen kanser tiirlerinden biridir. Metformin glikoz
homeostasini diizenleyen, iyi tolere edilen anti-diyabetik bir ajandir ve diisiik toksisitesi
ve minimal yan etkileri dolayisiyla siklikla hastalarda tedavi amagl kullanilir ve son
zamanlarda anti-kanser aktivitesiyle ilgi gérmektedir (Dowling ve ark., 2011; Gou ve
ark., 2013; Quattrini ve ark., 2014) Yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarla metforminin
¢ok sayida kanser ¢esidinin insidansin1 %50’ye varan oranlarda diisiirdiigiiniin (Decensi
ve ark., 2010; Ge ve ark., 2015) ve tiimoriin tekrarlamasina karsi koruyucu etkilerinin
oldugunun gosterilmesiyle (Rieken ve ark., 2013; Rieken ve ark., 2014) LKa’daki
potansiyel anti-kanser rolii arastirilmistir. Yapilan klinik ¢aligmalarla metformin
kullaniminin LKa hastaligina yakalanma riskinin azalttigi gosterilmis (Becker ve ark.,
2014), ayrica metformin kullanan diyabet hastalari ile metformin kullanmayan diyabetik
Oolmayan hastalar karsilastirilarak metforminin LKa hastalarinin sag kalimlarini artirdigi
bildirilmistir (Sandulache ve ark., 2014). Ayrica bas boyun kanserli hastalarda tekrar
etmis lezyonlarin tedavisinde adjuvan metformin tedavisinin kullanilmasinin cerrahi
tedaviye ihtiya¢ duyulmadan lezyonlarda tam ve kismi iyilesmeye sebep oldugu ortaya
konulmustur (Lerner ve ark., 2017). Elde edilen klinik bulgular metforminin LKa
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tedavisinde kullanilma potansiyeline isaret etmektedir.

Bu dogrultuda tez calismamizda metforminin tek basina ve 5-FU ile birlikte
kullaniminin insan LKa hiicre hatt1 olan Hep-2 hiicrelerinin proliferasyon, klonogenite,
apoptoz, migrasyon ve invazyon Ozellikleri tizerindeki etkilerinin arastirilarak
metforminin LKa tedavisinde kullanilabilme potansiyelinin ortaya konulmasi

amagclanmustir.
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2 ONCEKI CALISMALAR

(Zhao ve ark., 2011) Metforminin nazofarinjiyal kanserde doza ve zamana bagh
olarak hiicrelerin proliferasyonu ve koloni olusturma kapasitelerini baskiladigini
gostermislerdir. Ayrica metforminin siklin D1 ifadesini protein diizeyinde azaltarak
GO0/G1 fazindaki hiicrelerin sayisini artirdigini tespit etmislerdir.

(Chen ve ark., 2012) Metforminin bas ve boyun kanserlerinden tiroit kanseri
hiicrelerinde apoptozu indiikleyerek hiicre dongiisiinii inhibe ettigi gosterilmis, bunun
yani sira insiilinin hiicre proliferasyonunu tesvik edici etkisini de ortadan kaldirdigi
gosterilmistir. Ayrica, metforminin tiroit kanser hiicrelerini doksorubisin ve cisplatin
benzeri kemoterapi ilaglarinin hiicreler tizerindeki anti-kanser etkisine hassaslastirdigi
ortaya konulmustur.

(Luo ve ark., 2012) Metforminin oral skuamoz hiicreli karsinom hiicreleri tizerinde
hem in vitro hem in vivo anti-kanser etki gosterdigi ve insan oral skuaméz hiicreli
karsinom igin yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi i¢in potansiyel bir aday olabilecegi
bulunmustur.

(Vitale-Cross ve ark., 2012) Calismada metforminin bas ve boyun kanseri olusumu
riskini azaltip azaltmadigi incelenmistir. Elde edilen bulgular, fare modellerinde
metforminin kanserojen kaynakli oral kanser lezyonlarin sayisini ve biiyiikliigiinii 6nemli
Olciide azaltarak spontan bas ve boyun kanseri gelisimini engelledigini gdsterilmistir.

(Skinner ve ark., 2013) 285 adet metformin alan hastada neo-adjuvan kemo-
radyoterapi ile tedavi edilen 6zofagus adenokarsinomunun radyografik ve patolojik yanit
oranmin arastirildigi ¢alismada metformin kullaniminin 6zofagus kanserinde kemo-
radyasyon tedavisine karsi hastalarin gosterdigi doza bagimli artmis yanit ile iligkili
oldugu, dolayisiyla metforminin bu tedaviye duyarlilastirici olabilecegi ortaya
konulmustur.

(Sandulache ve ark., 2014) Metforminin larenks kanseri hastalarinin sagkalimlari
tizerindeki etkisinin belirlenmesinin amaglandigi ¢alismada metformin kullanan diyabet
hastalarinda erken evre tiimorler olustugu ve metformin kullanmayan ve diyabetik
olmayan hastalara kiyasla metformin kullanan LKa hastalarinin sag kalimlarinin daha
yiiksek oldugu ortaya koyulmustur.

(Becker ve ark., 2014) Vaka-kontrol analizi yapilan ¢alismada metforminin uzun
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stire kullaniminin LKa riskini azalttig1 bildirilmistir.

(Lerner ve ark., 2017) Daha 6nce tedavi edilen diyabetik olmayan bas ve boyun
kanserli 3 hastada tekrar etmis ve multifokal displastik lezyonlarin tedavisinde adjuvan
metformin tedavisinin kullanilmis ve 3 hastada da mukozal lezyonlarin tam veya kismi
iyilesme gosterdigi ve herhangi bir ek cerrahi islem gerektirmedikleri ortaya

konulmustur.
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3 MATERYAL VE YONTEM

3.1 Cihazlar
Derin Dondurucu (-20°C)

Buzdolab1 (4 °C)
Derin Dondurucu (-80°C)

Epoch Spektrofometre

Laminar air-flow (Class Il Safety Cabinet)

CO; Inkiibator
Akim Sitometre
Mikropipet

Mini Santrifiij
Sogutmali Santrifii
Termal dongii cihazi (PZR)
Vorteks

Su Banyosu

Invert Mikroskop
Otoklav

Hassas Terazi

Saf Su Cihazi

gRT PCR

30

Templow

Edesa

ESCO Lexicon®

Biotek EPOCH

ESCO NordicSafe™

ESCO Celculture CO2 Incubator
Partec

Axypet

WiseSpin

Hettich Zentrifugen
SensQuest Labcycler
Wisd Wisemix VM-10
Wisd WiseBath
Leica

Tomy SX-500E
Shimadzu ATX224

Millipore Direct- Q-3 UV

Qiagen



Sarf Malzeme, Kimyasal ve Kitler
Eppendorf tiipler (0,2 - 0,5 - 1,5 ml)
96 kuyucuklu plate

6 kuyucuklu plate

25 cm? hiicre biiyiitme kaplari

75 cm? hiicre biiyiitme kaplar
Steril serolojik pipetler (5, 10 ml)
Falkon tiipleri (15, 50 ml)

Pens

RPMI 1640 besi yeri

RPMI 1640 2X besi yeri

Tripsin

Fetal Bovine Serum (FBS)
Penisilin-Streptomisin

Tripan mavisi

L-Glutamin

UltraPure LMP Agarose
Phosphate Buffered Saline (PBS) 1x
TRIzol

DMSO ( Dimetil siilfoksit )
Kloroform

[zopropanol

Etanol

IsoLab
Corning® Costar®
Corning® Costar®
Corning® Costar®
Corning® Costar®
LP Italiana

LP Italiana

Gibco®

Multicell
Gibco®
Gibco®
Gibco®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
ThermoFisher
Sigma-Aldrich®
Gibco®

Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Merck
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e CDNA Sentez Kiti Applied Biosystems
e TagMan Universal Master Mix Applied Biosystems

e Cell Counting Kit-8 (CCK-8) Dojindo
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3.2 Yontem
3.2.1 Hiicre Kiltiirii

Tez kapsaminda Sap Enstitiisii Hiicre Kiiltiir Koleksiyonu’ndan temin edilen Hep-
2 LKa hiicre hatti kullanildi. Hiicreler %10 FBS, %]1 penisilin/streptomisin, %1 L-
Glutamin eklenerek hazirlanan RPMI-1640 besi yeri igerisinde 37 °C’de %5 COz igeren
inkiibatorde kiiltiir edilerek ¢ogaltildi. Her 2-3 giinde bir, hiicre yogunluguna ve deneysel
amaca bagli olarak hiicreler pasajland.

3.2.2 Hiicre Sayim

T75 flasklarda %70-80 konfluensiye ulagmis hiicreler Tripsin yardimiyla kaldirildi
ve 5 ml taze besi yeri igerisinde ¢oziiliip tek tek hiicrelerden olugan homojen bir karigim
elde edildi. Hiicre sayimi hemositometre lami ile gerceklestirildi. Sayim oncesinde
hemositometre lami1 ve lamel %70 alkolle temizlendi ve lamel hemositometrenin {izerine
yerlestirildi. Hiicre sayim1 i¢in 15 pl Trypan Blue ile 15 pl hiicre soliisyonu karistirildi.

Bu karigimdan 15 pl alinip hemositometre lami ile lamel arasindaki bosluga
yiiklendi ve invert mikroskopta hiicre sayimi yapildi. 1 ml besi yerinde bulunan canli
hiicre sayis1 (3.1) numarali formiile gére hesaplandi;

Ortalama Hiicre Sayis1 x Seyreltme Faktorii x 10.000 (3.1)

3.2.3 Hiicrelerin 96 Kuyucuklu Platelere Ekilmesi

Hiicre saymmi yapildiktan sonra hiicreler 96 kuyucuklu platelerin her bir
kuyucugunda 100 pl besi yeri ve 3000 hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicre ekimi
yapildiktan sonra plateler 37 °C’de %5 COzigeren inkiibatore kaldirildi.

3.2.4 Metforminin Hazirlanis1

Ticari olarak satin alinan metformin iretici firmanin protokoliine uygun olarak
hazirlandi. 5 mg metformin hassas terazi yardimiyla tartildi. 3019 pl molekiiler grade
suda ¢oziilerek 10 mM stok metformin soliisyonu hazirlandi. Hazirlanan stok soliisyon

200ul’lik alikotlar halinde boliinerek kullanilacagi zamana kadar -80 °C’de saklandi.

3.2.5 5-FU’in Hazirlanis1

Ticari olarak satin aliman 5-FU fretici firmanmn protokoliine uygun olarak
hazirlandi. 10 mg 5-FU hassas terazi yardimiyla tartildi. 3843 ul molekiiler grade suda
coziilerek 20 mM stok 5-FU soliisyonu hazirlandi. Hazirlanan stok soliisyon 200 pl’lik

alikotlar halinde boliinerek kullanilacagi zamana kadar -80 °C’de sakland.
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3.2.6 Metforminin tek basina ve 5-FU ile birlikte Hep-2 Hiicrelerinin

Proliferasyonu Uzerindeki Etkisinin Arastirilmasi

96 kuyucuklu platelere ekilen hiicreler 24 saat inkiibatérde bekletildikten sonra her
kuyudaki besiyeri ¢ekildi. Hiicrelere 8 tekrarli olacak sekilde 0,5, 1, 2 ve 4 mM
konsantrasyonlarda metformin veya 10, 20, 40 ve 80 uM konsantrasyonlarda 5-FU igeren
besi yerleri verildi. Metformin ve 5-FU’nun hiicrelerin ¢ogalma kapasiteleri tizerindeki
etkileri 24 ve 48 saat sonra sadece besi yeri ile muamele edilmis kontrol hiicreleri ile
karsilastirilarak degerlendirildi. Hiicre proliferasyon testi ‘Hiicre Sayim Kiti-8” (CCK-8,
Dojindo) kullanilarak {iretici firmanin protokolii izlenerek yapildi. Kisaca,
kuyucuklardaki besiyeri bosaltild1 ve her bir kuyucuga %10 WST1 soliisyonu igeren taze
besi yeri eklendi. Hiicreler formazan kristallerinin olusmasi igin 37 °C’de karanlikta 3
saat inkiibasyona birakildi. Hiicre canlilig1 Epoch 2 Microplate Spectrophotometer cihazi
kullanilarak 490 nm’de abzorbans 6l¢liimii yapilarak degerlendirildi.

Elde edilen sonuglar dogrultusunda metformin ile 5-FU’nun hiicre canliligi
tizerindeki sinerjistik etkilerini incelemek i¢in hiicreler 2 mM metformin ve 40uM 5-FU
iceren besi yeri ile muamele edildi. Hiicre canliligi 24, 48 ve 72 saat sonra sadece
metformin, sadece 5-FU veya sadece besi yeri ile muamele edilmis kontrol hiicreleri ile
karsilastirilarak degerlendirildi.

3.2.7 Metforminin tek basina ve 5-FU ile birlikte Hep-2 Hiicrelerinin

Klonogenitesi Uzerindeki Etkisinin Arastiriimasi

Metforminin tek basina ve 5-FU ile birlikte hiicre klonogenitesi {izerine etkilerinin
arastirilmasi i¢in soft agar testi yapildi. Soft agar testi kisaca asagida agiklandigi sekilde
gerceklestirildi. UltraPure Low Melting Point Agarose’dan 360 mg tartildi ve 30 ml
molekiiler grade su igerisinde ¢oziilerek %0,6 konsantrasyonda alt agar hazirlandi.
Hazirlanan agar steril bir falkon tiipe alinarak 37(1C’ye ayarlanmis su banyosunda
sicakligt 37 °C’ye gelinceye kadar bekletildi. Sonrasinda %20 FBS %2
penisilin/streptomisin ile hazirlanmig 2X RPMI-1640 ile 1:1 oraninda seyreltildi.
Hazirlanan karigimdan 6 kuyucuklu platelerin her bir kuyusuna 1 ml eklendi ve
kuyucuklarin yiizeylerini tamamen kaplayacak sekilde dagilmasi saglandi. Alt agarin
katilagsmasi i¢in oda sicakliginda 30-40 dk bekletildi.

Daha sonra UltraPure Low Melting Point Agarose’dan 180 mg tartildi ve 30 ml

molekiiler grade su igerisinde ¢oziilerek %0,3 konsantrasyonda iist agar hazirlandi.
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Hazirlanan agar tiipe alinarak 37 °C’ye ayarlanmis su banyosunda sicakligi 37(1C’ye
gelinceye kadar bekletildi. Sonrasinda %20 FBS %2 penisilin/streptomisin ile
hazirlanmig 2X RPMI-1640 ile 1:1 oraninda seyreltildi. Hazirlanan karigima platenin her
bir kuyucuguna 3000 hiicre diisecek sekilde Hep-2 hiicreleri eklendi ve igerisinde
hiicrelerin oldugu iist agar 6 kuyucuklu platelerin her bir kuyusuna 1 ml gelecek sekilde
kuyucuklara eklendi. Ust agarin katilasmas1 i¢in oda sicakliginda plateler 40-60 dk
bekletildi.

Sonrasinda 6 tekrarli olacak sekilde kuyucuklara 2 mM metformin, 40uM 5-FU
veya 2 mM metformin ile 40uM 5-FU igeren besi yeri eklendi. Besi yeri her 2-3 giinde
bir degistirilerek hiicreler 21 giin 37 °C’de %5 CO2 igeren inkiibatorde kiiltiir edildi. 21
gln sonunda olusan koloniler 10% etanol ve 0,01% Crystal Violet iceren soliisyonla 30
dk muamele edilerek fikse edilip boyandi. invert mikroskop kullanilarak her bir
kuyucukta bulunan koloniler sayildi. Ayrica her bir kuyucukta farkli 10 bolgeden
goriintiiler alinarak koloni biiyiikliikleri karsilastirildi.

3.2.8 Metforminin tek basina ve 5-FU ile birlikte Hep-2 Hiicrelerinin

Apoptozu Uzerindeki Etkisinin Arastiriimasi

Metformin’in tek basina ve 5-FU ile birlikte hiicre apoptozu iizerine etkilerinin
arastirtlmasi i¢in hiicreler 6 kuyucuklu platelere kuyucuk bagina 100.000 hiicre diisecek
sekilde iki tekrarli olarak ekildi. Hiicreler 2 mM metformin, 40uM 5-FU veya 2 mM
metformin ile 40uM 5-FU igeren besi yeri ile muamele edildikten 48 saat sonra hiicreler
toplandi1 ve PBS ile yikandi. Hiicrelerdeki apoptotik aktivite degisimi Annexin V-FITC
Apoptosis Kiti ile iiretici firmanin protokolii takip edilerek CyFlow® Cube 6 akim
sitometri cihazi ile 6l¢iildii.

3.2.9 Metforminin tek basina ve 5-FU ile birlikte Hep-2 Hiicrelerinin Hiicre

Gacii Kapasitesi Uzerindeki Etkisinin Yara Testi ile Arastirilmasi

Metforminin tek basina ve 5-FU ile birlikte hiicre gogii lizerine etkileri ilk olarak
yara testi ile karsilastirildi. Oncelikle 6 kuyucuklu platelere kuyucuk basma 500.000
hiicre diisecek sekilde ekim yapildi ve hiicreler %100 konfluensiye ulasinca tek tabakali
hiicrelere 200 pL’lik pipet ucu ile tek bir ¢izgi halinde “yara” olusturuldu. Hiicreler 2 mM
metformin, 40uM 5-FU veya 2 mM metformin ile 40uM 5-FU igeren besi yeri ile
muamele edildikten 24 saat sonra hiicrelerin gé¢ etme potansiyelleri yara kapama

miktarlar1 karsilastirilarak degerlendirildi. Hiicre fotograflar1 invert mikroskop
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kullanilarak ¢ekildi.

3.2.10 Metforminin tek basina ve 5-FU ile birlikte Hep-2 Hiicrelerinin

Hiicre Gogii Kapasitesi Uzerindeki Etkisinin Transwell Testi ile Arastiriimasi

Metforminin tek basina ve 5-FU ile birlikte hiicre gogii lizerine etkileri ayrica
Transwell insert testi kullanilarak karsilastirildi. Hiicreler 500 pl serum igermeyen RPMI-
1640 igerisinde siispanse edildi ve iki tekrarli olacak sekilde insertlere ekildi (kuyucuk
basina 50.000 hiicre). Sonrasinda insertlerin igerisine konuldugu 24 kuyucuklu platenin
kuyucuklarina %10 FBS iceren RPMI-1640 besi yeri eklendi. Hiicreler 37 °C de 24 saat
inkiibe edildikten sonra insert membrani {izerinde kalan hiicreler pamuk swap
kullanilarak uzaklastirildi, 8 pm’lik gozeneklerden gegerek filtrenin alt ylizeyine gog
eden hiicreler fikse edildi, % 0.1 Crystal Violet ile boyanarak goriintiilendi ve sayim
islemi yapildi.

3.2.11 Metforminin tek basia ve 5-FU ile birlikte Hep-2 Hiicrelerinin

Hiicre Invazyonu Uzerindeki Etkisinin Arastiriimasi

Metforminin tek basina ve 5-FU ile birlikte hiicrelerin invazyon kapasitesi
tizerindeki etkilerini degerlendirmek i¢in ‘Corning BioCoat™ Matrigel Invasion
Chamber’lar kullanildi. Hiicreler 500 pl serum igermeyen RPMI-1640 igerisinde
siispanse edildi ve iki tekrarli olacak sekilde onceden Matrigel ile kaplanmis insertlere
ekildi (kuyucuk basina 50.000 hiicre). Sonrasinda insertlerin icerisine konuldugu 24
kuyucuklu platenin kuyucuklarina %10 FBS iceren RPMI-1640 besi yeri eklendi.
Hiicreler 37 °C de 24 saat inkiibe edildikten sonra insert membrani {izerindeki Matrigel
ve hiicreler pamuk swap kullanilarak uzaklastirildi. Matrigel’in i¢inden invaze olup, 8
um’lik gbzeneklerden gecgerek filtrenin alt ylizeyine gog¢ eden hiicreler fikse edildi, %0, 1

Crystal Violet ile boyanarak goriintiilendi ve sayim islemi yapildu.

3.2.12 Hiicrelerden TRIzol ile RNA izolasyonu

Kontrol hiicreleri, metformin, 5-FU veya metformin ile birlikte 5-FU ile 48 saat
muamele edilen Hep-2 hiicreleri Tripsin ile kaldirildiktan sonra sayildi. Her 6rnek igin
esit miktarda (1x10°) hiicre kullanildi. Hiicreler 1 ml PBS ile iki kez yikandi. 500 pl
TRIzol soliisyonu i¢erisinde pipet yardimiyla iyice homojenize edildi. Homojenize edilen
ornekler TRIzol igerisinde oda sicakliginda 5 dakika bekletilerek Grneklerin iyice

parcalanmas1 ve niikleik asitlere baglanan proteinlerin niikleik asitlerden tamamen
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ayrigsmasi saglandi. Sonrasinda 6rneklere 100 pl kloroform eklendi ve ornekler iyice
calkalandiktan sonra oda sicakliginda 2-3 dakika bekletildi. Sonrasinda 4 °C’de
12000g’de 15 dakika santrifiij yapildi. Faz ayrismasi sonrasinda {iistteki RNA igeren
organik fazlar yeni mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. Organik fazlara 250 pl izopropanol
eklenerek ornekler oda sicakliginda 10 dakika bekletildikten sonra 4 °C’de 12000g’de 10
dakika santrifiij yapildi. Tiipiin alt kisminda beyaz renkte ya da renksiz ¢okelti seklinde
goriilebilen RNA’lar %75 etil alkolle yikanarak 4 °C’de 7500g’de 5 dakika santriftijlendi.
Kurumaya birakilan RNA’lar iyice kuruduktan sonra niikleaz icermeyen molekiiler grade
su igerisinde ¢oziildii. RNA konsantrasyon ve safliklar1 spektrofotometre yardimiyla
Olculdii.

3.2.13 cDNA Sentezi

Kontrol hiicreleri, metformin, 5-FU veya metformin ile birlikte 5-FU ile 48 saat
muamele edilen Hep-2 hiicrelerinden izole edilen RNA o6rneklerinden 1000°er ng
kullanilarak cDNA sentezi yapildi. cDNA sentez islemleri ‘High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit> (Thermo, ABD) iiretici firmanin protokolii takip edilerek
gerceklestirildi.

3.2.14 Molekiiler Toksikoloji Paneli

Gen ekspresyon analizleri ger¢ek-zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR)
SYBR Green metodu ile iiretici firmanin protokoliine gore Rotor-Gene gRT-PCR cihazi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Kisaca cDNA 6rnekleri SYBR® Green PCR Master Mix
ile karistirildiktan sonra 84 adet molekiiler toksikoloji ile iligkili ve 5 adet housekeeping
gen igin primer igeren 96 kuyucuklu RT? mRNA PCR Array platelerine iiretici firmanin
protokolii takip edilerek eklendi. PCR islemi 95°C’de 10 dakika siiren ilk denatiirasyon,
sonrasinda 95°C’de 15 saniye ve 60°C’de 1 dakikadan olusan 40 dongi ile
gerceklestirilmigtir. Rolatif kantitasyon analizi delta-delta-CT metodu kullanilarak
yapilmis heat-map gbriintiisic RT? Profiler PCR Array Data Analysis version 3.5
kullanilarak olusturulmustur (Livak and Schmittgen, 2001).

3.2.15 Istatistiksel Analiz

Veriler ortalama + standart hata olarak verilmis, ve istatistiksel anlamliliklar
Student’s t test kullanilarak degerlendirilmistir. 0,05’ ten kiiclik p degerleri anlamli olarak
kabul edilmistir.
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4 ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Metforminin Hep-2 hiicre proliferasyonu ve klonogenitesi iizerindeki

etkileri

Metforminin Hep-2 hiicrelerinin proliferasyonu iizerindeki etkisi CCK-8 testi
kullanilarak degerlendirildi. 0,5, 1, 2 ve 4 mM konsantrasyonlarda metformin igeren besi
yeri ile muamele edilen Hep-2 hiicrelerinde hiicre canliliginin hem zamana hem de doza
bagli olarak azaldig: goriildii (Sekil 4.1).

24 saatlik uygulama sonrasinda hiicre canliliginin 2 mM konsantrasyondan itibaren
azaldigi, 48 saatlik uygulama sonrasinda ise hiicre canliliginin 1 mM konsantrasyondan
itibaren azaldigi bulundu. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 48 saat sonunda 2 mM
konsantrasyonda Metforminin hiicre canliligini %75’e, 4 mM konsantrasyonda

Metforminin ise hiicre canliligimi %59’a kadar digiirdiigii gorildi (Sekil 4.1
p<0,001). Elde edilen bulgular dogrultusunda 48 saatlik uygulama sonrasinda hiicre
canliligin1 yaklasik %30 oraninda azaltan doz olan 2 mM konsantrasyonun ileri

calismalarda optimum doz olarak kullanilmasina Karar verildi.
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Sekil 4.1 Metforminin Hep-2 hiicrelerinin proliferasyonu iizerindeki doza ve zamana
bagl etkileri

Metforminin Hep-2 hiicre klonogenitesi iizerine etkilerinin arastirilmasi igin ise

Soft agar testi kullanildi. Kanser hiicrelerinin agar icerisinde koloni olusturma yetenegi
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hiicrelerin herhangi bir ylizeye tutunmadan ¢ogalma kapasitelerinin bir gostergesidir ve

kanser hiicrelerinin agresiflik potansiyelleri ile iliskilidir.

Soft agar testi 2mM metformin uygulanan Hep-2 hiicrelerinin koloni olusturma
potansiyellerinin anlamli olarak azaldigimi ve olusan koloni sayisinin kontrolle

karsilastirildiginda %22 daha az oldugunu ortaya koydu (Sekil 4.2, p<0,05).
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Sekil 4.2 Metforminin Hep-2 hiicrelerinin koloni olusturma potansiyelleri tizerindeki
etkisi

Metforminin Hep-2 hiicrelerinin koloni olusturma potansiyelleri iizerindeki
etkisini degerlendirmek adina ayrica olusan kolonilerin biiyiikliikleri karsilastirildi. 2mM
metformin ile muamele edilen Hep-2 hiicrelerinin olusturdugu kolonilerin ¢aplar1 kontrol
hiicrelerin olusturdugu kolonilerin ¢aplar ile karsilastirildiginda daha kiigiik kolonilerin

olustugu gbzlemlendi (Sekil 4.3, p<0,001).
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Sekil 4.3 Metforminin Hep-2 hiicrelerinin olusturdugu koloni biiyiikliikleri izerindeki
etkisi

4,2 Metforminin Hep-2 hiicre apoptozu iizerindeki etkileri

Metforminin Hep-2 hiicreleri tizerindeki proliferasyon azaltici etkisinin apoptozun
tetiklenmesi ile iliskili olup olmadigini belirlemek i¢in Annexin V-FITC Apoptosis Kiti
kullanilarak apoptoz degerlendirildi.

Hiicreler 48 saat 2 mM konsantrasyonda metformin ile muamele edildikten sonra
Flow sitometri ile {iretici firmanin protokolii takip edilerek analiz yapildi. Kontrol Hep-2
hiicreleri ve 2 mM metformin ile muamele edilen Hep-2 hiicreleri karsilastirildiginda
erken ve gec apoptotik hiicrelerin yiizdesinde anlamli bir artis oldugu ortaya koyulmustur.
2mM metformin ile muamele edildikten sonra erken apoptotik hiicrelerin kontrol
hiicrelere gore %0,97°den %1,79’a, gec apoptotik hiicrelerin ise yiizdesi %1,49’dan
%05,43 e yiikseldigi gorilmiistiir.
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Annexin V-FITC

Sekil 4.4 Metforminin Hep-2 hiicrelerinin apoptozu iizerindeki etkisi

4.3 Metforminin Hep-2 hiicre gogii iizerindeki etkileri

Metforminin Hep-2 hiicrelerinin go¢ etme kapasiteleri tizerindeki etkisinin

arastirilmasi i¢in 2 mM metformine maruz birakilan hiicrelere dncelikle yara testi yapildi.

Yara testi Metformin ile muamele edilen Hep-2 hiicrelerinin hiicre gogi
potansiyellerinin kontrol hiicrelere gore azaldigini gosterdi. Hiicre gocili inhibisyonunun
kantitatif degerlendirmesi i¢in hiicrelerin olusturulan yaralari kapatma yiizdeleri dl¢iildi
ve istatistiksel olarak degerlendirildi. Sonuglar metformine maruz birakilan hiicrelerde
yaranin yaklasik %75 oraninda kapatildigini gosterirken, kontrol hiicrelerin yaranin

%380’inden fazlasini kapattig1 goriildi (Sekil 4.5, p<0.01).
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Sekil 4.5 Metforminin Hep-2 hiicrelerinin gogii tizerindeki etkisinin yara testi ile
p g y
gosterilmesi

Metforminin Hep-2 hiicrelerinin hiicre gogiine etkisinin aragtirtlmasina Transwell

insert testi kullanilarak devam edildi.

2 mM metformin muamelesinin hiicre go¢ii lizerine etkisi istatistiksel olarak
degerlendirildiginde metformin ile muamele edilen hiicrelerin go¢ potansiyelinin kontrol

hiicrelere gore %20 oraninda azaldig1 goriildii (Sekil 4.6, p<0.001).
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Sekil 4.6 Metforminin Hep-2 hiicrelerinin gogii lizerindeki etkisinin Transwell hiicre
gocl testi ile gosterilmesi

4.4 Metforminin Hep-2 hiicre invazyonu iizerindeki etkileri

Metforminin Hep-2 hiicrelerinin hiicre invazyonu iizerine etkisinin aragtirilmasi
icin Transwell Matrigel invasion assay kullanildi.

Transwell Matrigel invazyon testi ile metformin ile muamele edilen Hep-2
hiicrelerinin invaziv potansiyeli kontrol hiicrelerinin invaziv potansiyeli ile karsilastirildi.
Beklenmedik bir sekilde metformin ile muamele edilen hiicrelerin invaziv potansiyelinin

kontrol hiicrelere gére %23 oraninda arttig1 gorildi (Sekil 4.7, p<0.05).
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Sekil 4.7 Metforminin Hep-2 hiicrelerinin invazyonu tizerindeki etkisi

4,5 Metforminin 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicre proliferasyonu iizerindeki

sinerjistik etkileri

Metforminin kanser agresifligi ile alakali hiicre ¢ogalmasi, apoptozu, gocii ve
invazyonu gibi parametreleri etkilediginden dolayi, olas1 adjuvan bir tedavi yontemi
olarak kullanilabilme potansiyelini degerlendirmek igin 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicreleri
tizerindeki sinerjistik etkileri degerlendirildi. Bu dogrultuda oOncelikle hiicre
proliferasyonunu degerlendirmek icin CCK-8 testi kullanildi. 10, 20, 40 ve 80 uM
konsantrasyonlarda 5-FU igeren besi yeri ile muamele edilen Hep-2 hiicrelerinde hiicre
canliliginin hem zamana hem de doza bagli olarak azaldig gortildii (Sekil 4.8).

Hem 24 hem de 48 saatlik uygulama sonrasinda hiicre canliliginin 10 pM
konsantrasyondan itibaren azaldig1 bulundu. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 48 saat
sonunda 80 uM konsantrasyonda 5-FU-nun hiicre canliigm %55’e, 4 mM
konsantrasyonda 5-FU’nun ise hiicre canliligint %71’e kadar diisiirdiigii goriildii (Sekil

4.1 p<0,001). Elde edilen bulgular dogrultusunda 48 saatlik uygulama sonrasinda hiicre
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canliligini yaklasik %30 oraninda azaltan doz olan 40 uM konsantrasyonun ileri

calismalarda optimum doz olarak kullanilmasina karar verildi.

5-FU

120
B1 gin
100 o2, gin

80 *

60

% Canlilik

40

20

NK 10pM 20pM 40pM 80 puM

Sekil 4.8 5-FU'nun Hep-2 hiicre proliferasyonu tizerindeki etkisi

Metforminin 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicrelerinin proliferasyonu iizerindeki
sinerjistik etkileri degerlendirmek i¢in hiicreler 2 mM metformin ve 40uM 5-FU igeren
besi yeri ile 24 ve 48 saat muamele edildi. Hiicrelerin proliferasyon kapasiteleri kontrol
Hep-2 hiicreleri ile karsilastirilarak degerlendirildi. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
2. giin sonunda metformin tek bagina hiicre canliligini %90’a diisiiriirken, 5-FU tek basina
%52’ye diisiirdii. Hiicrelere metformin ve 5-FU birlikte verildiginde ise hiicre canliliginin
5-FU’nun ya da metforminin tek basina verildigi gruplara gore daha etkili bir sekilde

azaldig1 ve %42 ye kadar diistiigii bulundu (Sekil 4.9 p<0.001).
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Sekil 4.9 Metforminin 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicre proliferasyonu tizerindeki
sinerjistik etkileri

4.6 Metforminin 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicrelerinin klonogenitesi iizerindeki

sinerjistik etkileri

Metforminin 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicre klonogenitesi {izerindeki sinerjistik
etkilerinin arastirilmast i¢in Soft Agar testi kullanildi. Soft Agar testi metforminin 5-FU
ile birlikte Hep-2 hiicrelerinin koloni olusturma potansiyelini hem metforminin tek basina
hem de 5- FU’nun tek bagina verildigi gruplara gére anlamli olarak azalttig1 gosterildi. 2
MM metformin ve 40 uM 5-FU ile muamele edilen hiicreler kontrolle karsilastirildiginda

koloni sayisinda anlamli derecede azalma goriildii (Sekil 4.10, p<0.05).
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Sekil 4.10 Metforminin 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicre klonogenitesi iizerindeki
sinerjistik etkileri

4.7 Metforminin 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicre apoptozu iizerindeki sinerjistik

etkileri

Metforminin 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicre proliferasyonu iizerindeki sinerjistik
etkilerinin apoptozun tetiklenmesi ile iligkili olup olmadigini belirlemek i¢in Annexin V-
FITC Apoptosis Kiti kullanilarak apoptoz degerlendirildi.

Hiicreler 48 saat 2 mM metformin ve 40 uM 5-FU ile birlikte muamele edildikten
sonra Flow sitometri ile lretici firmanin protokolii takip edilerek analiz yapildi.
Metforminin 5- FU ile birlikte Hep-2 hiicrelerde erken ve gec apoptotik hiicrelerin
yiizdesinde hem metforminin tek basina hem de 5-FU’nun tek basina verildigi gruplara
gore anlamli olarak artis oldugu ortaya koyuldu. 2mM metformin ve 40 uM 5-FU ile
muamele edilen hiicrelerde 40 uM 5-FU ile muamele edilen hiicrelere gore erken
apoptotik hiicrelerin %2,41°den %2,75’e, gec apoptotik hiicrelerin ise ylizdesi %5,28’den
%8,66’ya yiikseldigi gorilmistiir (Sekil 4.11, # p<0.05). Bu durum metformin ve 5-
FU’nun hiicrelere birlikte verildiginde daha etkili bir sekilde apoptozu indiikleyerek
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hiicre proliferasyonunu azalttigina isaret etmektedir.
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Annexin V-FITC

Sekil 4.11 Metforminin 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicre apoptozu {lizerindeki sinerjistik
etkileri

4.8 Metforminin 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicre gocii (yara kapama) iizerindeki

sinerjistik etkileri

Metforminin 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicre gogii (yara kapama) iizerindeki
sinerjistik etkilerinin arastirtlmasi i¢in 2 mM metformin ve 40 uM 5-FU’ya birlikte maruz

birakilan hiicrelere yara testi yapildi.

Yara testi metformin ve 5-FU ile birlikte muamele edilen Hep-2 hiicrelerinin hiicre
gocli  potansiyellerinin daha etkin bir gsekilde azaldigi gorildi. Hiicre gocl
inhibisyonunun kantitatif degerlendirmesi i¢in hiicrelerin olusturulan yaralar1 kapatma
yiizdeleri 6l¢iildii ve istatistiksel olarak degerlendirildi. Sonuglar metformin ve 5-FU ile
birlikte muamele edilen hiicrelerde yaranin %56 oraninda kapatildigini gosterirken,
sadece 5-FU ile muamele edilen hiicrelerin yaranin sadece %70’ini kapattig1 goriildii

(Sekil 4.12, # p<0.001).
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Sekil 4.12 Metforminin 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicre gocii (yara kapama) tizerindeki
sinerjistik etkileri

4.9 Metforminin 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicre gocii (Transwell testi)
iizerindeki sinerjistik etkileri
Metforminin 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicrelerinin hiicre gogii lizerindeki etkisinin

arastirilmasina Transwell insert testi ile devam edildi.

Transwell insert testi de metformin ve 5-FU ile birlikte muamele edilen Hep-2
hiicrelerinin hiicre go¢ii potansiyellerinin daha etkin bir sekilde azaldigini1 gosterdi. 2 mM
metformin ve 40 pM 5-FU’nun birlikte muamelesinin hiicre gogii iizerine etkisi
istatistiksel olarak degerlendirildiginde sadece 5-FU ile muamele edilen hiicreler kontrol
hiicrelere gore %75 azaltirken, 5-FU’ya ek olarak metformin verildiginde hiicrelerin go¢

potansiyellerinin %84 oraninda azaldig: gortildii (Sekil 4.13, # p<0.01).

49



Hiicre Gogl

120

100 A

o]
o
1

— %

(2]
o
1

Relatif hiicre gogli (%)
Y
)

8 &R0
w oo B

N

o

L
i %*
* 3

B 2 e
ot

5.9

Sekil 4.13 Metforminin 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicre gogii (Transwell testi) tizerindeki
sinerjistik etkileri

4,10 Metforminin 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicre invazyonu (Transwell Matrigel

testi) iizerindeki sinerjistik etkileri

Metforminin 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicrelerinin hiicre invazyonu iizerindeki
etkisinin aragtirtlmasi i¢in Transwell Matrigel invazyon testi kullanildi.

Transwell Matrigel invazyon testi ile metformin ve 5-FU ile birlikte muamele
edilen Hep- 2 hiicrelerinin invaziv potansiyeli 5-FU ile tek basina muamele edilen
hiicrelerin invaziv potansiyeliyle karsilastirildi. Hep-2 hiicrelerinin metformin ve 5-FU
ile birlikte muamelesinin hiicre invazyonu iizerine etkisi istatistiksel olarak
degerlendirildi. Metformin ve 5-FU ile birlikte muamele edilen hiicrelerin invaziv
potansiyelinin sadece 5-FU uygulanan hiicrelere gére anlamli bir sekilde arttigr goriildii.
(Sekil 4.14, p<0.05). Bu durum sadece metformin uygulanan hiicrelerde kontrol hiicrelere

gore artan invazyon potansiyeli ile paralellik gostermektedir.
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Sekil 4.14 Metforminin 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicre invazyonu tizerindeki sinerjistik
etkileri

4.11Metforminin tek basina ve 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicreleri iizerindeki
anti-kanser potansiyelinin molekiiler toksikoloji paneli ile arastirilmasi

Metforminin tek basina ve 5-FU ile birlikte hiicrelere verildiginde hiicrelerde
olusan anti-kanser etkilerin gen ifadesi diizeyinde ne gibi degisikliklere neden oldugunun
arastirtlmasi ig¢in 84 adet molekiiler toksikoloji ile iligkili gen ve 5 adet housekeeping gen
i¢in primer igeren 96 kuyucuklu RT2 mRNA PCR Array plateleri kullanilarak rolatif gen
ifade degisimleri incelendi. Kullanilan panelde apoptoz, nekroz, DNA tamir ve hasari,
mitokondriyal enerji metabolizmasi, yag asidi metabolizmasi, oksidatif stres ve
antioksidan cevap, heat shock cevabi, endoplazmik retikulum stresi ve katlanmamig
protein cevabi, sitokrom p450’ler ve faz I ila¢ metabolizmalari, steastosis, kolestosis,
fosfolipidoz ve immiinotoksisite dahil toplamda 13 yolakla ilgili genlerin ifade

degisimleri incelenmistir. Elde edilen bulgular ifadeleri sadece metformin ve sadece 5-
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FU tarafindan indiiklenen veya baskilanan genlerin oldugunu, ayni zamanda bir kismi
genlerin ifadesinin metformin ile 5-FU’nun birlikte muamelesi sonrasinda azaldigini, ¢ok
sayida genin ifadelerinin ise metformin ile 5-FU’nun birlikte muamelesi sonrasinda
indiiklendigi ortaya koymustur (Tablo 4.1). Metformin ve 5-FU tek basina FASLG,
RADS1, ERCC2, ATM ve BRCAL1 gibi apoptozla iliskili genlerin ifadesini artirmazken,
iki ajan birlikte verildiginde hiicrelerde bu genlerin ifadeleri 6nemli miktarda artis
gostermistir. Ayrica, CYLD ve MKI67 gibi hiicre c¢ogalmasi ile ilgili genlerin
ifadelerinde de hiicrelerin metformin ve/veya 5-FU ile muamelesi sonrasinda azalma
goriildiigii bulunmustur. Elde edilen bulgular metforminin hem tek basina hem de 5-FU
ile birlikte sinerjistik olarak molekiiler toksikoloji ile ilintili ¢ok sayida genin ifadesinde

degisime neden oldugunu ortaya koymustur.
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Sekil 4.15 Metforminin tek basina ve 5-FU ile birlikte Hep-2 hiicrelerinde sebep oldugu molekiiler toksikoloji ile ilgili gen ifade degisimlerinin
heat-map goriintiisii
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Tablo 4.1 Hep-2 hiicrelerinin Metformin ve 5-FU ile muamele edilmesinde sonra

ifadesi degisen genlerde goriilen kat degisimleri

Kat Degisimi (Kontrol grubuna gore)

Gen Metformin 5-FU Met+5-FU
ABCB4 0,6071 0,0053 >100
ABCC2 0,2952 0,0026 >100
ABCC3 >100 810,084 >100
ACADM >100 18,404 362,523
ACADVL 21,259 0,0037 937,015
ACOX1 0 0 >100
ADH1C 6,498 0 383,193
ADM?2 0,0001 0,0021 970,059
AKR1C2 0 0,0034 >100
AKT1 0,0552 505,626 >100
ARRDC3 0,0004 0,4204 557,152
ASAH1 2 0,0013 >100
ASB1 >100 >100 >100
ASNS 47,899 0,0131 >100
ATM 0 0,0008 >100
ATP8B1 0 0,0002 >100
BCL2 0 0,0027 >100
BCL2L1 0 0,0002 468,507
BRCA1 345,353 >100 >100
CASPS8 1 0,0171 13,947
CASP9 0,1368 0 0,0308
CD36 0,2285 0,0196 >100
CDKN1A 0,3299 0,0029 0,0679
CPT1A 0,1267 0 >100
CPT1B 0,551 0,0041 >100
CPT2 >100 108,528 >100
CYB561D1 0,6071 >100 >100
CYLD 0,4263 0 0,0023
CYP1A2 2,395 0 >100
CYP2B6 0,0016 0 0
CYP2C19 0,0027 0 0,0158
CYP2C9 0,0029 0 17,901
CYP2D6 0,1321 0,005 1,004,268
DNAJB1 0,0012 0 13,566
DNAJB9 >100 >100 >100
ERCC2 >100 1,815 >100
F2 >100 0,0102 >100
FASLG >100 >100 >100
FASN 0,0608 0,0045 766,386
FHL2 0,0049 0,1276 >100
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GCLM 256,342 0,6242 >100
GRB2 750,614 >100 >100
HERPUD1 0,6071 976,806 >100
HMOX1 0,6071 0,2222 >100
HPN 0,6071 37,842 >100
HPX >100 >100 >100
HSF1 0,6071 >100 >100
HSP90B1 0 0,1303 >100
HSPA1A 15,583 >100 >100
HSPA1B 0 0,0162 >100
HSPA4 0 0,5 >100
HSPAS 0,6071 >100 >100
HSPB1 0,0041 235,883 >100
HSPD1 0,0021 0,0004 >100
INHBE 0 0,0017 0,8236
LPL 0 0,0044 924,115
LSS 0,0508 0 0,1416
LYZ 0,0001 0,0012 >100
MAG 0,0002 0,0278 18,025
MDM2 0,017 0,0625 0,9862
METAP2 0,0001 0,1934 15,692
MKI67 0,0001 0,25 0,356
NCOA7 0 0,0349 139,288
NQO1 0,0001 0 >100
NR5A2 0,5285 0,0004 206,776
SLC51A 0 0,0235 >100
PARP2 0,0016 0 377,918
PDYN 0,0071 0,001 0,1199
PPARA 0 0,0188 >100
PVR 114,716 27,321 >100
RAD51 145,203 0,0872 >100
RDX 0,0006 55,404 >100
SCD 0,0144 0 >100
SERPINA3 >100 >100 >100
SLC25A25 >100 391,245 >100
SLC2A3 0,0066 24,453 >100
SLC7A11 0,9461 280,514 >100
SREBF1 121,257 0,5434 >100
TAGLN 0,9138 0,0056 >100
TRIB3 631,189 0,0004 >100
TRIM10 0,3299 0,0087 >100
TXNL4B >100 8,515 >100
UHRF1 0,6071 >100 >100
WIPI1 0 0,2832 >100
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5 TARTISMA VE SONUC

Bas ve boyun bolgesinde yaygin goriilen tiimorlerden biri olan LKa, son 20 yil
icerisinde neredeyse degismeden ~%50 oraninda kalan bes yillik sagkalim orani ile diinya
genelinde hizli bir artis gosteren insidans ve 6liim oranina sahiptir (Siegel ve ark., 2013;
Karatas ve ark., 2016; von Méssenhausen ve ark., 2016; Zhang ve Hu, 2017). Siklikla
goriilen metastaz ve niikksetme kotii klinik sonuglarin temel sebebi olarak goriiliir (Zhang,
2017). Terapotik alternatifleri gbz ontine alindiginda, erken asama LKa olgularinda
mevcut temel tedavi stratejileri iyilestirme amagli cerrahi ve radyoterapidir (Haigentz ve
ark., 2010). Diger taraftan uzak metastatik lezyonlar1 olan veya primer radyoterapiden
sonra lokal niiks gosteren LKa hastalar1 ¢ogunlukla tedavi edilemez olarak diisiiniiliir ve
bu hastalarda kemoterapi sadece hafifletici bir tedavi secenegi olarak kullanilir(Haigentz
ve ark., 2010). Bununla birlikte kemoterapi LKa igin standart terapotik yontemlerden biri
olarak uygulanmaya baslanmis ve giiniimiizde 6zellikle lokal olarak gelismis tiimorii olan
ve ameliyat edilemeyen hastalarda kanser hiicrelerinin sistemik oldiiriillmesi ve
radyoterapiye hassaslastirilmasi i¢in kullanilmaktadir (Adelstein ve ark., 2003; Haigentz
ve ark., 2010). Ayrica, cerrahi rezeksiyon yerine kemoterapi gibi tedavi yontemlerin
kullanilmasi solunum, konusma ve yutma fonksiyonlari igin ihtiya¢ duyulan larenksin
korunmasma yardim eder (Sanabria ve ark., 2017). Yine de, baz1 vakalarda
kemoterapiden sonra tamamen iyilesme goriilmesine ragmen mevcut kemoterapi ilaglar
kendi baglaria veya diger tedavi yontemleri ile kombine halde tam olarak basarili klinik
sonuglar saglayamaz (Haigentz ve ark., 2010). Dahasi, kemoterapétik ilaglarla ilgili
¢oziime kavusturulmasi gereken hastalarin yasam kalitesini onemli Slglide etkileyen
toksisite problemi vardir.

C-5 pozisyonunda hidrojen atomu yerine florin atomu tagiyan bir urasil analogu
olan 5-FU, LKa tedavisinde en sik kullanilan kemoterapétik ajanlardan biridir (Peng ve
ark., 2017). 5-FU’nun hiicrede metabolize edilmesi sonucunda ortaya g¢ikan aktif
metabolitleri, DNA ve RNA iizerinden etkili olan sitotoksik etkilere neden olur (Longley
ve ark., 2003; Yao ve ark., 2017; Mynhardt ve ark., 2018). Fakat, LKa tedavisinde siklikla
kullanilmasina ragmen, LKa hastalarinin sag kalimlarmin artirilmas: hususunda etkili
olmamigtir. Bu nedenle, mevcut tedavi yontemlerinin basarisini artirmak igin yeni

ajanlarin ve stratejilerin gelistirilmesine ihtiyag vardir.
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Farkli kemoterapdtik ilaglarin kombinasyonu son zamanlarda bircok kanser
tedavisinde oldukca basarili sonuglar vermistir (Marin ve ark., 2012). ilging bir sekilde,
yeni bulgular, kemoterapi alan hastalarda normal hiicrelerde olusan toksisitenin
azaltilmasi i¢in kanser hiicrelerinde bozulan metabolik yollarin hedeflenmesinin 6nemine
isaret etmistir (Ward and Thompson, 2012; Peng ve ark., 2017). Bir metabolizma
modiilatorii olan metformin, kanser hiicrelerinin anormal metabolizmasin1 hedefleyerek
kombine terapide onemli bir destekleyici ajan olarak gorev yapabilir. Metformin glikoz
homeostasini diizenleyen, iyi tolere edilen anti-diyabetik bir ajandir ve diisiik toksisitesi
ve minimal yan etkileri dolayisiyla siklikla hastalarda tedavi amagli kullanilir (Dowling
ve ark., 2011; Gou ve ark., 2013; Quattrini ve ark., 2014).

Anti-diyabetik potansiyelinin yani sira, ¢esitli epidemiyolojik ¢alismalar, diyabetik
hastalarda kanser riskini azaltan metforminin anti-kanser potansiyeline isaret etmektedir
(Evans ve ark., 2005; Landman ve ark., 2010; Singh ve ark., 2013). Yakin zamanda
yapilan ¢alismalar, metforminin ¢ok sayida kanser g¢esidinin insidansini %50’ye varan
oranlarda diistirdiigtinii (Decensi ve ark., 2010; Ge ve ark., 2015) ve tlimoriin tekrarlamasina
kars1 koruyucu etkilerinin oldugunu géstermistir (Rieken ve ark., 2013; Rieken ve ark.,
2014). Bu bulgular dogrultusunda Becker ve arkadaslart metforminin uzun siire
kullannmmin LKa riskini azalttigini bildirmistir (Becker ve ark., 2014). Ayrica,
Sandulache ve arkadaslar1, metformin kullanan diyabet hastalarinda erken evre tiimorler
olustugunu ve metformin kullanmayan ve diyabetik olmayan hastalara kiyasla metformin
kullanan LKa hastalarinin sag kalimlarinin daha yiliksek oldugunu ortaya koymustur
(Sandulache ve ark., 2014).

Cesitli pre-klinik ¢alismalar metforminin kanser hiicrelerinin in vitro ve in vivo
proliferasyonunu baskiladigini (Kotsopoulos ve ark., 2017) ve hiicresel yaslanmay1
indiikledigini gostermistir (Menendez ve ark., 2011). Calismamizda metforminin Hep-2
hiicrelerinde apoptozu tetikleyerek hiicrelerin proliferatif ve klonojenik potansiyelini
onemli 6l¢iide azalttig1 ortaya koyularak metforminin LKa i¢in anti-kanser potansiyeline
sahip 6nemli bir ajan oldugunu tespit edildi.

Buna ek olarak, ¢esitli ¢alismalar, metforminin kemoterapi araciligiyla tetiklenen
in vitro ve in vivo sitotoksisiteyi arttirdigini gostermistir (Gotlieb ve ark., 2008; Jalving
ve ark., 2010; Rattan ve ark., 2011). Calismamizda, metformin ayni zamanda Hep-2

hiicrelerini 5-FU muamelesine duyarli hale getirmistir, bu durum 5-FU’nun sitotoksik
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potansiyelini artirarak ve hiicrelerin sinerjistik bir sekilde oldiiriilmelerine sebep
olmustur.

Ayrica, metformin Hep-2 hiicrelerinin gé¢ potansiyelini 6nemli derecede azaltmis
ve 5-FU’nun Hep-2 hiicrelerinin go¢ potansiyeli tizerindeki inhibe edici fonksiyonunu
artirmistir. Bununla birlikte, metformin beklenmedik bir sekilde, Hep-2 hiicrelerinin
invaziv ozelligini artirmis ve 5-FU'nun Hep-2 hiicrelerinin invazyon kapasiteleri
tizerindeki inhibisyon roliinii azaltmistir. Literatiirde, metforminin metastatik kanser
hiicre hatlarindaki hiicre gogiinii baskiladigi bildirilmistir (Yu ve ark., 2017). Dahasi,
metforminin over kanser hiicrelerinde trombosit kaynakli hiicre gogiinii belirgin olarak
inhibe ettigi bulunmus, ancak trombosit kaynakli hiicre invazyonunu etkilemedigi
bildirilmistir (Erices ve ark., 2017). Ilging olarak, metforminin, tiimor hiicresi gdciinde
onemli olan fokal adezyon kinaz’in (FAK) fosforilasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (Yu
ve ark., 2017). Baska bir c¢alismada, melanom hiicrelerinde FAK'm ifadesinin
susturulmasinin hiicresel invazyonu artirdig1 fakat hiicre gogiinii azalttiginin bulunmasi,
caligmamizda elde ettigimiz bulgular desteklemektedir (Kolli-Bouhafs ve ark., 2014).

Dahasi, metforminin Hep-2 hiicreleri {izerindeki anti-kanser roliinii gen ifade
seviyesinde analiz etmek i¢in yaptigimiz gen ifade analizi, molekiiler toksikoloji ile
iligkili birgok genin, 5-FU ve metforminin birlikte kullanilmasi ile indiiklendigini
gosterirken, 5-FU veya metforminin tek basina kullanildigi durumlarda bu genlerin
ifadesinde degisiklik gdzlenmemistir. Ornegin, apoptozla iliskili ATM, ERCC2, BRCAL,
FASLG ve RADS1 ile nekroz ile alakali PARP2 geninin ifadeleri sadece iki ajan birlikte
verildigi durumda 6nemli 6lglide artis gostermistir. Ayrica, ilging bir sekilde, metformin
ayrica hiicrelerin invaziv potansiyelini indiikleyen (Lu ve ark., 2015) F2 geninin ifadesini
anlamli bir sekilde artirmistir. 5-FU’nun tek basina F2 ifadesini indilklememesine ragmen
5-FU ve metforminin birlikte verildigi hiicrelerde F2 ifadesinin artmasi metforminin
hiicrelerin invaziv potansiyelini artirmasi ile iliskilendirilebilir.

Calisgmamiz sonucunda elde ettigimiz bulgular, ayrica yakin bir ge¢cmiste elde
edilen metforminin kanserli diyabetik hastalarda kemoterapi basarisini arttirabildigi
(Jiralerspong ve ark., 2009) ve neo-adjuvan ajan olarak kullaniminin cerrahi rezeksiyon
sonrasinda klinik sonuglari iyilestirebildigi yoniindeki (Niraula ve ark., 2012; Schuler ve
ark., 2015) bulgular géz oniine alindiginda, metforminin LKa'ya kars1 terap6tik bir ajan

olarak (veya kombine tedavide destekleyici olarak) kullanilabilecegi ileri siiriilebilir.
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Ancak, metforminin kanser hiicrelerinin invaziv potansiyelini artirabilecegi yoniindeki

bulgularimiz géz ardi edilmemelidir.
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