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OZET

YUKSEK LISANS TEZi

SICANLARDA 4NQO iLE INDUKLENEN AGIZ iCi KANSER
MODELLERINDE D VITAMINIi EKSIK VE/VEYA KOLESTEROLCE
ZENGIN DIYETLERIN NEOPLASTIK SURECTE HUCRE iCi ENERJI
METABOLIZMASI UZERINE ETKILERININ INCELENMESI

Rasim GUMUS

Erzurum Teknik Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu

Molekiler Biyoloji ve Genetik Ana Bilim Dali

Danisman: Dog. Dr. Omer Faruk KARATAS

Diyet ve beslenme aligkanliklart karsinogenik siiregler sirasinda kritik 6neme sahiptir.
Hastalarda yuksek kolesteroliin kritik nedenleri arasinda sit ve siit Uriinlerinin tiiketiminin olmasi ve
sebze ile meyvelerin vitaminler agisindan 6nemli kaynaklar olmasi g6z 6niinde bulundurarak, D vitamini
eksikligi (VDE) ve yiiksek kolesteroliin oral skuamoéz hiicreli karsinomdaki (OSHK) olasi rollerini
glikolizin moddile edilmesi araciligiyla arastirilmasi amag¢lanmigtir. Baslangigta 23 OSHK hastasi ile yas
ve cinsiyetge eslestirilmis 30 kontrol bireyin toplam kolesterol, LDL, HDL, trigliserid, LDH ve D
vitamini diizeyleri karsilastirilmigtir ve Pearson Analizini kullanarak bu parametrelerin birbirleri ile
korelasyonlar1 incelenmistir. Gen seti zenginlestirme analizi i¢in GEO veri setleri kullamlmistir. VDE ve
yiiksek kolesteroliin karsinogenez sirasindaki katkisini glikolizin olas1 modiilasyonu yoluyla aragtirmak
i¢in 4-nitrokinolin-1-oksit ile indtklenen in vivo oral karsinogenez modelleri kullanilmistir. Ardindan
sirastyla ELISA ve qRT-PCR kullanarak sigan agiz i¢i tumdor doku orneklerinde kolesterol, laktat ve
glikolizle ile iliskili gen ifade seviyeleri 6l¢iilmiistiir. VDE ve yiiksek kolesteroliin tek basina ve birlikte
4NQO ile indiiklenen in vivo kanser modellerinde daha biiyiik tiimérlerin olusumuna yol agtigini ve bu
timorlerin  olusumunun glikoliz inhibisyonu ile baskilandigi gosterilmigtir. Sonu¢ olarak, oral
karsinogenez sirasinda yiiksek kolesterol ve VDE'nin ortak katkisini ve bu siirecin temel olarak timor

hiicrelerinde enerji metabolizmasinin degisimiyle gergeklestigi bildirilmistir.

2022, 51 sayfa

Anahtar Kelimeler: Agiz igi Skuaméz Hiicre Karsinomu, Vitamin D Eksikligi, Kolesterol, LDL,
Glikoliz, ANQO



ABSTRACT
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INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF VITAMIN D DEFICIENT AND/OR
CHOLESTEROL-RICH DIETS ON INTRACELLULAR ENERGY
METABOLISM DURING THE NEOPLASTIC PROCESS IN 4NQO-INDUCED
ORAL CANCER RAT MODELS
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Department of Molecular Biology and Genetics

Supervisor: Assoc. Prof. Omer Faruk KARATAS

Diets and nutritional habits are critical during carcinogenic processes, where a diet poor in fruits
and vegetables and rich in meat and other foods of animal origin promote carcinogenesis. Considering the
vegetables and fruits as important sources for vitamins and dairy products as critical causes for high
cholesterol in patients, we aimed at investigating the possible involvement of Vitamin D deficiency (VDD)
and high cholesterol together in oral squamous cell carcinoma (OSCC) through modulating glycolysis. We
initially compared total cholesterol, LDL, HDL, triglycerides, LDH, and Vitamin D levels of 23 OSCC
patients and age and gender matched 30 control individuals and analyzed their correlation using Pearson’s
Analysis. Then, we used GEO datasets for gene set enrichment analysis. We used 4-nitroquinoline-1-oxide
induced in vivo oral carcinogenesis models to investigate the contribution of VDD and high cholesterol
during carcinogenesis via possible modulation of glycolysis. We, furthermore, measured the cholesterol
and gene expression levels in rat tongue tumor tissue samples using ELISA and qRT-PCR, respectively.
We found that VDD and high cholesterol co-exist in OSCC patients and deregulation of cholesterol and
Vitamin D levels results in enrichment of genes related to glycolysis. We, additionally, demonstrated that
VDD and high cholesterol on their own and together led to formation of larger tumors in 4NQO induced in
vivo cancer models, which is suppressed by glycolysis inhibition. In conclusion, we reported collaborative
contribution of high cholesterol and VDD during oral carcinogenesis, which is mainly carried out via

altering energy metabolism in tumor cells.

2022, 51 pages
Keywords: Oral squamous cell carcinoma, Vitamin D deficiency, Cholesterol, LDL, glycolysis, 4ANQO
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1. GIRIS

1. GIRIS

1.1. Agiz ici Skuamoz Hiicreli Karsinom Agresif Bir Kanser Tirudiir

Bas ve boyun kanserleri, farenks, girtlak, yemek borusu ve agiz i¢i kanserlerini
icerir ve tipik olarak agresiflikleri ve yiiksek 6lim riskleri ile karakterize edilmektedir
(Hashibe et al. 2007; Rothenberg and Ellisen 2012). Agiz i¢i kanserleri ise bas ve boyun
bolgesinde en sik goriilen kanser tiiriidiir ve agiz i¢ci mukozasinda herhangi bir yerde
olusabilme potansiyeli ile birlikte en ¢ok agiz tabani ve dilde goérulmektedir (Noguti et
al. 2012). Agiz igi kanserleri arasinda en sik goriilen ise agiz igi skuamoz hucreli
karsinomdur (OSHK) ve %50 nin altinda olan 5 yillik sag kalim orani ile ilerlemis meme
veya prostat kanseri hastalarindaki kadar diisiik bir sag kalim oranma sahiptir
(Warnakulasuriya 2009). Son 40 y1l igerisinde OSHK i¢in ¢ok sayida yeni tedavi stratejisi
gelistirilmis olmasina ragmen, OSHK insidans ve mortalitesi artmis, buna karsilik
hastalarin 5 yillik sag kalim oraninda ve yasam Kkalitesinde herhangi bir ilerleme
goriilememistir (Warnakulasuriya 2009). Hatta bu tedavilerin siklikla konusma kaybi,
cigneme ve yutma bozukluklari, kozmetik deformite ve psikolojik rahatsizliklarla
sonug¢landigi bilinmektedir (Kademani et al. 2008). Dolayistyla, OSHK 1 hastalarin 6lim
oranini etkili bir sekilde azaltmak ve yasam kalitelerini arttirabilmek i¢in, OSHK olusum
ve gelisiminin altinda yatan molekiiler mekanizmalarin daha iyi anlasilmasi ve bu
bilgilerin erken tani, tedavi ve Onleme i¢in yeni yaklasimlara doniistiiriilmesi bir

gerekliliktir.

1.2. OSHK i¢in En Onemli Risk Faktorii Sigara ve Alkol Kullanimidir

OSHK oldukga karmasik bir etiyolojiye sahiptir ve olusumunda genetik-gevresel
etkilesimlerin rol oynadigi bilinmektedir (Williams 2000; Ram et al. 2011). Tutlin ve
alkol kullanim, diyet yetersizlikleri, sifilis, insan papiloma virusu ve kronik kandidiyazis
de dahil olmak iizere oral kanserle iliskili ¢ok sayida risk faktorii mevcuttur (Ram et al.
2011). Bunlarin arasinda en biiyiik risk faktorleri olarak tiim vakalarm %90'indan
sorumlu olan sigara kullanim1 ve agir alkol tiiketimi gosterilmektedir (Stoner and Gupta
2001). Bunun yani sira taze meyve ve sebzelerin bulunmadigi bir diyetin de bu kanser

tirtine yakalanma riskini arttirdig1 ortaya konulmustur (Stoner and Gupta 2001). Ne var



1. GIRIS

ki diyet ve oral kanser riski arasindaki iliskiyi molekiiler diizeyde inceleyen ¢ok ¢alisma

bulunmamaktadir.

1.3. Vitamin D Eksiligi OSHK Riskini Arttirmaktadir Fakat Tek Basina

Karsinogenez i¢in Yeterli Degildir

Karsinogenez siireci, hiicresel DNA'ya verilen hasar ile baglamaktadir. Serbest
oksijen radikalleri ve nitrozamin benzeri kimyasallar1 da igeren ¢esitli maruziyetler
DNA'ya zarar vererek Ozellikle hiicre boliinmesi, DNA onarimi ve apoptoz ile iliskili
genlerdeki mutasyonlarin  birikmesi sonucunda karsinogeneze yol agabilecek
degisikliklere neden olmaktadir (Chainani-Wu et al. 2011).

Yiyeceklerdeki belirli bilesiklerin ise kansere karsi koruyucu olabildikleri
bilinmektedir (Chainani-Wu et al. 2011). Ornegin, antioksidan 6zelliklere sahip olan C
ve E vitaminlerinin serbest oksijen radikallerine maruziyeti azaltarak DNA hasarini
onleyebildikleri, 6zellikle turuncgiller benzeri bitkilerde bolca bulunan terpenlerin ise,
hiicre dongusunin ilerlemesini etkileyebildikleri ve apoptozu indukleyebildikleri ortaya
konulmustur (Greenwald et al. 2001).

Gilintimiize dek yapilan bir¢ok epidemiyolojik ve klinik dncesi ¢alismalarda D
vitamini eksikliginin ¢esitli hastaliklarmn ilerlemesinde ve kansere yakalanma ve kanser
iliskili 6liimlerdeki rolu dikkat cekmektedir (Fathi et al. 2019). Dolagimdaki D vitamin
seviyesinin yliksek olmasinin, ¢esitli kanser tiirlerinin (mesane, meme, kolorektal, mide,
yumurtalik, bobrek, hematolojik, akciger, prostat, bas ve boyun, pankreas karacigeri ve
ayrica cilt) ilerleme risklerinin azalmasi ile yakindan iliskili oldugu ortaya konulmus, D
vitamininin kanser hiicrelerinin ¢ogalmasini engelleyebilecegi gosterilmistir (Deuster et
al. 2017; Fathi et al. 2019). Ayrica, D vitamininin fizyolojik olarak aktif formu olan
kalsitrioliin 6zellikle agiz i¢i kanserlerindeki anti-neoplastik aktivitesinin varlig1 yapilan
in vitro ve in vivo ¢alismalarda gosterilmistir (Meier et al. 2007; Osafi et al. 2014). OSHK
hastalarinda ise ciddi diizeyde D vitamini eksikligi oldugu ortaya konulmustur (Grimm

et al. 2015).
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Diger taraftan, D vitamini eksikligi olan farelerde dil epitelinin proliferasyon
kapasitelerinin arttig1 gosterilmis, ancak herhangi bir morfolojik veya histolojik
anormallige sebep olmadigi ortaya konulmustur. Bu durum D vitamini eksikliginin tek
basina, oral epitelyal homeostasisinin degistirilmesi ve karsinogenez olusumu igin yeterli

olmadig1 sonucuna varilmasina yol agmustir (Yuan et al. 2014).

1.4. D Vitamini Eksikligi Kolesterol Sentez Yolag1 Uzerinden Hiicrenin Glikolizi
Tercih Etmesine Yol Acabilir

1.4.1. Karsinogenez igin enerji metabolizmasinin yeniden diizenlenmesi bir

gerekliliktir

Neoplastik yapilarin 6ziinii temsil eden kronik ve ¢ogu zaman kontrolsiiz hiicre
cogalmasi, sadece hiicre proliferasyonunun kontroliiniin kaybedilmesi ile alakali degil,
ayn1 zamanda hiicre biiylimesi ve bdliinmesi i¢in gerekli olan enerji metabolizmasinin
diizenlenmesi ile de iliskilidir. Aerobik kosullar altinda, normal hiicreler ilk Once
sitozolde glikoliz ile hiicresel glikozu piruvata doniistiirlp ardindan da mitokondride
CO2’e kadar isler. Anaerobik kosullar altinda ise, glikoliz tercih edilir ve piruvatin kiigiik
bir kism1 mitokondriye gonderilmektedir. Kanser hiicreleri ise, oksijen varliginda bile,
glikoz metabolizmasin1 ve dolayisiyla enerji liretimini yeniden programlayarak, enerji
metabolizmalarin1 biiyiik 6lciide glikoliz ile smirlandirilirlar. Ilk olarak Otto Warburg
tarafindan gozlemlenen bu durum 'aerobik glikoliz olarak adlandiriimaktadir (Hanahan

and Weinberg 2011).

Kanser hiicrelerindeki glikoliz tercihi, mitokondriyal oksidatif fosforilasyona
gore glikolizle ATP iiretmenin nispeten zayif verimi goz oniine alindiginda, oldukga
anlagilmazdir. Uzun zaman once unutulan (Potter 1958) ve yakin zamanda yeniden
canlandirilan hipotezlere gore (Vander Heiden et al. 2009) artan glikoliz, glikolitik ara
basamaklar sonucunda Uretilen ve nlkleozitler ile amino asitlerin sentezinde kullanilan
onciil maddelerin tiretilmesi i¢in gerekli ¢esitli biyosentetik yolaklarin aktivasyonunu
saglar; ki bu da yeni hiicrelerin olusturulmasi igin gerekli olan makromolekiillerin ve
organellerin biyosentezini kolaylastirmaktadir. Dahast Warburg benzeri metabolizma,

hizla boliinen embriyonik dokularda da goriilmektedir bu durumda glikolizin bir kez daha
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aktif hiicre ¢ogalmasi icin gerekli olan biiylik oOlcekli biyosentetik programlarin

desteklenmesinde rol oynadigini gostermektedir (Hanahan and Weinberg 2011).

Bu bilgiler goz oniline alindiginda karsinogenez siirecinde karsinojenlere
maruziyetin yani sira hiicre i¢i enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasina yol

acacak degisikliklerin olmasinin gerekliligi de goriilmektedir.

1.4.2. D vitamini eksikligi hiicre ici kolesterol sentezinin artmasina yol agabilir

Ozellikle sigara igen bireylerde gériilen D vitamini eksikligi (Jiang et al. 2016;
Ren et al. 2016), sigara iliskili kanserler i¢in artmis bir risk faktorii olarak
degerlendirilmektedir (Wu et al. 2016). D vitamini eksikligi, son donemde yapilan bir
calismada Kuzey Cinli bireylerde artmis total serum kolesterolii ve diisiik yogunluklu
lipoprotein (LDL) kolesterol seviyeleri ile iliskili olarak gosterilmistir. Bu ¢alismada, D
vitamini eksikligi kaynakli kolesterol konsantrasyonunun artmasinin, kolesteroliin
yikiminin azalmasindan ziyade de kolesterol biyosentezinin artmasindan kaynakli oldugu

ortaya konulmustur (Li et al. 2016).

Insulin-induced gene-1 (Insig-1) ve homologu Insig-2, Kkolesterol ve yag
asitlerinin sentezini aktive eden zara bagli transkripsiyon faktorleri olan sterol
diizenleyici element baglayici proteinlerin  (SREBP-1, SREBP-2) proteolitik
aktivasyonunu bloke eden endoplazmik retikuluma yerlesik 2 Onemli proteini
kodlamaktadir. Pre-adiposit hiicrelerinde yapilan bir c¢alismada, 1,25-(OH)2D3’iin
Retinoid X reseptorii (RXR) ve Vitamin D reseptdriintin (VDR) heterodimerine baglanip
Insig-2 geninin promoter bodlgesinde 1,25-(OH)2D3 cevap elemani iizerinden Insig-2
ifadesini arttirdig1 ortaya konulmustur (Sekil 1.1) (Lee et al. 2005).
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Sekil 1.1. 1,25-(OH)2D3 Insig-2 ifadesini transkripsiyonel olarak artirmaktadir

Ayrica, D vitamini eksikligi durumunda, VDR transkripsiyonel aktivitesinin ve
Insig-2 ifadesinin azaldigi, buna bagli olarak SREBP-2 ifadesi ve aktivitesinin arttigi
bulunmustur (Li et al. 2016). Bir transkripsiyon faktdrii olan SREBP-2, kolesterol
sentezinde [6rn. HMG-CoA (3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA) rediktaz ve DHCR7] ve
kolesterol aliminda [LDL-R (LDL reseptori)] yer alan bircok genin ifadesini duizenler
(Goldstein et al. 2006). Dolayisiyla, D vitamini eksikligi durumunda stirekli aktif olan
SREBP-2 hiicre i¢i kolesterol seviyesinin ylkselmesine hem kolesterol sentezinin artmasi
hem de dolasimdaki kolesteroliin hiicre i¢ine alinmasini indiiklemesi araciligiyla sebep

olmaktadir (Sekil 1.2.).

Vitamin D <

L-’ Insig-2 *

HMG-CoAR
SREBP-24 ——» DHCR7 4 __, Kolesterol 4
LDLR

Sekil 1.2. Vitamin D eksikligi hiicre ici kolesterol seviyesini yiikseltir

Literatliirde agiz ici kanserlerinde vitamin D eksikligine bagli olarak hiicre igi

kolesterol seviyesi degisimine yonelik in vitro ve in vivo bilgi bulunmamaktadir.
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1.4.3. Artan htcre ici kolesterol seviyesi LXR aracihi@iyla asetil CoA Uretimini

azaltir ve glikolizi artirir

Hiicre ici kolesterol seviyesinin artmast SREBP-2 araciligiyla negatif geri doniit
mekanizmasini aktiflestirmektedir. Bu dogrultuda, SREBP-2 aracilifiyla olusturulan
oksiterol ligandlar1 LXR niikleer reseptoriine baglanarak LXR’nin RXR ile heterodimer
yapilar olusturmasina, bdylelikle LXR hedef genlerinin ifadelerinin artmasina yol agtig1
bulunmustur. Hiicre i¢i kolesterolii hiicre disina pompalayan ABCA1 bu hedef genlerden
birisidir. Artan hicre igi kolesterol seviyesine paralel olarak hiicrede ABCA1 ifadesi de
artmaktadir (Wong et al. 2006).

Bunun yani sira hiicre i¢i kolesteroliin azaltilmasinda kolesterol sentezi yolaginda
substrat olarak kullanilan asetil CoA’nin olusumunun engellenmesi de Onemli bir
alternatiftir. En Onemli hiicre i¢i asetil CoA kaynagi glikoliz sonucunda Uretilen
piruvattan piruvat dehidrogenaz kompleksi (PDC) araciligiyla mitokondride {iretilen
asetil CoA’dir (Pietrocola et al. 2015). PDC tarafindan olusturulan mitokondri kaynakli
asetil-CoA eksikliginin hepatik de novo lipojenik yolaktaki genlerin ifadesini azalttig1
gosterilmistir (Mahmood et al. 2016).

PDC hem transkripsiyonel hem de post-transkripsiyonel olarak kontrol edilen bir
protein kompleksidir (Stacpoole 2017). Kompleksin enzimatik aktivitesindeki
degisikliklere, esas olarak, yapisindaki enzimlerden birisi olan piruvat dehidrogenazin ii¢
serin bolgesinden herhangi birinin fosforilasyonu aracilik etmektedir. Piruvat
dehidrogenazin fosforilasyonu tiim kompleksi inaktif hale getirir. PDC'nin
fosforilasyonu, insanlarda %70 homoloji gosteren dort piruvat dehidrojenaz kinaz

izoformu (PDK1-4) tarafindan katalize edilmektedir (Stacpoole 2017).

SREBP-2 aracili LXR aktivasyonunun, PDK4'lin ifadesini arttirdigi onceki
caligmalarda gosterilmistir (Sugden and Holness, 2006). PDK4’tin, hem in vitro
farklilagsmis insan primer adipositlerinde hem de farklilastirilmis miirin 3T3-L1
hiicrelerinde LXR agonisti GW3965 tarafindan yukar1 yonli regiile edildigi de
bildirilmistir. Ayrica, ayn1 ¢alismada LXR'nin aktivasyonunun, PDC’nin PDK4'e baglh
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fosforilasyonuna neden oldugu, boylece PDC aktivitesini azalttigir bulunmustur (Stenson

et al. 2009).

Piruvat dehidrogenaz tarafindan olusturulan asetil CoA mitokondride oksidatif
fosforilasyonda kullanilmaktadir. Bu bilgiler géz oniine alindiginda, SREBP-2/LXR
araciligryla PDK1-4 ifadesinin artmasi, PDK1-4’e baglh olarak PDC fosforilasyonu ile
PDC aktivitesinin azalmasi, asetil CoA iiretiminin azalmasina dolayisiyla mitokondriyal
solunumun azalmasina yol a¢tig1 sylenebilir. Bu durumda hiicre igi glikolizin oksidatif
fosforilasyona tercih edildigi ‘glikolitik kayma’ olmaktadir ve hiicrede enerji iiretimi

baskin bir sekilde glikoliz ile ger¢eklesmektedir (Sekil 1.3) (Stacpoole 2017).

Vitamin D <
Lb Insig-2 *

l HMG-CoAR
SREBP-2 4 ——» DGCR7 4 __, Kolesterol 4

LDLR

NN

Negatif LX i
negatl . LR — pPokief —» PDC Y

GLIKOLIZ4 «— Asetil CoA ¥

Sekil 1.3. Hiicre i¢i kolesterol seviyesinin artmasi hiicreyi glikolize yonlendirir

1.5. 4-Nitrokinolin 1-Oksit ile Indiiklenmis Miirin Kanser Modelleri Agiz ici

Kanserlerin Cahsilmas icin idealdir

Karsinogenez siireglerinin molekiiler olarak daha iyi anlagilmasi igin in vivo
modeller yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu dogrultuda, suda ¢dziinebilen sentetik bir
karsinojen olan 4nitrokinolin 1-oksit (4-NQO) ile indiiklenmis miirin kanser modelleri,
Ozellikle oral Kkarsinogenezin molekiiler diizeyde incelenmesi, erken tani
biyobelirteglerinin tespit edilmesi ve yeni tedavi yaklagimlarinin uygulanmasi amaciyla

siklikla kullanilmaktadir (Tang et al. 2004; Tang et al. 2009; EI-Rouby 2011). Farelerin
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icme suyuna katilan 4NQO, agi1z boslugu ve 6zofagusta karsinomu indiiklerken sindirim
kanalinin geri kalaninda, akciger veya karacigerde karsinom olusumuna neden olmaz. Bu
yoniiyle, 4NQO kaynakli bu karsinogenez modeli insan ag1z i¢i karsinogenezinin bir¢ok
yonunu simile eder (Tang et al. 2004). Ayrica, 4NQO ile indiiklenen karsinogenezde,
insan agiz i¢i karsinogenez siirecinde goriilen histolojik, molekiiler ve kromozomal
degisikliklere benzer degisiklikler goriilmektedir. Bu nedenlerle, 4NQO aracilt
karsinogenez, agiz i¢i kanserlerde bulunan molekiiler degisiklikleri arastirmak icin ideal

bir modeldir (Kanojia and Vaidya 2006).

4NQO, maruz kalan hiicrelerde DNA’ya baglanarak adenozin-guanozin
doniistimlerine ve oksidatif stres araciligrtyla DNA zincir kiriklarina sebep olarak
karsinogenez slrecini baslatir. Tiim bu degisikliklerin tiitiin karsinojenleri tarafindan
tetiklenen genetik degisikliklere benzer olmasi nedeniyle, 4NQO, tiitin maruziyetini
model organizmalarda taklit etmek i¢in kullanilan bir karsinojendir (Vitale-Cross et al.

2009).

Bu calisma kapsaminda oncelikle 4NQO ile indiiklenmis miirin agiz i¢i kanser
modellerinde D vitamini eksikliginin ve yiiksek kolesteroliin ayr1 ayr1 ve birlikte
neoplastik olusum {izerindeki ve glikolizin inhibisyonunun bu siireglere etkileri
incelenmistir. Sonrasinda incelenen gruplarda olusan neoplastik yapilardaki kolesterol

miktar1 ve glikoliz seviyesi kolorimetrik testlerle degerlendirilmistir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Warnakulasuriya ve arkadaslar1 2009 yilinda agiz i¢i skuamdz hiicreli karsinomun
goriilme sikligmin yiiksek oldugunu ve diigiik bir sag kalim oranina sahip oldugunu

gostermistir.

Fathi ve arkadaslar1 2019 yilinda epidemiyolojik ve klinik 6ncesi ¢alismalarda D
vitamini eksikliginin gesitli hastaliklarin ilerlemesinde, kansere yakalanma ve kanser

iliskili 6liimlerde rol aldigini ortaya koymuslardir.

Osafi ve arkadaslar1 2014 yilinda D vitamininin fizyolojik olarak aktif formu olan
kalsitrioliin agiz i¢i kanserlerinde anti-neoplastik aktivitesinin varligini in vivo ve in vitro

deneylerde tespit etmislerdir.

Yuan ve arkadaglar1 2014 yilinda D vitamini eksikligi olan farelerin dil epitel
hiicrelerinde herhangi bir morfolojik veya histolojik anormallige sebep olmadan dil
epitelinin proliferasyon kapasitelerini artirdigini, dolayisiyla D vitamini eksikliginin tek
basina oral epitelyal homeostasisinin degistirilmesinde ve karsinogenez olusumunda

yeterli olmadigini ortaya koymuslardir.

Weinberg ve arkadaslar1 2011 yilinda kanser hiicrelerinin oksijen varliginda,
glikoz metabolizmasii ve dolayisiyla enerji {iretimini yeniden programlayarak, enerji
metabolizmalarmin biiyiik 6l¢iide glikoliz ile sinirlandirildigini gostermislerdir. Ayrica
glikolizin aktif hiicre ¢ogalmasi i¢in gerekli olan biiyiik 6l¢ekli biyosentetik programlarin

desteklenmesinde rol oynadigini ortaya koymuslardir.

Li ve arkadaglar1 2016 yilinda D vitamini eksikligini Kuzey Cinli bireylerde
artmis total serum kolesterolii ve diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) kolesterol
seviyeleri ile iliskilendirerek, D vitamini eksikligi kaynakli kolesterol konsantrasyonunun
artmasimin, kolesteroliin yikiminin azalmasindan ziyade kolesterol biyosentezinin

artmasindan kaynakli oldugu gostermislerdir.
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Wong ve arkadaslar1 2006 yilinda hiicre igi kolesterol seviyesinin artmasinin
SREBP-2 araciligiyla negatif geri doniit mekanizmasini aktiflestigini gostererek,
SREBP-2 araciligiyla olusturulan oksiterol ligandlarinin da LXR nikleer reseptoriine
baglanarak LXR nin RXR ile heterodimer yapilar olusturdugunu buna bagl olarak LXR

hedef genlerinin ifadelerinin artmasina sebep oldugunu ortaya koymuslardir.

Goldstein ve arkadaslar1 2006 yilinda bir transkripsiyon faktorii olan SREBP-
2’nin, kolesterol sentezinde [6rn. HMG-CoA (3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA) rediiktaz
ve DHCR7] ve kolesterol aliminda [LDL-R (LDL reseptort)] yer alan birgok genin
ifadesini diizenledigini Hiicre i¢i kolesteroliin azaltilmasinda kolesterol sentez yolaginda
substrat olarak kullanilan asetil CoA’nin olusumunun engellenmesinin 6nemli bir
alternatif oldugu gostermislerdir. Ayrica piruvattan, piruvat dehidrogenaz kompleksi
(PDC) araciligryla mitokondride {iretilen asetil CoA nin eksikliginin glikoliz sonucunda

hepatik de novo lipojenik yolaktaki genlerin ifadesini azalttigin1 géstermislerdir.

Kanojia ve arkadaslar1 2006 yilinda 4NQQO ile indlklenen karsinogenezde, insan
agiz i¢i karsinogenez siirecinde goriilen histolojik, molekiiler ve kromozomal
degisikliklere benzer degisiklikler oldugunu dolayisiyla 4NQO aracili karsinogenezin,
agiz i¢i kanserlerde bulunan molekiiler degisiklikleri aragtirmak i¢in ideal bir model

oldugunu ortaya koymuslardir.

10



3. MATERYAL ve YONTEM

3. MATERYAL ve YONTEM

Bu tez calismasinm in vivo deneyleri, Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel

Uygulama ve Arastirma Merkezinde (ATADEM) gergeklestirilmistir.

In vitro deneylerinin tamami, Erzurum Teknik Universitesi Yiiksek Teknoloji

Uygulama ve Arastirma Merkezinde (YUTAM) gerceklestirilmistir.

3.1. Materyal

Yapilan deneylerde kullanilan cihazlar Cizelge 3.1°de kullanilan kitler, kimyasal

maddeler ve sarf malzemeler Cizelge 3.2’de gdsterilmistir.

Deney hayvanlarina verilen normal diyet formiilasyonu Tablo 3.1°de, Vitamin D
eksik diyet formiilasyonu Tablo 3.2’de, yiiksek kolesterollii yem formiilasyonu Tablo
3.3’te, yliksek kolesterollii ve Vitamin D eksik yem formiilasyonu ise Tablo 3.4’te

gosterilmistir.

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan cihazlarin listesi

Materyal Marka Kullanim Amaci

20°C’de saklanmasi gereken
. kimyasallarin ve siganlara
Derin Dondurucu (-20°C) Templow

verilecek yemlerin depolanmasi

icin kullanilmisgtir.

+4°C’de saklanmasi gereken
Buzdolabi (4°C) Edesa s

kimyasallar i¢in kullanilmistir.

Sicanlardan elde edilen
. ) dokularinin, RNA ve cDNA
Derin Dondurucu (-80°C) ESCO Lexicon

orneklerinin stoklanmasi igin

kullanilmistir.

RNA drneklerinin
Epoch Spektrofotometre BioTek EPOCH konsantrasyon dlgiimiinde

kullanilmagtar.

11
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Cizelge 3.1. (Devam)

Termal dongii cihazi
(PZR)

TissueLyser LT

Multiskan GO UV/Vis

Spectrophotometer

Laminar air-flow (Class Il

Safety Cabinet)

Inkiibator

Mikropipet

Cok Kanalli pipet

Sogutmali Santrifij

Vorteks

Otoklav

Saf Su Cihaz1

SensQuest Labcycler

Qiagen

Thermo Fisher Scientific

ESCO NordicSafe™

ESCO Celculture CO»

Incubator

Axypet

Axypet

Hettich Zentrifugen

Wisd Wisemix VM-10

Tomy SX-500E

Millipore Direct- Q-3 UV

cDNA orneklerinin

cogaltilmasi i¢in kullanilmistir.

Sican dokularinin

pargalanmasinda kullanilmistir.

RNA konsantrasyonlarinin

6l¢iimii igin kullanilmustir.

Tum steril ortam

¢alismalarinda kullanilmustir.

Tiim inkiibasyon iglemlerinde

kullanilmigtir.

Tim deneylerde kullanilacak
s1vi malzemelerin miktarlarini
hacimsel olarak dogru sekilde
elde etmek amaciyla
kullanilmustir.

ELISA deneylerinde
kullanilacak sivi malzemelerin
miktarlarin1 hacimsel olarak
dogru sekilde elde etmek

amactyla kullanilmistir.

RNA izolasyonu agsamalarinda
ve plazma ayristirmada

kullanilmustir.

Kati-s1v1 karigimlarmin
homojen olarak dagilmasi i¢in

kullanilmustir. (4NQO vb.)

Steril olarak kullanilmasi
gereken materyallerin
sterilizasyonunu saglamak

amaciyla kullanilmustir.

Steril olmasi gereken
soliisyonlarin hazirlanmasinda

kullanilmistir.
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Cizelge 3.1. (Devam)

4ANQO ve 2DG gibi
ki 11 h bir sekild
Analitik Terazi (0,0001) Shimadzu ATX 224 fyasatiatin Aassas bif sedice

tartimini saglamak i¢in

kullanilmistir.

Sicanlarin ve yemlerin dogru

Dijital Hassas Terazi (0,1

130 k Necklife bir sekilde tartilmasi igin
9 9) kullanilmustir.
Sicanlardan elde edilen
plazmalarin biyokimyasal
Au5800 Beckman Coulter

degerlerini 6lgmek amaci ile

kullanilmistir.

Cizelge 3.2 Calismada kullanilan kimyasallar, kitler ve sarf malzemelerin listesi

Materyal Temin Edilen Firma Kullanim Amaci
ELISA deneylerinde plate

Phosphate Buffered EcoTech Biotechnology
Saline (PBS) 1x

kuyularinin yikanmasinda
kullanilmastir.
. e . y . 4NQO kimyasalini ¢6zmek i¢in
Dimetil stlfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich®

kullanilmustir.

Siganlarda agiz kanseri

4ANQO (4-Nitrokinolin N-

. J&K Scientific modelinin olusturulmasi amaci
oksit) .
ile kullamlmasgtar.
] . Glikolizi baskilamak amaci ile
2DG (2-Deoksi D-glukoz) Acros Organics
kullanilmustir.
] Dokudan RNA izole etmek
TRIzol Gibco®
amaci ile kullanilmustir.
. ] ] RNA izolasyonun asamalarinda
Izopropanol Sigma-Aldrich®
kullanilmistir.
RNA izolasyonu agsamasinda faz
Kloroform Sigma-Aldrich® olusturmak amact ile
kullanilmistir.
. Sicanlara anestezi uygulamak
Sevoflurane AbbVie _ T
amacit ile verilmistir.
} .. ] 2-deoksi D-glikozu ¢6zmek
Serum Fizyolojik Bioflex
amaci ile kullanilmustir.
. . ) . Siganlarin barindirilmasi amaci
Polikarbonat si¢an kafesi Orchid Scientific

ile kullamlmgtr.
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Cizelge 3.2. (Devam)

Polikarbonat su siseleri

Cerrahi set

Enjektor

0.22 pm Steril Filtre

Plazma Tupleri

Lactate Assay Kit,
Colorimetric
High-Capacity cDNA
Reverse Transcription
Kit

Primerler

5x HOT FIREPoI®
EvaGreen®qPCR Supermix

Total Cholesterol Assay
Kit

Kontrol Sigan Yemi

D Vitamini Eksik Sigan
Yemi

Yag Icerigince Zengin

Sigan Yemi

Orchid Scientific

Kruuse

BeyanLab

IsoLab

BD Vacutainer

Sigma-Aldrich®

Applied Biosystems

Oligomer

Solis Biodye

SunRed Biological
Technology

Arden Arastirma

Arden Arastirma

Arden Arastirma

Sicanlarin su ihtiyaglarini
gidermek amaci ile
kullanilmustir.
Sicanlara nekropsi yapilmasi
amaci ile kullanilmstir.
Deri altina 2DG enjeksiyonu
icin kullanilmigtir.
Sicanlara enjekte edilecek
2DG’un sterile etmek amaci ile
kullanilmaistir.
Kandan plazmay1 ayrigtirmak

amacit ile kullanilmstir.

Dokudaki laktat seviyesinin

Ol¢limil amaci ile kullanilmgtir.

RNA’dan cDNA elde etmek

amact kullanilmisgtir.

Orneklerdeki farkl1 genlerin
ifade seviyesindeki degisimleri
gostermek amaci ile

kullanilmustir.

Gergek zamanli PZR yapmak

amacit ile kullanilmstir.

Dokulardaki kolesterol
seviyesini 6l¢gmek amaci ile
kullanilmustir.

Kontrol sigan grubunun
beslenmesi icin kullanilmistir.
D Vitamini eksik sigan
grubunun beslenmesi amaci ile
kullanilmistir.

Yag igerigince zengin sigan
grubunu beslenmesi amaci ile

kullanilmistir.
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Cizelge 3.2 (Devam)

D Vitamini Eksik ve Yag D Vitamini eksik ve yag
.. . icerigince zengin sigan
Icerigince Zengin Sigan Arden Aragtirma

grubunun beslenmesi amaci ile
Yemi kullanilmastir.
3.2.YOontem

3.2.1. In Vivo Deneyler

Tez galismasinda kullanilacak sicanlar Atatiirk Universitesi Deneysel Arastirma
Merkezinden (ATADEM) temin edilmis ve tiim hayvan deneyleri caligmalari bu

merkezde gergeklestirilmistir.

Calismanin tiim uygulamalar1 Atatiirk Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu (AUHADYEK) tarafindan verilen 10.05.2018 tarihli ve 77040475-
000E.1800140631-1851 sayil1 yazist ve 121 numarali karar ile onaylanmistir.

3.2.1.1. Sicanlarin temini ve barindirilmasi

Atatiirk Universitesi Tibbi Deneysel Uygulama ve Arastirma Merkezi'nden 100-
150 gr agirliginda toplam 48 adet 4 haftalik erkek Sprague-Dawley sican alindi. Deneysel
islemler sirasinda siganlar patojen icermeyen kosullarda 23°C + 1°C sicaklikta %50-60
bagil nemde 12 saat aydinlik/12 saat karanlik foto periyot dongiisiinde (8:00-20:00)
tutuldu. Her kafeste 6 sigan olacak sekilde rastgele 8 gruba (grup basina n=5 veya 6 sigan)
ayrildilar. Caligma kapsaminda olusturulacak her grupta ka¢ denek olmasi gerektigi,
http://www.lasec.cuhk.edu.hk/sample-size-calculation.html adresindeki guc¢ analizi
robotu kullanilarak yapilmistir. Gruplar arasindaki farkin 1,5 kat, anlamlilik sinirinin 0,01
olarak belirlendiginde %80 giic diizeyine gore ve standart sapma degerinin gruplarda
%20’den diisiik olacag1r disiintildiigiinde her gruba yaklasik 6 sican diistiigii

hesaplanmigtir.
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Aylik hazirlanan diyetler lipit oksidasyonunu 6nlemek i¢in kullanilincaya kadar
derin dondurucuda saklanmistir. Deney siiresince sigan agirligi dikkate alinarak yem ve
icme suyu gunlik olarak degistirilmistir. Sicanlarin viicut agirliklar1 haftada iki kez
Ol¢lilmiistiir. Tim hayvanlar, genel anestezik sevoflurane altinda kardiyak ponksiyon

yoluyla kan 6rnekleri alindiktan sonra kurban edilmistir.

3.2.1.2. Deney gruplari ve beslenmeleri

Caligsma stiresi boyunca kullanilan deney hayvanlarinin diyet, 4ANQO ve glikoliz
inhibitdri 2-DG’nin hangi gruplara uygulandigi Tablo 3.1.’de gosterilmistir.

Cizelge 3.3. Calisma kapsaminda kullanilan deney gruplart ve bu gruplar i¢in diyet
uygulamalari.

Vitamin D Yag icerigince Glikoliz Inhibitdrii
Grup Sican Sayis1t  4NQO - -
eksik diyet zengin diyet (2-deoxy-D-glucose)

1 6 - - -
2 6 + - - -
3 6 + + - -
4 6 + + - +
5 6 + - + -
6 6 + - + +
7 6 + + +

8 6 + + + +

1. Grup: Bu gruptaki 6 adet deney hayvanina igme suyu olarak musluk suyu
verilmistir. Diyetleri ise Tablo 3.4.’de gosterilen (0,79% kalsiyum, 2.000 1U/kg
kolekalsiferol (Vitamin D3), %5,8 kkal/gr yag ve %44,3 kkal/gr karbonhidrat) igerige
sahip, kontrol grubu diyetidir. Sicanlarin diyetlere ve igme suyuna erisimi agirliklarinin

%15’1 olacak sekilde saglanmigtir.

2. Grup: Bu gruptaki 6 adet deney hayvanina igme suyuna postnatal 10. haftadan
itibaren 30 ppm dozda 4NQO kimyasali eklenmistir. Diyetleri ise Tablo 3.4.’de gosterilen
(0,79% kalsiyum, 2.000 IU/kg kolekalsiferol (Vitamin D3), %5,8 kkal/gr yag ve %44,3
kkal/gr karbonhidrat) icerige sahip, kontrol grubu diyetidir. Sicanlarin diyetlere ve igme

suyuna erigimi agirliklarinin %15°1 olacak sekilde saglanmistir.
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Cizelge 3.4. Normal diyet formulasyonu

Yem Icerigi Gr (%) Kcal (%)
Kazein 200 1.400
L-Sistin 3 21
Misir nisastasi 550 3.850
Maltodekstrin 150 1.050
Sakaroz 0 0
Seliloz, BW200 50 350
Misir Yagi 25 175
Palmiye Yag1 20 140
Mineral Karigimi1 S10026 10 70
DiKalsiyum fosfat 13 91
Kalsiyum karbonat 5,5 38,5
Potasyum sitrat, 1H20 16,5 115,5
Vitamin Karigimi1 V10001 10 70
Kolin Bitartrat 2 14

3. Grup: Bu gruptaki 6 adet deney hayvanina igme suyuna postnatal 10. haftadan
itibaren 30 ppm dozda 4NQO kimyasali eklenmistir. Diyetleri ise Tablo 3.5.”de gdsterilen
(0,79% kalsiyum, %5,8 kkal/gr yag ve %44,3 kkal/gr karbonhidrat) igerige sahip, vitamin

D eksik yem diyetidir. Siganlarin diyetlere ve igme suyuna erigimi agirliklarinin %15°1

olacak sekilde saglanmistir.

4. Grup: Bu gruptaki 6 adet deney hayvanina igme suyuna postnatal 10. haftadan
itibaren 30 ppm dozda 4NQO kimyasali eklenmistir. Diyetleri ise Tablo 3.5.’de gosterilen
(0,79% kalsiyum, %5,8 kkal/gr yag ve %44,3 kkal/gr karbonhidrat) i¢erige sahip, vitamin

D eksik yem diyetidir. Siganlarin diyetlere ve igme suyuna erisimi agirliklarinin %15°1
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olacak sekilde saglanmistir. Postnatal 22. haftadan itibaren ise haftada 2 kere olacak

sekilde glikoliz inhibitorii olan 2DG intraperitonal olarak verilmistir.

Cizelge 3.5. Vitamin D eksik diyet formulasyonu

Yem Icerigi Gr (%) Kcal (%0)
Kazein 200 1.400
L-Sistin 3 21
Misir nisastasi 550 3.850
Maltodekstrin 150 1.050
Sakaroz 0 0
Seliloz, BW200 50 350
Misir Yagi 25 175
Palmiye Yagi 20 140
Mineral Karisimi1 S10026 10 70
DiKalsiyum fosfat 13 91
Kalsiyum karbonat 55 38,5
Potasyum sitrat, 1H20 16,5 115,5
Vitamin Karisim1 V10001 10 70
Kolin Bitartrat 2 14

5. Grup: Bu gruptaki 6 adet deney hayvanina igme suyuna postnatal 10. haftadan
itibaren 30 ppm dozda 4NQO kimyasali eklenmistir. Diyetleri ise Tablo 3.6.’de gosterilen
(0,79% kalsiyum, 2.000 1U/kg kolekalsiferol (Vitamin D3), %60 kkal/gr yag ve %20
kkal/gr karbonhidrat) icerige sahip, yiiksek kolesterolli yem diyetidir. Sicanlarin

diyetlere ve i¢me suyuna erisimi agirliklarinin %15°1 olacak sekilde saglanmistir.

6. Grup: Bu gruptaki 6 adet deney hayvanina igme suyuna postnatal 10. haftadan
itibaren 30 ppm dozda 4NQO kimyasali eklenmistir. Diyetleri ise Tablo 3.6.’de gosterilen
(0,79% kalsiyum, 2.000 IU/kg kolekalsiferol (Vitamin D3), %60 kkal/gr yag ve %20
kkal/gr karbonhidrat) igerige sahip, yiiksek kolesterollii yem diyetidir. Siganlarin
diyetlere ve igme suyuna erisimi agirliklarinin %15°1 olacak sekilde saglanmugtir.
Postnatal 22. haftadan itibaren ise haftada 2 kere olacak sekilde glikoliz inhibitoru olan

2DG intraperitoneal olarak verilmistir.
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Cizelge 3.6. Yuksek kolesterollt diyet formulasyonu

Yem Icerigi Gr (%) Kcal (%)
Kazein 200 1.400
L-Sistin 3 21
Misir nisastasi 550 3.850
Maltodekstrin 150 1.050
Sakaroz 0 0
Seliiloz, BW200 50 350
Misir Yagi 25 175
Palmiye Yag1 20 140
Mineral Karisimi S10026 10 70
DiKalsiyum fosfat 13 91
Kalsiyum karbonat 55 38,5
Potasyum sitrat, 1H20 16,5 115,5
Vitamin Karisim1 V10001 10 70
Kolin Bitartrat 2 14
Kolesterol 17,42 121,94

7. Grup: Bu gruptaki 6 adet deney hayvanina igme suyuna postnatal 10. haftadan
itibaren 30 ppm dozda 4NQO kimyasali eklenmistir. Diyetleri ise Tablo 3.7.’de gosterilen
(0,79% kalsiyum, 2.000 IU/kg kolekalsiferol (Vitamin D3), %60 kkal/gr yag ve %20
kkal/gr karbonhidrat) icerige sahip, yiiksek kolesterollii ve vitamin D eksik yem diyetidir.
Sicanlarin diyetlere ve icme suyuna erisimi agirliklarmin %15’ olacak sekilde

saglanmustir.

8. Grup: Bu gruptaki 6 adet deney hayvanina igme suyuna postnatal 10. haftadan
itibaren 30 ppm dozda 4NQO kimyasali eklenmistir. Diyetleri ise Tablo 3.7.’de gosterilen
(0,79% kalsiyum %60 kkal/gr yag ve %20 kkal/gr karbonhidrat) igerige sahip, yiiksek
kolesterollii ve vitamin D eksik yem diyetidir. Sicanlarin diyetlere ve igme suyuna erisimi
agirliklarmin %15°1 olacak sekilde saglanmustir. Postnatal 22. haftadan itibaren ise
haftada 2 kere olacak sekilde glikoliz inhibitéri olan 2DG intraperitoneal olarak

verilmistir.
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Cizelge 3.7. Yuksek kolesterolll vitamin D eksik diyet formilasyonu

Yem Icerigi Gr (%) Kcal (%)
Kazein 200 1.400
L-Sistin 3 21
Misir nisastasi 550 3.850
Maltodekstrin 150 1050
Sakaroz 0 0
Seliiloz, BW200 50 350
Misir Yagi 25 175
Palmiye Yag1 20 140
Mineral Karisimi S10026 10 70
DiKalsiyum fosfat 13 91
Kalsiyum karbonat 55 38,5
Potasyum sitrat, 1H20 16,5 115,5
Vitamin Karisim1 V10001 10 70
Kolin Bitartrat 2 14
Kolesterol 17,42 121,94

3.2.2. Hastalar ve hastalara ait biyokimyasal veriler

OSHK hastalarinda kolesterol ve Vitamin D seviyelerinin degerlendirilmesi adina
retrospektif bir calisma gerceklestirilmistir. Bu kapsamda, Atatiirk Universitesi Tip
Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dali'nda (Erzurum, Tirkiye) 2016-2021 yillari
arasinda oral skuamoz hucreli karsinom (OSHK) tanisi histopatolojik analizle dogrulanan
toplam 23 hasta ve kanser olmayan, saptanabilir semptomlari bulunmayan 30 saglikli
birey ¢aligmaya dahil edilmistir. Biyokimyasal veriler Atatiirk Universitesi Arastirma
Hastanesi (Erzurum, Tiirkiye) tibbi kayit sistemi kullanilarak retrospektif olarak

toplanmustir. Atatiirk Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu (Erzurum, Tiirkiye)

bu ¢alismada yapilan tiim islemleri onaylamistir (B.30.2.ATA.0.01.00/130).
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3.2.3. In Silico analiz

Gene Expression Omnibus (GEO) veri tabaninda yer alan, halka agik GSE68986,
GSE47461, GSE48961 ve GSE60956 veri setleri GEO2R in silico araci kullanilarak ve
standart parametreler izlenerek analiz edilmistir. Farkli ifade edilen genlerin nokta ¢izim
(dot plot) gosterimleri, GEO2R analizinden cevrimici olarak alinmustir. Farkli ifade
edilen genlerin gen seti zenginlestirme analizi, Web tabanli Gen Set Analysis Toolkit

(WebGestalt) kullanilarak gergeklestirilmistir (Liao et al. 2019).

Suda ¢ozlndr bir sentetik kinolin tirevi olan oral kanserojen 4NQO dimetil
sulfoksit (DMSO) icinde 30 mg/ml konsantrasyonda ¢oziilmiistiir (Minicucci et al. 2009;
Oballe et al. 2018). Konsantre 4NQO ¢ozeltisi 30 ppm'lik son konsantrasyona ulasmak
icin icme suyunda seyreltilip ve 1siktan korunarak 4°C'de saklanmistir. Siganlara dogum
sonrast 10. haftaya kadar normal igme suyu verilmistir. Daha sonra kontrol grubu

disindaki tiim sicanlara 17 hafta boyunca 30 ppm 4NQO'lu igme suyu verilmistir.

3.2.4. 4-Nitroquinoline-1-Oxide (4NQO) ile induklenen agiz i¢i karsinogenez

modeli

Suda ¢ozlndr bir sentetik kinolin tirevi olan oral kanserojen 4NQO dimetil
stilfoksit (DMSO) iginde 30 mg/ml konsantrasyonda ¢6ziilmiistiir (Minicucci et al. 2009;
Oballe et al. 2018). Konsantre 4NQO ¢dzeltisi 30 ppm'lik son konsantrasyona ulagsmak
icin icme suyunda seyreltilip ve 1siktan korunarak 4°C'de saklanmistir. Siganlara dogum
sonrast 10. haftaya kadar normal igme suyu verilmistir. Daha sonra kontrol grubu

disindaki tiim sicanlara 17 hafta boyunca 30 ppm 4NQO'lu igme suyu verilmistir.

3.2.5. 2-Deoksi-D-Glikoz (2DG) uygulamasi

2DG, %0,9 tuzlu su tamponu icerisinde ¢oziilmiistiir. Bu ¢alismada kullanilan
2DG (0.75 g/kg) dozu daha onceki galigmalara gore belirlenmis ve steril kosullarda taze
olarak hazirlanmistir (Wang et al. 2015). Dogum sonras1 22. haftadan itibaren 4, 6 ve 8.
gruplara intraperitoneal (IP) olarak 2DG uygulamasi dort hafta boyunca haftada iki kez
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olacak sekilde uygulanmustir. Diger gruplara, test gruplarma paralel olarak intraperitoneal
(IP) enjeksiyon yoluyla sadece %0,9 tuz su tamponu verilmistir.

3.2.6. Sican kan érneklerinin biyokimyasal analizi

Dogum sonrasi 10. haftada, spontan hareketleri azaltmak igin genel anestezik
sevoflurane uygulamasi sonrasinda kardiyak ponksiyon yoluyla insiilin ignesi
kullanilarak her sigandan maksimum 500 pl hacimde kan ornekleri alinmistir. Ayrica,
dogum sonras1 27. haftada, ayn1 yontem kullanilarak agir anestezi altinda her sicandan 4
ml hacimde kan 6rnekleri almarak si¢anlar kurban edilmistir. Kan alindiktan sonra,
numuneler hemen serum ayrimi i¢in 3.000 rpm'de 10 dakika 4°C'de santrifiijlenerek,
alikotlandi ve biyokimyasal analize kadar 80°C'de saklanmistir. Serumdaki total
kolesterol, LDL, HDL, trigliserid, LDH ve D vitamini seviyeleri Beckman Coulter
AUS5800 cihaz1 kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

3.2.7. Dil lezyonlarimin histopatolojik incelemesi

Sican dil lezyonlarmin hacimleri, asagida verilen formiile gore Olclilmiistiir
(uzunluk x genislik x yiikseklik x 6 X 7n/6) (Al-Koshab et al. 2020). Dil lezyonlar1
uzunlamasina disekte edildi ve lezyon boliimleri hematoksilen ve eozin (H&E) ile
boyandi. H&E boyanmis dil lezyonlari, oral karsinogenez sirasinda glikolizin
diizenlenmesi yoluyla VDE ve/veya yiksek kolesterol diyetinin etkilerini belirlemek icgin

histopatolojik olarak analiz edilmistir.

3.2.8. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) kullanilarak sican dil
dokularinda kolesterol diizeylerinin tespiti

Sicanlar kurban edildikten sonra dil dokular1 disekte edilerek ve dil dokusu
lezyonlar1 hemen toplanmistir. Daha sonra lezyonlar esit hacimlere boliindii ve analize
kadar -80°C'de saklanmustir. Lipit ekstraksiyonu ig¢in yaklasik 20-30 mg numune
tartilmistir ve s1vi nitrojen kullanilarak toz haline getirilmistir. Ogiitiilmiis doku &rnekleri,
bir paslanmaz c¢elik boncuk ve 200 pl soguk PBS igeren steril bir mikro santrifij tlplne
aktarilmistir. Ornekler TissueLyser LT (Qiagen) kullanilarak 50 Hz'de 10 dakika
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homojenize edildikten sonra 4°C'de 15 dakika inkiibe edilmistir. Daha sonra
homojenatlar 3000 rpm'de 20 dakika 4°C'de santrifuj edildi ve supernatantlar dikkatlice
yeni bir tupe aktarilmistir. Doku oOrneklerindeki kolesterol seviyeleri, ticari bir kit
(SunRed Biological Technology Co., Ltd., Sangay, Cin) kullanilarak standart bir ELISA

proseduriine gore belirlenmistir.

Tim deneyler en azindan iki tekrar halinde gergeklestirilmistir. Absorbans

degerleri, Epoch 2 Mikroplaka Spektrofotometresi (BioTek) kullanilarak dl¢tilmiistiir.

3.2.9. RNA ekstraksiyonu, tamamlayict DNA (¢cDNA) sentezi ve kantitatif gercek

zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PZR)

Dil lezyonlarindaki glikoliz iliskili 6PF2K ve PKM2 genlerinin ifade degisimleri
gercek zamanli PZR kullanilarak (QRT-PZR) analiz edilmistir. Dil dokusu 6rneklerinden
toplam RNA, TRIzol Reagent (Invitrogen, ABD) kullanilarak ve iireticinin protokolii
takip edilerek c¢ikarilmistir. RNA'nin kalitesi ve miktari, Multiskan GO UV/Vis
Spektrofotometresi (Thermo Fisher Scientific) kullanilarak degerlendirilmistir. Esit
miktarlarda toplam RNA'dan cDNA sentezi, High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kiti (Applied Biosystem, ABD) kullanilarak yapilmistir. qRT-PZR reaksiyonlari,
iireticinin talimatlar1 izlenerek 5x HOT FIREPol EvaGreen qPCR Mix Plus (Solis Bio-
Dyne) ve Tablo 3.8'de listelenen primerler kullanilarak gerceklestirilmistir. Gen ifadeleri
B-aktin'e normallestirilmistir ve mRNA ifadesinin degerlendirilmesi 24t yontemi

kullanilarak yapilmistir (Livak and Schmittgen 2001).

Cizelge 3.8. Primer listesi ve dizileri

Gen Dizi

6PF2K-F 5’- CTGGTGGCACTGGAAGATGT-3’
6PF2K-R 5’- CTTGAAGGCATTCTGCTTGGC-3’
PKM2-F 5’- GCTTCCCGATCTGTGGAGAT-3’
PKM2-R 5’- TCTCAGGTCCCTTTGTATCCAG-3’
B-actin-F 5’- CTATCCTGGCCTCACTGTCC-3’
B-actin-R 5’- AACGCAGCTCAGTAACAGTC-3

23



3. MATERYAL ve YONTEM

3.2.10. istatistiksel analiz

Veriler ortalama * standart hata olarak verilmistir. Farklarin istatistiksel olarak
anlamlilig1 Student t testi ile test edilmistir. 0,05'e esit veya daha kiigiik bir p degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Verilerin gorsellestirilmesi i¢in GraphPad

Prism 9.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA) kullanilmistir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

4.1. OSHK Hastalarinda Tespit Edilen Ylksek Kolesterol ve Diisiik D Vitamin
Seviyeleri Birbiriyle Negatif iliskilidir

OSHK ve VDE ile yiiksek kolesterol arasindaki iliskiyi incelemek i¢in, baglangicta
23 OSHK hastasinin ve yas ve cinsiyet uyumlu 30 kontrol bireyin total kolesterol, LDL,
HDL, trigliserid ve D vitamini duzeylerini retrospektif olarak analiz edilmistir. OSHK
hastalar1 ve kontrol bireylerinin ortalama yas1 sirasiyla 55,43+13,70 ve 58,60+13,89 idi
(p=0,40). OSHK hastalar1 16 kadin ve 14 erkekten, kontrol grubu ise 11 kadin ve 12
erkekten olusmaktadir (p=0,69).

Bulgularimiz, OSHK hastalarinda total kolesterol (Sekil 4.1a) ve LDL (Sekil
4.1b) diizeylerinin kontrol bireylere kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugunu
gosterirken, bu gruplar arasinda trigliserid (Sekil 4.1¢c) ve HDL (Sekil 4.1d) diizeylerinde
onemli bir degisiklik olmadigin1 gostermistir. Ek olarak, kontrollere kiyasla caligmaya
dahil edilen OSHK hastalarinda ortalama D vitamini seviyesi anlamli derecede diisiik

oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.1e).
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Sekil 4.1. OSHK hastalar1 ile onlara yas ve cinsiyet¢e denk 30 kontrol bireyin total
kolesterol, LDL, HDL, trigliserid ve vitamin D duzeyleri.
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Kolesterol metabolizmas1 ile ilgili biyokimyasal parametrelerin D vitamini
seviyeleri ile korelasyonlarini arastirmak i¢in bu c¢alismaya katilan tiim bireylerin
verilerini kullanarak Pearson Korelasyon analizi yapilmis ve elde edilen bulgular D
vitamini seviyelerinin total kolesterol (Sekil 4.2a) ve LDL seviyeleri ile negatif
korelasyon gosterdigini ortaya koymustur. (Sekil 4.2b). Ek olarak, D vitamini ve
trigliserid seviyeleri marjinal olarak negatif korelasyon gostermistir (Sekil 4.2¢). D
vitamini ve HDL diizeyleri arasinda anlamli bir iliski bulunmamustir (Sekil 4.2d).
Hastalarda yiiksek kolesterol ve diisiik D vitamini diizeylerinin bir arada bulunmasi goz

oniine alindiginda, OSHK karsinogenezinde birlikte yer alabilecekleri onerilebilir.
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Sekil 4.2. OSHK hastalar1 ile onlara yas ve cinsiyet¢ce denk 30 kontrol bireyin total
kolesterol, LDL, HDL, trigliserid ve vitamin D parametrelerinin birbirleri ile
korelasyonlari.
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4.2. Kolesterol ve D Vitamini Seviyelerinin Deregiilasyonu, Glikoliz ile liskili

Genleri Zenginlestirir

Kolesterol ve vitamin D seviyelerinin deregilasyonu ile ilgili potansiyel
mekanizmalar1 daha fazla arastirmak amaciyla GEO veri tabanindaki bir kisim veri
kiimelerini kullanarak gen seti zenginlestirme analizi yapilmistir. Ilk olarak, kontrol
numunelerinin kolesterol inhibitéri olan statinler ile muamele edilmis numunelerle
karsilastirildigit GSE68986 ve GSE47461 veri kiimelerini analiz edilmistir.

Ik veri setinde, 48 saat boyunca 10 UM Lovastatin veya DMSO ile muamele
edilen SKOV3 ve OVCARS yumurtalik karsinomu hiicrelerinin gen ifade profili
incelendi. GEOZ2R ile yapilan analiz, statin ile muamele edilen yumurtalik karsinomu
hiicrelerinde 57 genin yukari regiile edildigini ve 81 genin asagi regiile edildigini gosterdi
(Sekil 4.3a). i1ging bir sekilde, WebGestalt arac1 kullanilarak bu farkli sekilde ifade edilen
genlerin gen seti zenginlestirme analizi, glikolizin 6nemli bir zenginlestirilmis metabolik

yolak oldugunu ortaya ¢ikmistir. (Sekil 4.3b).
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Sekil 4.3. Gene Expression Omnibus (GEO) veri tabaninda yer alan, halka agik GSE68986 veri setinin GEO2R in silico araci kullanilarak analizi
sonucu farkli ifade edilen genlerin nokta ¢izim (dot plot) gosterimi (Sekil 4.3a) ve farkli ifade edilen genlerin gen seti zenginlestirme
analizi (Sekil 4.3b) sonuclari.
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Daha sonra, 8.0uM pravastatin ile tedavi edilen Calu-1 akciger kanseri
hiicrelerinin veya tedavi edilmeyen hiicrelerin kullanildig1, halka agik GSE47463 veri
setini analiz edilmistir ve statin tedavisinde 5000'den fazla genin farkli sekilde eksprese
edildigi gosterilmistir (Sekil 4.4a). Benzer sekilde, diferansiyel olarak eksprese edilen ilk
100 genin gen seti zenginlestirme analizi, en zenginlestirilmis metabolik yollardan biri

olarak glikolize isaret etmistir (Sekil 4.4b).
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Sekil 4.4. Gene Expression Omnibus (GEO) veri tabaninda yer alan, halka agik GSE47461 veri setinin GEOZ2R in silico araci kullanilarak analizi
sonucu farkli ifade edilen genlerin nokta ¢izim (dot plot) gdsterimi (Sekil 4.4a) ve farkli ifade edilen genlerin gen seti zenginlestirme

analizi (Sekil 4.4b) sonuglari.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

D vitamininin gen ifade profili Gzerindeki etkisini gormek igin, tiyoasetamid
(TAA) ile indiiklenen sican intrahepatik kolanjiyokarsinom modelinde 6 IU/gram D
vitamini takviyesinin yapildigt GSE48961 veri kiimesi kullanilmigtir ve D vitamini
takviyeli sicanlarda olusan kolanjiyokarsinom tiimorlerinde deregiile olmus 26 gen
saptanmistir (Sekil 4.5a). Bu genlerin, glikoliz metabolizmas1 ile ilgili oldugu bilinen

insilin direnci ve insiilin sinyal yolu ile yakindan iligkili oldugu bulunmustur (Sekil 4.5b).
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Sekil 4.5. Gene Expression Omnibus (GEO) veri tabaninda yer alan, halka agik GSE48961 veri setinin GEO2R in silico araci kullanilarak analizi

sonucu farkl ifade edilen genlerin nokta ¢izim (dot plot) gosterimi (Sekil 4.5a) ve farkl ifade edilen genlerin gen seti zenginlestirme
analizi (Sekil 4.5b) sonuglari.
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Son olarak, 24 saat boyunca 100 nM Kkalsitriol ile muamele edilen prosta-sferlerin
incelendigi GSE60956 veri kiimesi tizerinde yapilan analizde; p degeri 0,0001'den diistik
olan 92 genin ifadesini degistigini gostermistir (Sekil 4.5a). Gen seti zenginlestirme
analizi de bu genlerin kanserde metabolik yeniden programlama ile ilgili oldugunu ortaya

koymustur (Sekil 4.5b).
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Sekil 4.6. Gene Expression Omnibus (GEO) veri tabaninda yer alan, halka agik GSE60956 veri setinin GEO2R in silico araci kullanilarak analizi
sonucu farkli ifade edilen genlerin nokta ¢izim. (dot plot) gosterimi (Sekil 4.6a) ve farkli ifade edilen genlerin gen seti zenginlestirme
analizi (Sekil 4.6b) sonuglari.
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4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

Bu bulgular, OSHK hastalarinda glikoliz ile ilgili klinik parametreleri
arastirmamiza neden olmustur. Hasta kohortumuzdaki OSHK hastalar1 i¢in rutin olarak
izlenen tek biyokimyasal bulgu olan LDH, OSHK hastalarinda kontrol bireylerle
kiyaslandiginda anlamli derecede arttig1 gosterilmistir. (Sekil 4.7a). Ilging bir sekilde,
LDH seviyeleri, total kolesterol (Sekil 4.7b) ve LDL (Sekil 4.7¢) ile pozitif ve vitamin D
seviyeleri ile negatif korelasyon gostermistir (Sekil 4.7d). Trigliserid seviyeleri LDH ile
korelasyon gostermemistir (Sekil 4.7e). HDL ise beklenenin aksine LDH ile pozitif
korelasyon gostermistir (Sekil 4.8f).

Bu sonuglar, yiiksek kolesterol ve VDE'nin, glikoliz metabolizmasinin

deregiilasyonu yoluyla OSHK tiimérigenezinde rol oynayabilecegine isaret etmektedir.
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Sekil 4.7. OSHK hastalar1 ile onlara yas ve cinsiyetce denk 30 kontrol bireyin LDH
dizeyleri ile LDH diizeylerinin diger biyokimyasal parametreler ile

korelasyonu.
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4.3. Yuksek Kolesterol ve D Vitamini Eksikligi, 4NQO Oral Kanser Sigan

Modelinde Glikolizin Deregilasyonu Yoluyla Karsinogenezi Tesvik Eder

Daha sonra OSHK karsinogenezi sirasinda yiiksek kolesterol ve VDE'nin tek
basina ve birlikte potansiyel katilimini arastirmak i¢in in vivo 4NQO sigan oral kanser
modeli kullanilmigtir. Sprague Dawley siganlarin1 dogum sonrasi 4. haftadan deneysel
prosediiriin sonuna kadar normal [kontrol ve 4NQO gruplari], D vitamini eksik
[4ANQO(AVD) ve 4ANQO(AVD+2DG) gruplari], yiiksek kolesterollii [4NQO(HC) ve
ANQO(HC+2DG) gruplari] ve D  vitamini  eksik/yiiksek  kolesterollii
[4ANQO(AVD+HC) ve 4NQO(AVD-+HC+2DG) gruplar1)] diyetler ile beslenmeye
baslanmistir (Sekil 4.8).

Zaman Cizelgesi
(Dogum Sonrasi Haftalar) 4 10 &3 26 27

Kontrol
n=5 @ Normal Diyet
4NQO @ 4NQO

n=5 Normal Diyet
4NQO (AVD) 4NQO
n=5 @ Vitamin D Eksik Diyet

4NQO (AVD+2DG
Q0 (AVD+2DG) (gu

Vitamin D Eksik Divet

4NQO (HC) Q'

n=6 Yiiksek Kolesterollii Diyet
4NQO (HC+2DG) @ 4NQO 2DG
n=6 Yiiksek Kolesterollii Diyet
4NQO (AVD+HC) @ 4NQO
n=6 Vitamin D Eksik ve Yiiksek Kolesterollii Diyet
4NQO (AVD+HC+2DG) @ | 4NQO 2DG
n=6 Vitamin D Eksik ve Yiiksek Kolesterollii Diyet

Sekil 4.8. Calisma gruplari i¢in olusturulan deney dizayni

Dogum sonrasi 10. haftada ytiksek kolesterollii diyetlerle beslenen gruplarda kan
total kolesterol (Sekil 4.9a), LDL (Sekil 4.9b) ve trigliserid (Sekil 4.9¢) seviyelerindeki
artis dogrulanmistir. VDE/yliksek kolesterollii beslenen gruplarda diisiik HDL seviyesi
tespit edilmistir (Sekil 4.9d). VDE diyet ile beslenen gruplarda ise vitamin D diizeylerinin
anlamli olarak daha diisiik oldugu belirlenmistir (Sekil 4.9¢).
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150
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Sekil 4.9. 10. haftada serum total
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Dogum Sonras: 10. Hafta
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250
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kolesterol, LDL,
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HDL Kolesterol
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Kan kolesteroliiniin yliksek ve vitamin D diizeylerinin diisiik oldugunu

dogruladiktan sonra kontrol grubu disindaki tiim gruplarin igme sularia 4NQO ekleyerek

karsinogenez iglemine baslanmistir (Sekil 4.8). Deney bitene kadar siganlarin agirliklar

takip edilmis ve yiiksek kolesterollii diyetle beslenen siganlarin kilo alim1 gosterilmistir

(Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Siganlarin deneysel prosediir siirecindeki kilo takipleri. ANQO(AVD+2DG)

ANQO(HC+2DG) ve 4NQO (DVD+HC+2DG) gruplarinda glikolizin inhibe
edilmesi i¢in sicanlara 4 hafta siireyle haftada iki kez intraperitoneal olarak 2DG
enjeksiyonu yapildiktan sonra, tiim si¢anlar kurban edildi ve periferik kan 6rneklerini ve

ag1z boslugunda tiimor kitlesi olan tiim dokular toplanmuistir.

Deneysel prosediir sirasinda yiiksek kolesterol ve diislik vitamin D seviyelerinin
korundugunu dogrulamak i¢in deneyin sonunda kan kolesterolii ve vitamin D seviyelerini
tekrar analiz edilmistir. Yiiksek kolesterol diyeti ile beslenen siganlarda total kolesterol
ve trigliserid seviyeleri kontrol grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek oldugu
gosterilmistir (Sekil 4.11a ve c). Dogum sonrasi 10. haftadaki kadar belirgin olmasa da
dogum sonras1 27. haftada yiiksek kolesterollii diyetle beslenen siganlarda LDL
seviyelerinin de yiksek oldugu tespit edilmistir. (Sekil 4.11b). Yiksek kolesterol diyeti
ile beslenen gruplarda HDL diizeyinde diisiis de dogrulanmustir (Sekil 4.11d). Ek olarak,
VDE diyet ile beslenen gruplarda vitamin D seviyeleri 6nemli 6lglide daha diisiik oldugu
gosterilmistir (Sekil 4.11e). ilging bir sekilde, 2DG uygulamas1 VDE diyet ile beslenen
sicanlarda viicut agirligi kaybi ile sonug¢lanmistir, ancak sadece yliksek kolesterol diyeti

ile beslenenlerde kilo kayb1 gézlenmemistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4.11. 27. haftada serum total kolesterol, LDL, HDL, trigliserid ve vitamin D
seviyeleri.

4-NQO ile muamele neticesinde tiim gruplardaki si¢canlarin dillerinde displazi ve

skuamoz hiicreli karsinom dahil lezyonlarin olusumunun indiiklendigi goriilmiistiir.

Kontrol grubundaki siganlarin dillerinde lezyon olmadigi goriilmustiir (Sekil 4.12
a ve b). VDE diyet ile beslenen siganlarin tiimorleri 4NQO grubuna gore daha biiytlik
oldugu goriilmiistiir. Benzer sekilde, yiiksek kolesterol de daha biiyiik timoérlerin
gelismesine yol agmistir. Daha da ilginci, siganlarda yiiksek kolesterol ve D vitamini
eksikliginin bir arada bulunmasi, yalnizca yliksek kolesterol veya VDE diyet ile beslenen
siganlara kiyasla ¢cok daha biiyiik timorlerin gelismesine yol agmistir (Sekil 4.12a ve c¢).
Diger yandan, si¢anlarin 2DG ile muamele edilmesi, tiim gruplarda tiimor bliytimesinin
inhibisyonu ile sonuclanmustir (Sekil 4.12a ve ¢). Tek basina yiiksek kolesterol veya VDE
diyet ile beslenen siganlarda tiimor inhibisyonu anlamli olmasa da 2DG yiiksek
kolesterol/VDE diyet ile beslenen siganlarda tiimor olusumunu anlamli olarak
baskilamistir (Sekil 4.12.a ve ¢).

Bu bulgular, yiiksek kolesterol ve vitamin D eksikliginin birlikte glikoliz

metabolizmasini deregiile ederek OSHK tiimor olusumunu indiikledigini géstermistir.
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Sekil 4.12. Siganlarin dillerinde olusan timorler (4.12a), bu timorlerin histopatolojik incelenmesi sonucu elde edilen H&E goruntleri
(4.12b) ve olusan tiimor hacimleri (4.12c).
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Bu bulgular, yiiksek kolesterol ve vitamin D eksikliginin birlikte glikoliz

metabolizmasini deregiile ederek OSHK tiimor olusumunu indiikledigini gostermistir.

Tiimor dokularinda degisen kolesterol ve glikoliz metabolizmasin1 dogrulamak
icin, ilk olarak kolesterol seviyeleri degerlendirilmistir. Deney sonuglarimiz, VDE'nin
anlamli olmasa da doku kolesterol diizeylerinde artisa neden oldugunu gdstermistir.
Ilging bir sekilde, yiiksek kolesterol/VDE diyet ile beslenen sicanlarin tiimor doku
ornekleri, en yiiksek htcre ici kolesterol seviyelerine sahip oldugu gosterilmistir (Sekil
4.13a). Dokulardaki laktat seviyesini 6lgmek i¢in yapilan deneylerde biitiin dokular i¢in
optik dansite seviyeleri referans araligmmin ¢ok iistiinde tespit edilmistir. Dolayisiyla

biitiin gruplarda elde edilen sonuglar birbirleri ile ¢ok yakin ¢ikmaistir.
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Sekil 4.13. Tumor dokularinda total kolesterol ve glikoliz iliskili genlerin ifade
seviyeleri.

Ardindan, deney gruplarinda olusan tiimor dokularinda glikoliz metabolizmasinin
degistigine dair kanit elde edebilmek igin glikoliz ile iliskili 2 genin (6PF2K ve PKM2)
ifade seviyelerini mRNA dizeyinde incelemek icin qRT-PZR yapilmistir. Yuksek
kolesterol ve/veya VDE diyet ile beslenen gruplarin timoér doku 6rneklerinin yiiksek
6PF2K ifadesine sahip oldugunu, en yiiksek ifadenin 4NQO(DVD+HC) grubunda
oldugunu ve bu ifadenin siganlar 2DG ile muamele edildiginde giiglii bir sekilde inhibe

edildigi bulunmustur (Sekil 4.13b). Paralel olarak, PKM2 ifadesinin 6l¢iimii, yalnizca

41



4. ARASTIRMA BULGULARI ve TARTISMA

yiiksek kolesterol veya vitamin D eksik diyetle beslenen sicanlarin tiimor 6rneklerinde
degismedigini gOstermistir. Ancak yiksek kolesterol/vitamin D eksik diyetle beslenen
grupta ifadenin géreceli olarak daha yiiksek oldugu bulunmustur. ilging bir sekilde, 2DG
muamelesi, yiksek kolesterol/vitamin D eksik diyetle beslenen farelerin timorlerinde

PKM2 ifadesini azalttigi ortaya konulmustur (Sekil 4.13c).

Tiim bu bulgular, oral karsinogenez sirasinda yliksek kolesterol ve VDE'nin ortak
katkisin1 ve bu slirecin temel olarak tiimor hiicrelerinde enerji metabolizmasini

degisimiyle gerceklestigini ortaya koymustur.
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5. SONUC ve ONERILER

Kimyasallar ve serbest oksijen radikalleri gibi g¢esitli maruziyetler sonucunda
DNA'nin zarar gormesi ile karsinogenez baslar ve 6zellikle hiicre bdlunmesi, DNA
onarimi ve apoptoz ile iliskili genlerde mutasyonlarin birikmesine yol agmaktadir
(Chainani-Wu et al. 2011). Diyet ve beslenme aligkanliklari karsinogenik siiregler
sirasinda kritik 6neme sahiptir. Meyve ve sebzeler agisindan fakir, et ve diger hayvansal
gidalardan acisindan zengin bir diyetin karsinogenezi destekledigi bilinmektedir (Bravi
et al. 2013). Orofaringeal kanserler s6z konusu oldugunda, bu diyet kombinasyonunun
sigara ve yuksek alkol tiketimi ile birlikte 10 ila 20 kat daha fazla orofaringeal kanser
riskine neden oldugu retrospektif bir analizde rapor edilmistir (Bravi et al. 2013).
Hastalarda yiiksek kolesteroliin kritik nedenleri olarak siit iirtinlerinin tiiketimi oldugu ve
sebze ile meyvelerin vitaminler i¢in 6nemli kaynaklar oldugu g6z 6niinde bulundurarak,
VDE ve yiiksek kolesteroliin OSHK olusumu ve gelisimi i¢in olasi rollerini glikolizin

modiile edilmesi ile arastirmay1 amag¢lanmigtir.

Son donemde yapilan epidemiyolojik ve pre-klinik ¢aligmalar, diisiik serum
vitamin D duzeylerinin veya VDEnin kanser dahil bir¢ok hastaligin ilerlemesinde rol
oynadigini ve bu durumlarin kansere bagh éliimlerde rolleri oldugunu ortaya koymustur
(Fathi et al. 2019). Diger yandan, dolasimdaki yiiksek vitamin D seviyesinin, bas ve
boyun kanseri dahil olmak iizere farkli kanser tiirlerinin ilerleme riskinin azalmasiyla
yakindan iliskili oldugu gosterilmistir (Fathi et al. 2019). Ayrica in vitro ve in vivo
caligsmalar, vitamin D'nin fizyolojik olarak aktif bir formu olan kalsitrioliin 6zellikle oral
kanserlerde anti-neoplastik potansiyelini gostermis ve oral kanser hastalarinda ciddi bir
VDE tespit edilmistir (Meier et al. 2007; Osafi et al. 2014; Grimm et al. 2015).

VDE'ye bagl kolesterol konsantrasyonundaki artisin, kolesterol yikimindaki
azalmadan ziyade Kolesterol biyosentezindeki artistan kaynaklandiginin ortaya
konuldugu yakin tarihli bir ¢aligmada, Kuzey Cinli bireylerde artan toplam serum
kolesterolii ve LDL kolesterol seviyelerinin VDE ile iligkili oldugu gosterilmistir (Li et
al. 2016). VDE'nin VDR transkripsiyonel aktivitesinde ve Insig-2 ifadesinde azalmaya
ve ardindan SREBP-2 ifadesinde ve aktivitesinde artisa yol actig1 gosterilmistir (Li et al.

2016). Bir transkripsiyon faktori olan SREBP-2, kolesterol sentezi ve kolesterol alimi ile
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ilgili gen ifadelerinin diizenlenmesinde rol almaktadir. Bu nedenle, VDE'si olan
hastalarin dokularinda siirekli ifade edilen SREBP-2'nin yalnizca kolesterol sentezini
artirmakla kalmayip ayni zamanda dolasimdaki kolesteroliin hiicre i¢ine alimimi da
indlkleyerek hicre igi kolesterol diizeylerinde artisa neden oldugu bulunmustur
(Goldstein et al. 2006).

Artan hicre ici kolesterol seviyelerinin, SREBP-2 yoluyla negatif geri besleme
mekanizmalarini aktive ettigi gosterilmistir. SREBP-2 tarafindan olusturulan oksisterol
ligandlariin, kolesterol efflux genlerini yukar1 regiile eden Liver X Receptor (LXR)'ye
baglandigi, bu sekilde LXR’nin RXR ile heterodimer yapilar olusturmasina neden oldugu
ve boylece LXR hedef genlerinin ifadelerini arttirdigi bulunmustur. Hiicre i¢i kolesterolii
hiicre disina pompalayan ABCA1, bu hedef genlerden biridir. Artan hiicre i¢i kolesterol
diizeyine paralel olarak hiicrede ABCAL ifadesi de artmaktadir (Wong et al. 2006). Hiicre
i¢i kolesterolii diisiirmenin 6nemli alternatiflerinden birinin kolesterol sentezinde substrat
olarak kullanilan asetil CoA olusumunu engelliyor olmasi ilgingtir. En 6nemli hiicre i¢i
asetil CoA kaynagi, glikoliz sonucu iiretilen piruvattan piruvat dehidrojenaz kompleksi
(PDC) tarafindan mitokondride iiretilmesidir (Pietrocola et al. 2015).

PDC hem transkripsiyonel hem de transkripsiyon sonrasi seviyelerde kontrol
edilen bir protein kompleksidir (Stacpoole 2017). Kompleksin enzimatik aktivitesindeki
degisim, esas olarak, yapisindaki enzimlerden biri olan piruvat dehidrogenazin {i¢ serin
bolgesinden herhangi birinin fosforilasyonu ile gergeklesir. Piruvat dehidrogenazin
fosforilasyonu tim kompleksi inaktif hale getirir. PDC'nin fosforilasyonu insanlarda %70
homoloji gosteren dort piruvat dehidrojenaz kinaz izoformu (PDK1-4) tarafindan katalize
edilir (Stacpoole 2017). SREBP-2 aracili LXR aktivasyonunun PDK4 ifadesini arttirdigi
daha once gosterilmistir (Sugden and Holness 2006). Ayrica PDK4'in LXR agonisti
GW3965 tarafindan yukari regiile edildigi in vitro olarak hem farklilastirilmis insan
birincil adipositlerinde hem de farklilastirilmig miirin 3T3-L1 hiicrelerinde gdsterilmistir.
Ayrica ayni ¢alismada, LXR aktivasyonunun PDC'nin PDK4'e bagli fosforilasyonuna
neden oldugu, dolayisiyla PDC aktivitesinin azaldigi tespit edilmistir (Stenson et al.
2009). PDC aktivitesindeki azalma asetil CoA fiiretiminde azalmaya ve dolayisiyla
mitokondriyal solunumda azalmaya neden olumaktadir. Tim bu bulgular, birlikte hiicre

ici kolesterol seviyesini etkileyen ve daha sonra PDC aktivitesini ve piruvattan asetil CoA
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5. SONUC ve ONERILER

tiretimini degistirerek glikolizi modiile eden VDE ve kolesterol kosullarinin birbiriyle

iligkili oldugunu gostermektedir.

Neoplastik olusumlarin 6ziinii temsil eden kronik ve siklikla kontrolsiiz hiicre
cogalmasi, yalnizca hiicre cogalmasinin kontroliiniin kaybiyla degil, ayn1 zamanda hiicre
biiylimesi ve bdliinmesi i¢in gerekli olan enerji metabolizmasinin diizenlenmesiyle de
iliskilidir. Aerobik kosullar altinda, normal hicreler 6nce hiicresel glikozu sitozolde
glikoliz ile piruvata doniistiiriir ve ardindan mitokondride COz2'ye kadar isler. Anaerobik
kosullar altinda, glikoliz tercih edilir ve piruvatin kiigiik bir kismi mitokondriye
gonderilir. Kanser htcreleri ise oksijen varliginda bile glikoz metabolizmasini ve
dolayisiyla enerji iiretimini yeniden programlayarak, 'aerobik glikoliz' olarak adlandirilan

glikoliz ile enerji metabolizmalarimi biiyiik 6l¢iide sinirlandirir (Hanahan and Weinberg
2011).

Bu c¢alismada, OSHK hastalarinda VDE ve yiksek kolesterolin bir arada
bulundugunu ve birbirleri ile korelasyon gosterdigini, ayrica kolesterol ve D vitamini
diizeylerinin deregiilasyonunun glikoliz ile ilgili genlerin zenginlesmesine yol agtigi
bulunmustur. Daha sonra, VDE ve yiiksek kolesteroliin tek basina ve birlikte 4NQO ile
indiklenen in vivo kanser modellerinde daha biiyiik tlimorlerin olusumuna yol agtigini ve

bu tiimorlerin olusumunun glikoliz inhibisyonu ile baskilandig1 gosterilmistir.

Sonug olarak, yiiksek kolesterol ve VDE'nin ayr1 ayr1 oral karsinogenez siirecine
katki yaptiklar1 gosterilmis olmakla birlikte bu iki durumun birlikteliginin oral
karsinogenez stirecini daha giiclii bir sekilde etkiledigi ortaya konulmustur. Daha da
onemlisi, bu siirecin temel olarak tiimor hiicrelerinde enerji metabolizmasinin degisimiyle

gergeklestigi agiga cikarilmaistir.
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ABSTRACT

Diets and nutritional habits are critical during carcinogenic processes, where a diet poor in fruits
and vegetables and rich in meat and other foods of animal origin promote carcinogenesis.
Considering the vegetables and fruits as important sources for vitamins and dairy products as
critical causes for high cholesterol in patients, we aimed at investigating the possible
involvement of Vitamin D deficiency (VDD) and high cholesterol together in oral squamous
cell carcinoma (OSCC) through modulating glycolysis. We initially compared total cholesterol,
LDL, HDL, triglycerides, LDH, and Vitamin D levels of 23 OSCC patients and age and gender
matched 30 control individuals and analyzed their correlation using Pearson’s Analysis. Then,
we used GEO datasets for gene set enrichment analysis. We used 4-nitroquinoline-1-oxide
induced in vive oral carcinogenesis models to investigate the contribution of VDD and high
cholesterol during carcinogenesis via possible modulation of glycolysis. We, then, measured the
cholesterol and gene expression levels in rat tongue tumor tissue samples using ELISA and
qRT-PCR, respectively. We found that VDD and high cholesterol co-exist in OSCC patients
and deregulation of cholesterol and Vitamin D levels results in enrichment of genes related to
glycolysis. We, then, demonstrated that VDD and high cholesterol on their own and together led
to formation of larger tumors in 4NQO induced in vive cancer models, which is suppressed by
glycolysis inhibition. In conclusion, we reported collaborative contribution of high cholesterol
and VDD during oral carcinogenesis, which is mainly carried out via altering energy
metabolism in tumor cells. This work was supported by The Scientific and Technological
Research Council of Turkey (TUBITAK) (grant number 119Z195).

Keywords: Oral squamous cell carcinoma; Vitamin D deficiency; Cholesterol; LDL;
glycolysis; 4NQO.
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