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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

2D: 2 Boyutlu

2-HG: 2-hidroksiglutarat

3D: 3 Boyutlu

ADP: Adenozin difosfat

a-KG: Alfa-ketoglutarat

a-KGDC: Alfa-ketoglutarat dehidrogenaz kompleksi / 2-Oxoglutarat Dehidrojenaz
AKT: Protein kinaz B

ALT: Alanin amino transferaz

AST: Aspartat amino transferaz

ATP: Adenozin trifosfat

Bax: Bcl-2 iliskili X protein

CAD: Karbamoil fosfat aspartat diyamiltransferaz
CO2: Karbondioksit

CS: Sitrat sentaz

CTP: Sitidin trifosfat

DMSO: Dimetil stlfoksit

DNA: Deoksiribonukleik asit

ECM: Ekstraselltler matriks

EMT: Epitelyal-mezenkimal gegis

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
ETC: Elektron tagima zinciri

F1,6BP: Fruktoz 1,6-bisfosfat

F2,6BP: Fruktoz-2,6-bisfosfat

F6P: Fruktoz 6-fosfat



FADH:: Flavin adenin dinukleotid
G3P: Gliseraldehit-3-fosfat

G6P: Glikoz-6-fosfat

G6PDH: Glikoz-6-fosfat dehidrogenaz
GDH: Glutamat dehirojenaz
GIn-PRPP: Glutamin fosforibozilpirofosfat amidotransferaz
GLS: Glutaminaz

GMP: Guanozin monofosfat

GPI: Glikoz fosfat izomeraz

GSH: Indirgenmis glutatyon

GSSG: Oksitlenmis glutatyon

HBP: Heksozamin biyosensetik yolu
HCC: Hepatoselltler karsinom

HIF1: Hipoksi indlklenebilir faktor 1
HK: Hekzokinaz

IDH: Izositrat dehirojenaz

KoA: Koenzim A

ME: Malik enzim

MTORC: Memeli hedefli rapamisin kompleks

MTT: 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromdir dimetil sulfoksit

NAD: Nikotinamid adenin dinukleotid

NADH: Indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid
NADP: Nikotinamid adenin dintkleotid fosfat

NADPH: Indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
NEAA: Non esansiyel aminoasit

N-GIcNAc: N-bagli B-N-asetilglikozamin

Vil



NSCLC: Kuguk htcreli olmayan akciger kanseri
OAA: Okzaloasetat

O-GIcNACc: O-bagli B-N-asetilglikozamin
OGT: O-GIcNAC transferazi

PBS: Fosfat Tamponu Cozeltisi

PC: Piruvat karboksilaz

PDHC: Piriivat dehidrojenaz kompleksi
PDK: Pirlivat dehidrojenaz kinaz

PDP: Pirlivat dehidrojenaz fosfataz

PEP: Fosfoenol pirlivat

PFK-1: Fosfofruktokinaz 1
PFKFB/PFK-2: fruktoz-2,6-bifosfataz
PGM: Fosfogliserat mutaz

Phe: Fenilalanin

PK: Pirtivat kinaz

PPP: Pentoz fosfat yolu

PRA: Fosforibozil-B-amin

PSAT: Fosfoserin transaminaz

R5P: Riboz-5-fosfat

RNA: Riboniikleik asit

ROS: Reaktif oksijen tirleri

Ru5P: Ribuloz-5-fosfat

S6K: S6 kinaz

SAICAR: "5'-Phosphoribosyl-4-(N-succinocarboxamide)-5-aminoimidazole
SER: Serin

TCA: Trikarboksilik asit
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TPI: Trioz fosfat izomeraz

N-GIcNAc: N-asetilglikozamin
ULA-pleyt: Ultra low attachment pleyt
UDP: Uridin difosfat

UTP: Uridin trifosfat

VDAC: Voltaj bagimli anyon kanallar1
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OZET

A549 INSAN AKCIiGER KANSER HUCRELERININ ENERJETIK KULLANIMININ
ALLOSTERIK GLIKOLIiZ ENZIMLERI DUZEYINDE 3D VE 2D KULTUR
ORTAMINDA KARSILASTIRMALI ARASTIRILMASI

AKkar, B. Aydin Adnan Menderes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii, Biyokimya
Programi, Doktora Tezi, Aydin 2024.

Amag: A549 kanser hucrelerinin 3D kultir yontemi ile 2D kiiltir yonteminde glikoz ve
glutamin kullamimindaki farkliligin, glikoliz ve TCA allosterik enzimleriyle gosterilmesi

amaglanmistir.

Gere¢ ve Yontem: A549 hicreleri, klasik hucre kultiri yontemi ve 3D yontemle, glikoz ve
glutamininden ikisini veya birini iceren medyumlarda belirli surelerde (24, 48, 72 saat) inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda hazirlanan hiicre lizatlarinda, ELISA Kitleri kullanilarak enzim
seviyeleri Ol¢iildii. Canlilik degerlendirmesi igin MTT testi uygulandi. Verilerin istatistiksel

analizi icin, IBM SPSS Statistics 21 programi kullanildi.

Bulgular: Glikozlu-glutaminli medyumda 2D ve 3D kiltirlerde 24. saatte HK, PK, PDH, CS,
IDH, a-KGDC enzim konsantrasyonlarinda anlamli farklilik belirlenmistir. Glutaminli
medyumdaki HK, 2D ve 3D Kkiiltiirlerde tiim zaman araliklarinda anlamli farklilik gosterirken,
PFK 24 ve 72. saatlerde 3D Kkiiltiirde daha yiiksek konsantrasyona sahiptir. G6PDH ve a-
KGDC'de 48 ve 72. saatlerde, CS'de 24 ve 72. saatlerde anlamli farkliliklar g6zlenmistir.
Glikozlu medyumdaki 2D ve 3D kultirlerde HK, G6PDH, PFK, IDH enzimlerinde tiim zaman
araliklarinda anlamli farklilik tespit edilmistir. G6PDH ise tiim zaman araliklarinda 2D
yonteminde yuksek konsantrasyona sahiptir. PK, PDH, CS, a-KGDC ve GDH enzim

konsantrasyonlarinda 2D ve 3D kiiltiir ortamlarinda anlamli farkliliklar bulunmustur.

Sonug: 2D ve 3D yontemler arasindaki canlilik ve enzim miktaridaki farklhiliklarmn inkiibasyon
stirelerine bagl oldugu goriilmiistiir. 2D ve 3D ortamlarmin hiicrenin metabolik aktivitesinde
farkliliklara neden oldugunu, hiicre kiiltiirii ¢aliymalariin bu baglamda ayrintili ¢alisilmasi

gerektigi sonucuna varilmigtir.
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ABSTRACT

COMPARISON OF ENERGETIC UTILIZATION OF A549 HUMAN LUNG CANCER
CELLS AT THE LEVEL OF ALLOSTERIC GLYCOLYSIS ENZYMES IN 3D AND
2D CULTURE ENVIRONMENTS

Akar, B. Aydin Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences, Biochemistry
Program, Doctoral Thesis, Aydin 2024.

Obijective: Illustrate variations in glucose and glutamine utilization within A549 cancer cells
cultivated using both 3D and 2D methods, focusing on the allosteric enzymes involved in
glycolysis and the tricarboxylic acid (TCA) cycle.

Materials and Methods: A549 cells were incubated using both 2D and 3D method in media
containing either glucose, glutamine, or a combination of both for specific durations (24, 48,
72 hours). Following incubation, enzyme levels were measured in cell lysates using ELISA
kits. MTT test was used for viability tests. For statistical analysis, the IBM SPSS Statistics 21

softeware was used.

Results: In the glucose-glutamine containing medium, significant differences were observed in
the concentrations of HK, PK, PDH, CS, IDH, and a-KGDC enzymes between 2D and 3D
cultures at the 24th hour. In the glutamine medium, HK showed significant differences in both
2D and 3D cultures at all time intervals, while PFK exhibited higher concentrations in 3D
cultures at the 24th and 72nd hours. Significant differences were observed in G6PDH and a-
KGDC at the 48th and 72nd hours, and CS at the 24th and 72nd hours. In the glucose medium,
significant differences were detected in HK, G6PDH, PFK, and IDH enzymes between 2D and
3D cultures at all time intervals. GBPDH, however, exhibited higher concentrations in the 2D
method at all time intervals. Significant differences have been found in the concentrations of
PK, PDH, CS, a-KGDC, and GDH enzymes between 2D and 3D culture methods.

Conclusion: The disparities in cell viability and enzyme concentrations between 2D and 3D
methods appear to be influenced by the incubation durations. These findings suggest that 2D
and 3D culture methods have different effects on cellular metabolic activity, emphasizing the

importance of detailed investigations in cell culture studies.
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1. GIRIS

Yiiksek insidansi ve mortalitiesi nedeniyle kanser, en sik arastirilan hastaliklarin baginda
gelmektedir. Diinya saglik orgiitiiniin 2020 verilerine gore kanser kaynakli 6liimlerin sayis1
yaklasik olarak 10 milyondur. Bununla birlikte her yil yaklagik olarak 400 bin ¢ocuk kansere
yakalanmaktadir. 2020 verileri ayrintili olarak incelendiginde kanser vakalar1 arasinda en sik
teshis edilen tiirlerin meme, akciger, kolon ve rektum, prostat, deri ve agiz kanseri oldugu
goriilmektedir. Bu vakalar arasindan yaklasik 1,8 milyon kisiyle en ¢ok 6liime neden olan

kanser turu ise akciger kanseridir. (World Health Organization, 2022).

Kanserin aywrt edici 6zellikleri arasinda, kanser hiicresinin metabolizmasini yeniden
programlamasi, hiicrelerinin degisen ortam kosullarina karsi adaptasyonunda kilit bir rol
oynamaktadir. Tiimorler i¢in karakteristik olan metabolik degisikliklerle ilgili ilk gézlemler
yaklagik bir asir 6nce yapilirken, kanser metabolizmasi alani son yillarda tekrardan ilgilenilen
konu haline gelmistir. Glikoz ve glutamin, kanser hiicrelerinin ¢cogalmalar1 ve biiylimeleri i¢in
kullandiklar1 en Onemli iki besin maddesidir. Bu molekiillerin katabolizmasi ile kanser
hicreleri hem karbon iceren ara tiriinleri yap1 tasi olarak kullanir hem de makromolekiillerin ve
ATP iiretimi i¢in indirgeyici gii¢ saglar. Kanser hiicrelerinde glikoz kullaniminin 5-10 kat
arttig1, ayrica yeterli oksijen varliginda glikozu 6nemli 61¢iide laktata ¢evirdigi 1920'lerde Otto
Warburg tarafindan kesfedilmistir. Glikoz metabolizmasinin yeniden programlanmasiyla ilgili
bu kesif ‘Warburg etkisi’ olarak anilir Ki kanser metabolizmasmin anlasilmasi ve tedavi
hedeflerine yonelik ¢ok fazla sayida arastirmaya da 1s1k tutmustur (Warburg, 1927). Kanser
dokularinda meydana gelen artan glikoz alimi, niikleotidlerin ve amino asitlerin Uretimine
katkida bulunarak enerji tiretimi i¢in hizli bir yol olusturur. (Granchi ve digerleri, 2014;
Salamon ve digerleri, 2017). Warburg etkisi sonucu olusan laktat, bu siirecte sadece atik iiriin
degil, aksine hiicre go¢iinii, yeni damar olusumu, immun sistemden kagis1 ve radyoaktif direnci
gelistirerek tiimor invazyonunu arttiran bir ajan olarak rol oynamaktadir (Draoui ve digerleri,
2013; Salamon ve digerleri, 2017). Glikoz katabolizmasi, degismis kanser metabolizmasina
atfedilmis belirleyici marker olmasmna ragmen, bu metabolizmadaki degisikligin tek basina
hiicre biiylimesinin metabolik ihtiyaclarini karsiladigi sdylenemez. Son yillarda glutaminin
proliferasyonda Onemli 6l¢lide enerji saglayan kritik besin oldugu anlagilmistir. Glutamin, kan
dolagiminda en bol bulunan esansiyel olmayan aminoasitlerden biridir ve ¢ogalan hiicrelerde

neredeyse her biyosentetik yola katkida bulunur. Timor hiicreleri, glikoz metabolizmasmdaki



metabolik sapmalarinin neden oldugu kayip trikarboksilik asit (TCA) donglsu ara drtnlerini
glutaminden olusturulan a-ketoglutarat (a-KG) ile telafi edebilirler (Jeong ve digerleri, 2016).
Bunun diginda glutaminden {iretilen glutamat, glutatyon sentezinde kullanilabilmektedir.
Glutatyon hiicrenin bagigiklik savunmasi, besin metabolizmasi ve hiicresel islevler i¢in hayati
onem tastyan bir antioksidandir (G. Wu ve digerleri, 2004). Ayrica mitokondriyal reaktif
oksijen tiirlerinin (ROS) etkisizlestirilmesinde 6nemli bir rol oynar. Dahasi, piirin ve pirimidin
sentezinde bir azot dondrii vericisi olarak gorev alir (De Berardinis ve Cheng, 2010). Bu
sebepten kanser htcreleri birgok temel molekiliin biyosentezini stirdurmek i¢in glutaminolizi
tercin edebilmektedir. Bu durum glutamin bagimliligi olarak bilinmektedir. Bazi timor
hiicrelerinin glutamin yoklugunda o6ldiikleri bildirilmektedir (Still ve Yuneva, 2017). Son
calismalar, glutamin metabolizmasmin inhibisyonunun, kanser hiicrelerini tahrip edebilecek
artan ROS tiretimi ile sonuglandigini géstermistir (Elgogary ve digerleri, 2016; Le ve digerleri,
2012). Bu nedenlerle, kanser tedavisinde glikoz ve glutamin metabolizmasinin hedeflenmesi,
kanser hiicrelerinin hayatta kalmalarmi bir sekilde etkileyebilecegini disiindirtmektedir
(Erickson ve Cerione, 2010).

Hiicre Kkiiltiirleri, hiicre mekanizmalarmin anlagilabilmesi i¢in ¢ok uzun yillardir
kullanilmaktadir. ilk olarak Harrison’un 1907°de kesfettigi bu yontem ilerleyen yillarda kanser
calismalari i¢in kullanilmaya baslanmistir (Harrison, 1907). Baslangigta 2 boyutlu (2D) olarak
uygulanan bu yontem yeni tekniklerin gelistirilmesiyle son yillarda yerini 3 boyutlu (3D) hiicre
kiiltliriine birakmaya baslamistir. Kanser ¢aligmalar1 i¢in uygulanan 2D yontemde hiicreler diiz
yuzeyli kiltiir flasklar1 ya da petri kaplarinda plastik yiizeye tutunarak tek tabakali sekilde
iremektedir (Kapalczynska ve digerleri, 2018). Bu yontem baslangicta kabul gérmiis ve kanser
hiicrelerinin davranisi, metabolizmasi ve tedavi yontemleri konusundaki anlayisimizi 6nemli
Ol¢tide ilerletmistir. Bununla birlikte 2D hiicre kiiltiirlerinin bir¢ok dezavantaji vardir. Diiz bir
zeminde tek tabakali sekilde iireyen hiicreler ekstraselliiler matriksten yoksundurlar. 2D hiicre
kiiltiirlerinde ekstraselliiler matriksin yoklugu nedeniyle, in vivo ortamdaki hiicrelerin yapisal
organizasyonunu, morfolojisini, buna bagli olarak da hiicre-hiicre, hicre-ekstraselliiler
etkilesimleri taklit edememektedir. Bu etkilesimler hiicrelerin differansiyonu, proliferasyonu,
gen ve protein ekspresyonu, uyaranlara yanit ve diger hiicresel fonksiyonlarin diizenlenmesi
icin gereklidir (Brancato ve digerleri, 2020; Habanjar ve digerleri, 2021; Kapatczynska ve
digerleri, 2018; F. Xu ve Burg, 2007). Bircok ¢alisma ayni hiicreler 2D ve 3D kiiltiirlendiginde
hicrelerin morfolojisi, hiicresel haberlesme, hiicre gocii ve ilag tepkilerinde farkliliklar

gozlenmistir (Muguruma ve digerleri, 2020; Wanigasekara ve digerleri, 2022). Dig ortamdaki



bu etkilesimlerin eksikligi hiicrelerin polaritesini kaybetmesine, bu da hiicrenin apoptoz
mekanizmasina tepkisinin degismesine neden olmaktadir (Meyers ve digerleri, 2006; Weaver
ve digerleri, 2002). Ayrica birgok c¢aligma 3D hiicre kiiltlirlerinin 2D’ye kiyasla bir¢ok
molekiiler yolun yukari regiile ya da baskilanabilicegini gostermektedir. Protein kinaz B (AKT)
- memeli hedefli rapamisin kompleksi (mTOR) - S6 kinaz (S6K) metabolik yolununun 3D
kiiltiirlerde 2D kiiltiirlere gore daha az aktive oldugu goriilmiistiir (Riedl ve digerleri, 2017).
Bir diger dezavantaj ise 2D kiiltiiriinde, tek tabakali tireyen hicreler, oksijen, besinler,
metabolitler ve sinyal molekiilleri gibi bilesenler sinirsiz erisime sahiptir. In vivo kanser
hiicrelerinde ise, bu durum besin maddeleri ve oksijen gibi maddelerin kullanilabilirligi, timor

yapismin dogal organizasyonu sebebiyle daha degiskendir (Pampaloni ve digerleri, 2007).

Tiim bunlar ele alindiginda en yaygim arastirma modeli hala 2D kiiltiir sistemidir. Bununla
birlikte, 2D kiiltiirlerdeki sinirlamalar nedeniyle, hiicresel metabolizma ve tepkilerle iliskili
stirecleri incelemek icin verimsiz bir model olarak gorulmektedir. 3D modeller, yeni
biyobelirtegler ve yeni tedavi stratejileri arayisinda potansiyel olarak daha iyi bir yaklasimdir.
Bununla birlikte degismis tliimor metabolizmasimi hedeflemek, kanser tedavisi i¢in ortaya ¢ikan
bir terapotik stratejidir. Kanserin tedavisi, teshisi ve prognozundaki temel hedef kanser hiicresi
ile normal hiicre arasindaki metabolik farklara dayanmaktadir ve farkliliklar yaratmaktadir. Son
yillarda kanser hiicresinde metabolik yolaklarda yer alan molekiiler hedefler tedavi agisindan
On plana ¢ikmaya baglamistir. Tez ¢aligmasi sonuglar1 A549 insan akciger kanser hiicresinin
glikoz ve glutamin kullanimimin aydinlatilmasi {izerine yapilan arastirmalara katki saglayacagi
gibi 2D ile 3D hiicre kiltir ortammda glikoz ve glutaminden yararlanma bakimindan bir fark

olup olmadiginin ortaya konulmasi hedeflenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kanser

Kanser, diinya genelinde milyonlarca insani etkileyen karmasik ve yaygin bir hastaliktir.
Viicutta kontrolsiiz bir sekilde biiyiiyen ve yayilan anormal hiicrelerle karakterizedir. Kanser,
herhangi bir organ veya dokuda gelisebilir ve kan dolagim1 veya lenfatik sistem araciligiyla

yakindaki dokulara yayilma veya viicudun diger bolgelerine yayilma potansiyeline sahiptir.

2.2. Kanserin Karakteristik Ozellikleri

Kanserin gelismesini ve ilerlemesini saglayan bir dizi edinilmis 6zellik veya 6zellikler
kanserin aywrt edici 6zellikleridir. Bu ayirt edici 6zellikler ilk olarak 2000 yilinda Douglas
Hanahan ve Robert A. Weinberg tarafindan onerilmis ve 2011 yilinda giincellenmistir.

Kanserin 10 karakteristik 6zelligi vardir (Sekil 1) (Hanahan ve Weinberg, 2011):

1. Buytme sinyallerinde kendi kendine yeterlilik: Kanser hiicreleri blyiimek i¢in kendi
sinyallerini iiretme yetenegine sahiptir, bu da onlarin dig sinyaller olmadan ¢ogalmalarini

saglar.

2. Biiytime Kkarsit1 sinyallere karsi duyarsizlik: Kanser hiicreleri normalde hicre
biliylimesini Onleyen sinyalleri gérmezden gelerek, bolinmeye ve kontrolsiiz bir sekilde

blylimeye devam etmelerine izin verebilir.

3. Doku istilas1 ve metastazi: Kanser hiicreleri birincil tiimérden ayrilarak yakindaki doku
ve organlar istila etme ve ayrica kan dolasimi veya lenfatik sistem yoluyla viicudun diger

bdlgelerine yayilma yetenegine sahiptir.

4. Siirsiz ¢ogalma potansiyeli: Kanser hiicreleri saglikli hiicrelerin dmriinii sinirlayan
normal hiicresel yaslanma ve hiicre 6liim siireglerinden kaginarak siiresiz olarak bélinme ve

cogalma yetenegine sahiptir.

5. Siirekli anjiyogenez: Kanser hiicreleri biiylimek, hayatta kalmak, ihtiya¢ duyduklar1

oksijen ve besinleri saglamak i¢in yeni kan damarlarinin olusumunu tesvik edebilir.
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Sekil 1. Kanser hiicrelerinin karakteristik 0zellikleri (Hanahan, 2022).

6. Hiicre oliimiine kars1 direng: Kanser hiicreleri normalde hasarli veya anormal olan

hiicreleri ortadan kaldiran programlanmais hiicre 6liimiinden (apoptozdan) kag¢mabilir.

7. Enerji metabolizmasmin yeniden programlanmasit: Kanser hiicreleri glikoz ve glikoz
disindaki kaynaklardan enerji elde etmek i¢in metabolizmalarini degistirebilirler. Bu durum da

onlarin diisiik besinli ortamlarda bile biiylimeye ve boliinmeye devam etmelerini saglar.

8. Immun sistemden kagmma: Kanser hiicreleri bagisiklik sisteminin tespitinden ve

saldirisindan kagarak biliyiimeye ve yayilmaya devam edebilirler.

9. Genom istikrarsizlig1 ve mutasyon: Kanser hiicrelerinin biiylime ve hayatta kalma
yeteneklerine katkida bulunabilecek mutasyonlar1 biriktirmeye egilimli kararsiz bir genomu

vardrr.

10. Tiimérii tesvik eden iltihaplanma: Inflamatuar hiicreler ve molekiiller kanser
hiicrelerinin biiylimesini ve hayatta kalmasmi destekleyebilir ayrica tiimorii destekleyen bir

mikro ortamin gelisimine katkida bulunabilir.

Kanserin ayirt edici 6zelliklerini anlagilmasi, kanseri 6nleme, teshis ve tedavi icin yeni

stratejiler gelistirmek i¢in Onemlidir.



2.3. Hucresel Metabolizma

Hiicresel metabolizma, canli organizmalarda yasamin siirdiiriilmesi i¢in gerceklesen
kimyasal reaksiyonlarin tiimiidiir. Bu kimyasal reaksiyonlar proteinler, karbonhidratlar, lipitler
gibi temel makromolekiillerin sentezi ve besin maddelerinin pargalanmasini igerir. Metabolik
reaksiyonlar sirasinda hiicrelerin biiyiime, hareket ve lireme gibi ¢esitli fonksiyonlar1 i¢in
kullanilan enerji tiretilir. Hiicrenin enerji birimi olan adenozin trifosfat (ATP) lireten metabolik
yollar olan glikoliz, sitrik asit siklusu, oksidatif fosforilasyon gibi metabolik yollar hiicresel
metabolizmaya dahildir (Bonora ve digerleri, 2012).

2.3.1. Normal Hiicrelerde Glikoz Metabolizmasi

Glikoz metabolizmasi, bir¢ok organizma icin temel bir enerji tiretim yoldur. Glikoz,
oncelikle glikoliz ad1 verilen bir siirecle pirtivat molekiillerine doniistiiriiliir. Piriivat daha sonra,
oksijen varliginda mitokondriyal solunum yolu aracihigiyla karbondioksit (CO.), su ve ATP
iretmek i¢in kullanilir. Oksijen yoklugunda ise piriivat, laktata doniistiiriiliir (Nelson ve Cox,
2017).

Glikoz ayrica hiicrelerin biiylimesi ve c¢ogalmasi icin gerekli olan yap1 taslarmin
iiretilmesinde de énemli bir rol oynar. Ornegin; glikoz, hiicre zar1 ve niikleik asit gibi birgok

biyomolekiiliin sentezi i¢in kullanilir (Nelson ve Cox, 2017a).

Kanser hiicreleri, benzersiz metabolizmalarimdan dolay1 normal hiicrelere kiyasla daha
yuksek miktarda glikoza ihtiyag duyarlar, bu durum glikoz metabolizmasini kanser gelisimi ve
ilerlemesi icin 6nemli bir faktor haline getirir. Kanser hicrelerinde glikoz metabolizmasi,
glikoliz, pentoz fosfat yolu ve TCA dongiisii de dahil olmak tizere ¢esitli yollarin aktive

olmasini igerir (Gill ve digerleri, 2016).

2.3.2. Normal Hiucrelerde Glikoliz

Glikoliz karbonhidratlarin, 6zellikle glikozun, hiicre i¢inde yikilarak enerji elde etmek

icin kullanildig1 bir metabolik yoldur. Bu yolda glikoz 10 basamakta 2 adet piriivat molekiiliine



dontistiriliir (Sekil 2). Glikozun piriivata pargalanmasi sitoplazmada gergeklesir, oksijen

varligindan bagimsiz olarak ATP iiretilir ve glikoliz olarak adlandirilir (Nelson ve Cox, 2017a).

Glikolizin ilk adiminda, ATP fosfat donorii olarak kullanilarak glikoz, hekzokinaz (HK)
tarafindan glikoz-6-fosfata (G6P) fosforile edilir. Bu geri doniisiimsiiz bir reaksiyondur ve
dolayisiyla glikolizin hiz sinirlayict reaksiyonlarindan biridir. G6P daha sonra glikoz fosfat
izomeraz (GPI) tarafindan fruktoz-6-fosfata (F6P) déniistiiriiliir. Sonra F6P, fosfofruktokinaz-
1 (PFK-1) araciligryla bir ATP kullanarak fruktoz-1,6-bisfosfata (F1,6BP) fosforile edilir. PFK-
1, fizyolojik kosullarda islevsel olarak etkin degildir ve aktive edilmesi i¢in fruktoz-2,6-
bisfosfat gerektirir. Bu reaksiyon, glikolitik yolun diger bir hiz smirlayic1 reaksiyonudur.
Aldolaz, F1,6BP'yi iki trioz fosfata, gliseraldehid-3-fosfat ve dihidroksi aseton fosfata ayirir.
Gliseraldehid-3-fosfat ve dihidroksi aseton fosfat, trioz fosfat izomeraz (TPI) enzimi tarafindan
birbirine doniistiiriiliir. Nikotinamid adenin diniikleotid (NAD) bagimli enzim gliseraldehid 3-
fosfat dehidrogenaz, gliseraldehid-3-fosfati (G3P) 1,3-bisfosfogliserate  dondistiiriir.
Fosfogliserat kinaz, 1,3-bisfosfogliserattan bir fosfat grubunu adenozin difosfata (ADP)
transfer ederek ATP ve 3-fosfogliserat olusturur. Glikoz molekiilii basina bu asamada iki trioz
fosfat molekiilii olusturuldugundan, bu asamada glikoz molekiilii basina 2 ATP molekiili
olusur. Fosfogliserat mutaz (PGM), 3-fosfogliserat1 2-fosfogliserata doniistiiriir. Enolaz, 2-
fosfogliserati fosfoenol piriivata (PEP) doniistiiriir. Pirtivat kinaz enzimi, PEP'ten ADP'ye bir
fosfat grubunun transferini katalize ederek, pirivat ve 2 ATP molekull Uretir. Oksijensiz
kosullarda, piriivat sitoplazmada laktata indirgenir ve bu reaksiyon laktat dehidrogenaz enzimi
tarafindan katalizlenir. Ancak aerobik kosullarda, piriivat mitokondriye alnir ve piriivat
dehidrojenaz kompleksi ile geri doniisiimsiiz bir reaksiyonla asetil koenzim A’ya (asetil-KoA)
dontstiiriiliir. Asetil-Koa daha ileriki asamalarda trikarboksilik asit (TCA) dongiisii araciyla
oksidasyona ugrar. Glikoliz sonu¢ olarak net 2 ATP, 2 (indirgenmis nikotinamid adenin
dindkleotid) NADH dretir, 2 molekil NADH de piriivatin asetil-KoA’ya doniisiimii sirasinda
elde edilir. (Alfarouk ve digerleri, 2014; Nelson ve Cox, 2017a; Yu ve digerleri, 2016).
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Sekil 2. Glikolizin metabolik adimlar1 (Alam ve digerleri, 2016)

Glikoliz, hiicrenin sitoplazmasinda gergeklesen metabolik bir yoldur. Bu metabolik yol,
oksijen kullanmadan ATP olusturur, ancak oksijen varliginda da gergeklesebilir. Aerobik
solunumu ana enerji kaynagi olarak kullanan hiicrelerde, glikoliz yolundan olusan piriivat, sitrik
asit dongiisiinde kullanilabilir ve oksidatif fosforilasyon siirecinden gecerek karbondioksit ve
suya oksitlenebilir. Hicrelerin baglica oksidatif fosforilasyon kullandigi durumlarda, glikoliz
enerji acil durumlar i¢in yedek olarak veya oksidatif fosforilasyon 6ncesinde hazirlik adimi

olarak islev gorebilir (Chaudhry ve Varacallo, 2023).

2.3.3. Pentoz Fosfat Yolu

Pentoz fosfat yolu (PPP), fosfoglukonat yolu veya heksoz monofosfat sant1 olarak da
bilinen glikolize paralel bir metabolik yoldur (Patra ve Hay, 2014).



Pentoz fosfat yolu sitozolde gergeklesir ve iki geri doniisiimsiiz oksidatif reaksiyonu
takiben bir dizi geri doniigiimlii reaksiyon igerir. PPP oksidatif ve oksidatif olmayan yolak
olmak tiizere ikiye ayrilir. Oksidatif yol, G6P’1 glikoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD) enzimi ile
baslayan ribuloz-5-fosfat (Ru5P), CO ve indirgenmis nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
(NADPH)'a doniistiiriir. NADPH, redoks dengesini korumak i¢in stres kosullarinda hayati
oneme sahiptir ve hiicrelerin hizla ¢ogalmasinda 6nemlidir. Oksidatif olmayan yol ise, glikolitik
ara Uriinler F6P, G3P ve sedoheptuloz sekerleri, amino asit sentezi i¢in seker fosfat dnciilleri ve
nikleik asit sentezi igin gerekli olan riboz-5-fosfat (R5P)’1 tiretir (Jin ve Zhou 2019; P. Jiang
ve digerleri, 2014).

Pentoz fosfat yolunun
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Sekil 3. Pentoz fosfat yolu (Nelson ve Cox, 2017a).

Pentoz fosfat yolu, birincil olarak G6PD enzimi ile dizenlenir. G6PD, G6P'nin geri
doniisiimsiiz olarak 6-fosfoglukonolaktona oksidasyonunu katalizler ve bu sirada NADPH
molekilu dretilir (Jin ve Zhou 2019; P. Jiang ve digerleri, 2014). G6PD, PPP'deki hiz sinirlayici
enzimdir ve NADPH/NADP oranina gore diizenlenir (Stanton, 2012). G6PD aktivitesi ayni
zamanda direkt olarak oksidatif PPP’nin aktivitesini yansitir (Jin ve Zhou 2019; P. Jiang ve
digerleri, 2014, Stanton, 2012).



2.3.4. Trikarboksilik Asit Siklusu

TCA dongist (Krebs dongusu, sitrik asit dongusi), oksijenli solunum yapan canlilarin
karbonhidratlardan, yaglardan ve proteinlerden elde ettikleri asetil-KoA'y1r okside ederek
NADH ve flavin adenin dinlkleotid (FADH>) ureten kimyasal tepkimeler buttntdir. TCA
dongusu, sadece glikoz degil ayn1 zamanda yag asitleri, amino asitler ve keton cisimcikleri de
dahil olmak tizere birden fazla substratin beslenebilecegi bir merkez olarak kabul edilir. TCA
dongiisii sirasinda tiretilen ara maddeler, amino asitler ve niikleotidlerin biyosentezi gibi diger

anabolik yollarda da kullanilir (Sekine ve digerleri, 2008).

Aerobik solunum igin kritik 6neme sahip olan TCA dongusu 8 enzimatik reaksiyonu
icerir. TCA dongus, asetil-KoA ve oksaloasetatin sitrat sentaz araciligiyla birlesmesi ve sitrat
olusumuyla baglar. Bu reaksiyonun ardindan akonitazin etkisiyle izomeri olan izositrata
doniistiirtiliir. Daha sonra izositrat, izositrat dehidrojenaz ile oksidatif dekarboksilasyona ugrar
ve a-ketoglutarat ile CO, ve NADH (reterek ayrisir. a-ketoglutarat daha sonra a-ketoglutarat
dehidrogenaz enzim kompleksi araciligiyla dekarboksile edilir ve siiksinil-KoA'ya doniisiir, bu
da baska bir CO2 ve NADH molekili tretir. Stiksinil-CoA daha sonra Suksinil-KoA sentetaz
aracilifiyla stliksinata doniistiiriiliir, bu islem sirasinda bir ATP molekiilii tiretilir. Siiksinat
sonrasinda siiksinat dehidrojenaz enzimi tarafindan fumarata oksitlenir, bu sirada siiksinattan
FADH:.'ye elektron transferi gergeklesir. Fumarat, fumaraz tarafindan hidrate edilir ve malata
dontstiiriiliir. Son olarak malat, malat dehidrogenaz enzimi tarafindan okside edilir ve NADH
iiretir, bu da oksaloasetat1 olusturur. Bu asamada dongii tamamlanmistir ve olusan okzaloasetat
yeni bir asetil-Koa molekiiliiyle birleserek yeni dongliyii baslatabilir. (Cardaci ve Cirilio 2012;
Martinez-Reyes ve Chandel, 2020).

Okaryotik hiicrelerde, hiicresel solunum oncelikle aerobiktir, ancak hiicreler glikolitik
fermantasyon yoluyla anaerobik olarak da enerji tretebilir. Glikoliz yolunda glikozdan 2 adet
piriivat elde edilir. Aerobik kosullar altinda pirlivat mitokondriye girer ve TCA ddnglsu
iizerinden oksidatif fosforilasyonla net 36 ATP iiretilir. Anaerobik kosullar altinda ise piriivat
sitozolde kalir ve laktata doniistiiriiliir. Bu durumda glikoliz basamaginda net 2 ATP, TCA
siklusundan 2 ATP, elektron transport zincirinden oksidatif fosforilasyon yoluyla 32 ATP
uretilir (Nelson ve Cox, 2017b; Roy ve digerleri, 2017). Normal hiicre metabolizmasinda
enerjinin %90’1 mitokondriyal solunum iizerinden elde edilirken, yalnizca %10’u glikolizden

elde edilir (Gill ve digerleri, 2016).
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2.3.4. Glutamin Metabolizmasi

Glutamin hicresel metabolizmada 6nemli rol oynayan ve plazmada en bol bulunan non-
esansiyel amino asittir (NEAA). Normal hiicrelerde glutamin metabolizmasi ¢esitli dnemli
hiicresel siireclere katkida bulunur. Glutamin TCA siklusu, NEAA sentezi, nikleotid sentezi ve
oksidatif fosforilasyon dahil olmak iizere bir¢ok metabolik yol i¢in karbon ve azot kaynagi

olarak kullanilir.

Glutamin solute carrier ailesine dahil olan, SLC1A5, SLC38A1 ve SLC38A217 gibi
plazma zar1 glutamin tasiyicilar1 araciligiyla hiicrelere taginir ve ardindan sitoplazmada
heksozamin, niikleotidler ve asparajin biyosentezi i¢in kullanilabilir. Mitokondriyal
glutaminoliz i¢in sitoplazmik glutaminin SLC1AS araciligiyla i¢ mitokondriyal membrani
gecmesi gerekmektedir. Daha sonra glutamin glutaminaz (GLS)'lar tarafindan glutamata
doniistiiriiliir ve amonyum iyonu agiga c¢ikar. Bu katabolik yol aracilifiyla iiretilen
mitokondriyal glutamat SLC25A18 ve SLC25A22 tastyicilar1 araciligiyla mitokondriden
sitoplazmaya transfer edilebilir ve sitoplazmik glutamat daha sonra glutatyon ve diger
NEAA’larin (alanin, prolin, aspartat, asparajin ve arginin) sentezinde kullanilir (Yoo ve
digerleri, 2020). Mitokondri igerisinde kalan glutamat ise 2 farkli yol ile a-KG’ye doniistiirtiliir.
Bunlardan ilki glutamat dehidrogenaz (GDH) araciligiyla gergeklesir ve NADPH veya NADH
iiretir. Ikincisi ise alanin amino transferaz (ALT), aspartat amino transferaz (AST) ve fosfoserin
transaminaz (PSAT) dahil olmak fiizere transferazlar tarafindan gergeklestirilir ve sirasiyla
aspartat, alanin gibi NEAA’lar ve fosfoserin sentezini gergeklestirir. Bdylece olusan a-KG,
TCA dongustne girer ve oksidatif fosforilasyon yolunu destekleyebilir (De vitto ve digerleri,
2016, L. Yang ve digerleri, 2017, Yoo ve digerleri, 2020). Ayrica a-KG sitoplazmaya alinarak
izositrat dehidrogenaz 1 (IDH1)’in aracilik ettigi rediktif karboksilasyon yolu ile sitrat haline
karboksile edilebilir ve de novo yag asidi sentezi i¢in asetil-KoA'ya doniistiiriilebilir (Nguyen
ve Durén, 2018; L. Yang ve digerleri, 2017; Wei ve digerleri, 2021).

Ayrica glutamin heksozamin biyosensetik yolu (HBP) i¢in amino gruplar1 da saglayabilir.
Fruktoz-6-fosfat aminotransferaz enzimi, glutaminin amino grubunu alarak fruktoz-6-fosfati ve
ardindan N-bagli ve O-bagl glikozilasyon reaksiyonlar1 da dahil olmak iizere posttranslasyonel
modifikasyon i¢in dnemli bir metabolit olan glikozamin-6-fosfat1 olusturur. Bu reaksiyonlar
modifiye proteinlerin ve lipidlerin sinyal iletimine, tagima/salgilama ve diger siireglere katilimi

icin gereklidir (De vitto ve digerleri, 2016; Jin ve digerleri, 2016; L. Yang ve digerleri, 2017).
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Niikleotidler genetik bilginin aktarimi i¢in temel olan DNA ve RNA'nin yap1 taslaridir.
Niikleotid sentezi glutamin dahil olmak {izere ¢esitli amino asitlere ihtiya¢ duyan bir surectir.
Glutamin hem purinlerin hem de pirimidinlerin de novo sentezi igin gerekli olan bir azot
vericisidir ve dolayisiyla hiicre ¢gogalmasi sirasinda niikleotidlerin tiretimi i¢in 6nemlidir. Piirin
biyosentezinde iki adet glutamin molekuliiniin y-azotlar1 piirin halkasina eklenir ve ti¢iincii bir
glutamin ksantin monofosfatin guanozin monofosfata (GMP) doniisiimiinde kullanilir. Diger
azotlar glisin ve aspartat tarafindan saglanir ancak bunlarin birgogu da baslangicta glutaminin
a-azotundan turetilir (DeBerardinis ve Cheng 2010; L. Yang ve digerleri, 2017; Yoo ve
digerleri, 2020; Wei ve digerleri, 2021; J. Zhang ve digerleri, 2017). Pirimidin biyosentezinde
ise bir glutamin molekili karbamoil fosfat sentetaz enzimi tarafindan kullanilir. Bir glutamin
molekiilii uridin trifosfat (UTP) iizerinden sitidin trifosfat (CTP) sentezlemek ic¢in kullanilir
(DeBerardinis ve Cheng 2010; L. Yang ve digerleri, 2017; Yoo ve digerleri, 2020; Wei ve
digerleri, 2021; J. Zhang ve digerleri, 2017).

2.4. Kanser Hucrelerinde Metabolizma

Kanser biyolojisinin en eski arastirma alanlarindan biri kanser metabolizmasidir. Temel
prensip metabolik faaliyetlerin kanser hiicrelerinde normal hiicrelere gore degistigi ve bu
degisikliklerin malign 6zelliklerin kazanilmasmi ve siirdiiriilmesini destekledigi seklindedir.
Bazi degistirilmis metabolik  ozellikler bircok kanser hiicresinde genel olarak
gbozlemlendiginden yeniden programlanmis metabolizma kanserin tipik 6zellikleri arasindadir
(Hanahan ve Weinberg 2011). Metabolizmanin kanser hiicrelerinde nasil yeniden
programlandigi, etkin hale getirilen fonksiyonlarinin veya malign 6zelliklerinin ne oldugu ve

metabolik degisikliklerin terapotik fayda saglamak igin nasil kullanilabilecegi bu alanda

yapilan arastirmalarin temel sorular1 arasindadir.

Pavlova ve Thompson (2016), kanser hiicrelerinde metabolik yeniden programlamanin
timor olusumu ve gelisimindeki roliinii sistematik olarak anlamak icin kanser
metabolizmasinin alt1 6zelligini 6zetlemistir. Bunlar; (1) Diizenlenmemis glikoz ve amino asit
alimi, (2) firsat¢1 beslenme stratejilerinin kullanimi, (3) biyosentez ve NADPH iiretimi icin
glikoliz/TCA dongiisii ara iirlinlerinin kullanimi, (4) artan azot talebi, (5) metabolit tarafindan
yonlendirilen gen diizenlemelerinde degisiklikler ve (6) mikrocevre ile metabolik

etkilesimlerdir.
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Aragtirmacilar kanser metabolizmasinda glikoz ve glutamin katabolizmasinin
biyosentetik yollarin devamliligini saglamak amaciyla metabolik yollardaki hiicre ici

adaptasyonlarin diizenlenmesinde merkezi bir rol oynadigini ifade etmektedir.

2.4.1. Kanser Hiicrelerinde Glikoz Metabolizmasi

Normal hucreler glikozu, glikoliz yoluyla piriivata doniistiiriir sonrasinda sitrik asit
dongiisii ve elektron tagima zinciri araciligiyla enerji tiretir. Kanser hiicreleri ise enerji iretimi
icin alternatif bir yol izler. Otto Warburg kanser hiicrelerinin normal hiicrelere gore ¢ok daha
fazla glikoz tiikettigini ve oksijen varliginda bile piriivat1 TCA dongiisiine yonlendirmek yerine
laktata doniistiirdiigiinii 1920'lerde kesfetti. Bu fenomen, ‘Aerobik glikoliz veya Warburg
etkisi’ olarak bilinir (Sekil 4) (Warburg, 1927). Warburg, sonrasinda bu durumun oksidatif
metabolizmanin bozulmasi olarak yorumlamistir (Warburg, 1956). Ancak bir¢ok arastirmaci
tarafindan oksidatif metabolizmadan aerobik glikolize gecisin alternatif bir yol oldugu, kanser
tipine gore degistigi ve oksidatif metabolizmanin bozulmasmnim s6z konusu olmadigi
gosterilmistir. Ornegin meme kanseri hiicre hatt1 olan MCF-7 ve glioma hiicrelerinde ATP
iretiminin %80’inin oksidatif yol ile %20’sinin ise glikoliz ile gergeklestigi gosterilmistir
(Guppy Ve digerleri, 2002; Martin ve digerleri, 1998; Pasdois ve digerleri, 2003; Zu ve Guppy,
2004).
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Sekil 4. Warburg etkisi (Bose ve digerleri, 2021)

Aerobik glikoliz ile glikoz molekiilii basina sonucunda elde edilen enerji ¢ok azdir ancak
bu siire¢ bazi avantajlar ile kompanze edilir. Birincisi aerobik glikoliz ¢ok daha hizli
gerceklesir. Timor mikro gevresinin ekstraselliiler ortaminda glikoz bulundugu sirece glikoz
alimi artar ve birim zamanda aerobik glikoliz yoluyla TCA dongiisiine gore ¢ok daha hizli
sekilde yeterli enerjiyi iiretebilir. Ikincisi glikolitik akismn yiiksek olmasi bazi ara iiriinlerin
glikolitik yolun farkli noktalarinda lipid, protein ve niikleik asit sentezi yoniinde sapmasina
neden olur. Bu molekiiller proliferatif timor hiicreleri tarafindan bol miktarda ihtiya¢ duyulan
maddelerdir. Glikolitik akigin artmasi hizli ¢ogalan hiicrelerin metabolik ihtiyaglarini
karsilamak i¢in olduk¢a 6nemlidir (DeBerardinis ve digerleri, 2008; Rodriguez ve digerleri,
2021; Yu ve digerleri, 2016). Ugiinciisii TCA dongiisii sonucunda olusan NADH ve ATP
uretimi glikolizin negatif diizenleyicisidir. Kanser hiicreleri fazla pirtivati laktata doniistiirerek
hem sitozolik NADH birikimini 6nler hem de ATP iiretimini azaltir. Boylece hiicreler
mitokondriyal ATP {iiretiminin fazlaliindan kaynaklanan negatif geri besleme baskisindan

bagimsiz olarak sitozolik glikoz metabolizmasini siirdiirebilirler (Pavlova ve Thompson 2016).

Yiiksek glikolitik akis sebebiyle biriken glikolitik ara {irlinler dallanan yolaklara
yonlendirilerek ¢esitli biyosentetik prekiirsorlerin sentezlenmesini saglar. Bu yoldaki ilk dal
olan PPP, NADPH ve riboz-5-fosfat sentezini saglar. NADPH, lipid, niikleotit ve amino asit

biyosentezi icin bir indirgeyici madde olarak gorev yaparken riboz-5-fosfat ise niikleik asitlerin
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biyosentezi igin gerekli yapisal sekerdir. PPP birgok kanser tipinde aktive olmakla birlikte
G6PD’nin kugtk hucreli olmayan akciger kanserli (NSCLC) hastalarda yiiksek eksprese
edildigi ve hastalarin sagkalim oranmin yiiksek ekspresyon diizeyine sahip olmayan hastalara

gore onemli derecede az oldugu goriilmiistiir (Nagashio ve digerleri, 2019).

Bir diger glikolitik ara iiriin olan dihidroksiaseton fosfat, gliserol-3-fosfata doniistiiriiliir
ve hiicre zarlarmin olusumu i¢in gereken fosfolipitlerin ve triagilgliserollerin biyosentezinde
kullanilir. Ayrica NADPH hiicresel glutatyon (GSH) havuzlarmin indirgenmis formlarinin
yeterli duzeylerini korumak icin kanser hiicrelerinde kemoterapdtik ajanlara karsi direnci

saglamak i¢in kullanilir (Pavlova ve Thompson, 2016).

Alt glikolitik yolakta Uretilen 3-fosfogliserat, fosfogliserat dehidrogenaz enziminin
katalizledigi reaksiyon ile serin biyosentezine yOnlendirilebilir. Kanser hicreleri i¢in serin
sadece proteinlerin yapimi i¢in bir yap1 tasi olarak degil ayni zamanda plazma membrani
olusumu i¢in fosfatidilserin igeren fosfolipitler, niikleotid iiretimi i¢in karbon dondrii olarak ve
mitokondriyal NADPH dretimi igin elektron kaynagi olarak da gereklidir. F6P de, glikolizden
ayrilarak heksozamin biyosentezi i¢in bir substrat olarak kullanilabilir. Biyosentez igin
kullanilmayan fazla glikolitik akis ise tercihen piriivat1 laktat dehidrojenaz ile laktata
doniistiiriir, boylece glikolizin devamliligi i¢in NAD* havuzu korunur ve aynmi zamanda
mitokondriye NADH akisini1 azaltarak TCA dongiisiiniin baskilanmasini engeller (Pavlova ve
Thompson 2016). Buna ragmen bir kisim piriivat mitokondriye girer ve sitrat olugturur. TCA
dongiisiinde olusan sitratin biiyiik bir kismi mitokondriyal trikarboksilat tasiyicisi ile
sitoplazmaya salinir. Sitoplazmaya ulastiginda, sitrat ATP sitrat liyaz araciligiyla asetil-KoA
ve oksaloasetate doniistiiriiliir. Sitrat kokenli asetil-KoA, lipid sentezi ve protein asetilasyonu
i¢in bir onciil olarak kullanilir (Shi ve Tu, 2015).

Sonu¢ olarak, glikolitik ara {riinleri, cesitli biyosentetik reaksiyonlara katilmak i¢in
glikolizden ayrilir; bu nedenle, glikoliz dallanma yollarindaki hiz sinirlayici enzimler siklikla

timorlerde yukari regiile edilir (Iorio ve digerleri, 2019).

2.4.2. Kanser Hiicrelerinde Glutamin Metabolizmasi

Bircok kanser hiicresinde ikinci 6nemli metabolik degisiklik glutamin metabolizmasinda
goriiliir. Organlar arasinda azot tastyicisi olarak gérev alan ve plazmada en bol miktarda

bulunan amino asit olan glutamin oksidatif metabolizma ve ATP Uretimi; proteinlerin, lipidlerin
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ve niikleik asitlerin biyosentezi; redoks homeostazi ve sinyal iletim yolaklarnin diizenlenmesi
gibi bir¢ok hiicresel siire¢ i¢in dnemli bir amino asittir (Sekil 5). Cogu memeli hiicresi glutamin
sentezleme yetenegine sahip olsa da hizli ¢ogalma sirasinda glutamin talebi artabilir ki bu
durumda ek hiicre dis1 kaynaga ihtiya¢ duyulur; bu nedenle glutamin kosullu olarak esansiyel
olarak kabul edilir (Lukey ve digerleri, 2013). Kanser hiicrelerinde yiiksek glutamin ihtiyaci ilk
olarak Eagle tarafindan belirlenmistir. Eagle, HeLa hiicrelerinde glutamin ihtiyacinin diger
amino asitlere kiyasla 10-100 kat daha fazla oldugunu tespit etmistir (Eagle, 1955). Klinik
calismalarda farkli timor tiplerinde plazma glutamin konsantrasyonunun saglikli bireylerdeki
glutamin konsantrasyonuna oranla énemli 6l¢iide diisiik oldugu goriilmiistiir (Bode ve Souba

1999; Ling ve digerleri, 2019).

Bir¢ok kanser hiicresinin artan glutamin talebi literatiirde ‘glutamin bagimlilig1’ olarak
adlandirilmaktadir. Glutamin bagimliligmm 6nemli bir nedeni anaplerozdur. Anapleroz
hiicrelerin TCA dongiisiinde yer alan metabolik ara maddelerin eksikligini veya azalmasini
telafi etmek icin baska yollardan bu ara maddelerin yerini doldurma siirecidir. Anapleroz
glutamininin o-ketoglutarata doniistimii ve piriivatin piriivat karboksilaz (PC) araciligiyla
oksaloasetat (OAA) karboksilasyonu olmak tizere iki temel yol iizerinden gergeklestirilir.
Glutamin bagimlis1 olmayan kanser hiicreleri daha yiiksek PC ifadesine sahiptir bu durumda
ortamda glutamin yoklugunda anaplerozisinin siirdiiriilebilirligini saglar (Cheng ve digerleri,
2011; Seller ve digerleri, 2015). Bunun aksine glutamin bagimli hiicre hatlart OAA’nmn %90'm1

glutaminoliz ile glutaminden Uretirler (DeBerardinis ve digerleri, 2007).

Glutaminoliz, hiicrelerin glutamini ¢esitli enzimlerin etkinligi araciligiyla TCA dongiisii
metabolitlerine doniistiirdiigii bir siiregtir. Glutamin kdkenli karbonun TCA dongiisiine girisi
glutamatin a-ketoasit formu olan a-ketoglutarata donistiiriilmesi yoluyla gerceklesir. Glutamin
once glutaminaz (GLS/GLS2) araciligiyla glutamata doniistiiriiliir. Glutamat daha sonra iki ayr1
yol iizerinden o-ketoglutarata doniistiiriiliir. Ik yol, glutamat dehidrogenaz (GDH) etkinligi
aracihigiyla gerceklesir. Ikinci yol ise glutamat-oksaloasetat transaminaz (AST), glutamat-
pirivat transaminaz (ALT) ve fosfoserin transaminaz (PSAT) gibi bir grup transaminazin
etkinligiyle gerceklesir. GDH {izerinden olan akis, potansiyel otofaji indiikleyici amonyak ve
kofaktér NADH veya NADPH (retir. Bununla birlikte transaminazlar aspartat, alanin ve
fosfoserin dahil olmak iizere diger esansiyel olmayan amino asitlerin sentezini saglar. Boylece
olusan a-ketoglutarat TCA dongiislinde bir anaplerotik substrat olarak kullanilabilir. Ayrica
glutaminden turetilen OAA, asetil-KoA ile kondense oldugunda sitrat olusturabilir. Sitrat ATP-

sitrat liyaz ve yag asidi sentetaz aracilifiyla mitokondriyal metabolizmay1 de novo lipogeneze
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baglar. Ayrica yapilan ¢alismalar, hipoksik kosullarda veya mitokondriyal defektlere veya Von
Hippel-Lindau timor baskilayicisinin kaybina sahip kanser hiicrelerinde glutamin kokenli a-
KG, IDH1 veya IDH2 tarafindan rediiktif karboksilasyona ugrar ve olusan sitrat mitokondriden
digariya alir. Daha sonra ATP sitrat liyaz ile asetil-KoA ve OAA’ya doniistiiriiliir. Glutamin
karbonlarindan elde edilen TCA dongiisic metabolitleri, mitokondriyal tasiyicilar ve
mekanizmalar araciligiyla sitoplazmaya salmabilir. Ornegin; mitokondriyal malat-aspartat
tagima sistemi AST araciligiyla tiiretilmis aspartati mitokondrilerden sitoplazmaya tasir ve
burada aspartat malik enzim (ME) aracilifiyla sitoplazmik malata doniistiiriilerek NADPH
tiretimi i¢in kullanilir (L. Yang ve digerleri, 2017).

Yukarida bahsedildigi iizere GLS tarafindan glutamata deaminasyonu sonrasi glutamin,
sitoplazmik aminotransferaz ailesi tarafindan farkli a-ketoasitlere aktarilabilir. ALT, AST ve
PSAT tarafindan amino azotunun transferi sonucunda sirasiyla alanin, aspartat ve fosfoserin
uretilir. Fosfoserin glutatyon sentezi igin gerekli glisin ve sisteinin 6nciisiidiir. Ayrica glisin,
plirin halkasindaki belirli karbon ve azot atomlarinin kaynagidir. Aspartat da ayn1 zamanda
asparajin sentezinin bir onciisiidiir ve bir protein yapi tasi olarak kullanilmasinin yaninda piirin

ve pirimidinlerin sentezinde kullanilir (Nguyen ve Duran, 2018; Vanhove ve digerleri, 2019).

Glutamin TCA dongiisii anaplerozisinde ve protein sentezindeki roliiniin yani sira, piirin
ve pirimidin sentezi i¢in gereklidir. Kanser hiicreleri hizli boliinme ve biiylime yetenekleri
nedeniyle yogun bir niikleotid sentezi gereksinimine sahiptir. Niikleotidler DNA ve RNA'nin
yapi taglaridir ve hiicre boliinmesi, protein sentezi ve diger metabolik siirecler i¢in temel 6neme

sahiptir. Glutamin bu sentezlerde azot donérii olarak gorev alir (Bott ve digerleri, 2019).

Pirin sentezi sirasinda, glutaminin y-azotu, glutamin fosforibozilpirofosfat
amidotransferaz (GIn-PRPP amidotransferaz) enzimi tarafindan kullanilir. Bu enzim,
glutaminin amid grubunu alarak fosforibozil-p-amin (PRA) olusturur. PRA daha sonra diger
reaksiyonlarla birleserek piirin niikleotitlerinin sentezine katkida bulunur. Pirimidin sentezi
strecinde glutamin hem CAD (karbamoil fosfat aspartat diyamiltransferaz) hem de sitidin
trifosfat1 (CTP) sentetaz enzimleri tarafindan kullanilir. CAD enzimi glutaminin y-azotunu
karbamoil fosfatin aspartatla birleserek karbamoil aspartati olugturmasmda kullanir. Karbamoil
aspartat daha sonraki reaksiyonlarda pirimidin niikleotitlerinin sentezine katkida bulunur. CTP
sentetaz enzimi ise glutaminin y-azotunu kullanarak UTP’den CTP olusturulmasinda rol oynar.
Bu siireclerde glutaminin a-azotu kullanilmaz sadece y-azotu nemlidir. insan akciger kanseri
orneklerinin ex vivo kiiltiirlinde ekzojen glutaminin niikleotit sentezi i¢in kullanildig1

gozlenmistir (Sellers ve digerleri, 2015).
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Sekil 5. Prolifere hiicrelerde glutamin metabolizmasi1 (W.H. Yang ve digerleri, 2021).

Glutaminin y-azotu HBP (protein glikozilasyonu i¢in bir 6ncti madde) siirecinde de
gereklidir. Heksozamin biyosentez yolunda (HBP) hem glikoz hem de glutamin
glikozaminoglikanlar, glikolipidler ve glikoproteinler gibi glikokonjugatlarin sentezi i¢in temel
bir yap1 birimi olan uridin difosfat-N-asetilglikozamin (UDP-GIcNACc) Uretimi icin gereklidir.
HBP F6P, glutamin, asetil-KoA ve uridin araciligiyla yasamin dort makromolekiiliinii
(karbonhidratlar, amino asitler, lipitler ve niikleotitler) algilamak i¢in uygun bir konumdadir
ayrica UDP-GICNAc, N-bagl p-N-asetilglikozamin (N-GIcNAc) ve O-baghh B-N-
asetilglikozamin (O-GIcNAC) igin esastir. Akciger kanserinde 6zellikle dikkate deger olan
durum UDP-GIcNACc'in N-asetilglikozamin pargasinin serin ve treonin kalintilarmin hidroksil
grubuna enzimatik olarak eklenmesi olan O-GIcNAc durumudur. O-GIcNAc hiicre sinyal
iletimi, transkripsiyonel diizenleme ve proteazomal bozunma gibi gesitli hiicresel siireglerin
onemli bir diizenleyicisidir. Hiicresel proteinlerin, onkogenlerin ve tiimor baskilayict genlerin
O-GIcNAC tiimor bityiimesi, proliferasyonu, invazyonu, metastazi ve metabolizmasini dnemli
Olcude etkileyebilir (Vanhove ve digerleri, 2019). O-GIcNAc, O-GIcNAc transferazi (OGT)
tarafindan O-GIcNAc eklemesinden sorumlu olan ve O-GleNAc’nin kaldirilmasindan sorumlu
olan O-GIcNAc amidaz tarafindan dinamik olarak diizenlenir. O-GIcNAc transferaz ve O-

GlcNAc'in artmis ekspresyonu ¢esitli kanser tiirlerinde gézlenmis ve kanser biiylimesini ve
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ilerlemesini tegvik ettigi goriilmistiir (Nie ve Y1, 2019). Akciger kanserinde ise OGT'nin artmis
ifadesini ve yliksek O-GIcNAc goriilmiistiir. Buna karsilik OGA seviyeleri kanser dokusu ile

benzer normal doku arasinda 6nemli farklilik géstermemistir (Mi ve digerleri, 2011).

Glutamin metabolizmasi hiicresel ROS homeostasisinin korunmasinda 6nemli bir rol
oynar. Superoksit radikalleri ve hidrojen peroksit gibi ROS molekulleri hiicresel
metabolizmanin dogal yan tirlinleri olup asir1 miktarda bulundugunda zararli olabilirler.
Timorogenez sirasinda kanser hiicreleri degismis metabolizma ve ¢evresel faktorler nedeniyle
artan ROS firetimi yasarlar. Glutaminin ROS kontroliinii saglamadaki en iyi bilinen rollerinde
biri glutatyon sentezi araciligiyla gergeklesir. Glutatyon glutamin kdkenli glutamattan
glutamat-sistein ligaz ve glutatyon sentetaz araciligiyla sistin ve glisin ile kondense edilerek
sentezlenir. Indirgenmis glutatyon (GSH) glutamat, glisin ve sisteinin tclu bir peptididir ve
kanser hastalarmin sitozoliinde sentezlenirken, kiiciik bir yiizdesi mitokondriye tasinir ve
mitokondriyal oksidatif metabolizma sirasinda olusan ROS’a kars1 bir temizleyici olarak iglev
gorir. Yuksek ROS seviyeleri hiicre 6liimii sinyal yolaklarmi aktive eder ve hidroksil
radikallerinin iiretimine yol agar bu da dogrudan DNA, protein ve lipit molekiillerinin hasar
gbrmesine neden olabilir. Toksik ROS seviyelerini énlemek icin timor hiicreleri antioksidan
kapasitelerini arttirirlar. GSH, glutatyon peroksidaz enziminin destegiyle ROS’yi notralize
eder. Bunun karsiliginda, oksitlenmis glutatyon (GSSG), NADPH ve glutatyon rediiktaz
tarafindan indirgenerek GSH'yi yeniden olusturur. Tiimér hiicrelerinin antioksidan kapasitesi,
hizla cogalan ve agresif kanser hiicrelerinin hipoksi ve asir1 ROS seviyelerine uyum saglamasi
icin gereklidir (Vanhove ve digerleri, 2019). Meme, over, akciger, bas ve boyun kanser

tiplerinde GSH seviyelerinin yiikseldigi gézlenmistir (Kennedy ve digerleri, 2020).

2.5. Kanser Enerji Metabolizmasimin Kontroliinde Rol Oynayan Allosterik Enzimler

2.5.1. Hekzokinaz

Glikoz tastyicilar: araciligryla hiicrelere giren glikoz (glikoz veya fruktoz), hekzokinaz
(HK)’lar tarafindan heksoz fosfatina fosforile edilir. HK basamagi glikolizin ilk diizenleyici
admudir ve iiriinii olan glikoz-6-fosfat (G6P) tarafindan geri besleme ile inhibe edilir (Chen ve
Russo, 2012). Glikozun G6P’a fosforile edilmesi glikolitik yol, PPP veya glikojen sentezi i¢in
baslangi¢ noktasidir. HK'nin dort izoformu vardir; HK I, 11, IIT ve IV (hepatositlerde bulunan
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glukokinaz) veya A, B, C ve D olarak adlandirilir. Cogu kanserde HK1 ve HK2 en yiiksek
afiniteye sahip olan glikoz tastyicilarina sahiptir ve antitiimor etkinligi ve timor prognozunun

diizenlenmesinde dnemli roller oynadiklar1 diisiinilmektedir (M. Jiang ve digerleri, 2021)

Fosforile HK-II'ler, dis mitokondriyal zar iizerinde bulunan voltaj bagimli anyon
kanallarina (VDAC) baglanabilir ve bu baglanma mitokondride tiretilen ATP’ye erisim imkan1
saglar. Ayrica HKII'nin mitokondriye baglanmast G6P'nin HK iizerindeki negatif geri
beslemesini azaltarak timorlerde glikoliz araciligiyla glikoz metabolizmasini artirir (Lincet ve
Icard 2014). Glikoliz disinda HK ’ler baska fonksiyonlara da sahiptirler; anti-apoptotik aktivite
icin mitokondriyal dis zara tasmirlar ve Bcl-2 iliskili X protein (Bax) ve VDAC ile etkilesime
girerek sitokrom c¢ salmimini ve kaspaz-9 bagimli apoptozu engellerler (Abbaszadeh ve

digerleri, 2020).

Hekzokinazlar arasinda HK-II, ¢ogu kanser tiirii tarafindan sergilenen Warburg etkisinin
gelisiminde 6nemli bir rol oynar. HK-II izoformu baslica iskelet kasi ve yag dokusunda
bulunur. HK-II'nin asir1 ifadesi bazi timoér dokularinda da goriilir ve kotii prognozla
iliskilendirilir (M. Jiang ve digerleri, 2021). HK-II beyin tiimorleri ve kolorektal kanser disinda
baskin izoform gibi goriinmektedir. Beyin ve kolorektal kanser tlimorlerinde ise HK-I asir1
ifade edilen izoformdur (Moreno-Sanchez ve digerleri, 2007). Hepatoselltler karsinoma (HCC)
hastalarinda ise artan HK?2 ifadesi, diisiik genel sagkalim ile iliskilendirilmistir (Lai ve digerleri,

2022)

2.5.2. Fosfofruktokinaz

Fosfofruktokinaz-1 (PFK-1), glikolizdeki ikinci baglanma adimini gergeklestiren F6P'yi
F1,6BP'ye doniistiiren enzimdir. PFK-1 glikolizin en 6nemli hiz sinirlayici enzimidir. PFK-1
ADP/AMP tarafindan uyarilirken; sitrat, uzun zincirli yag asitleri, laktat ve ATP PFK-1’in
giiclii inhibitorleridir ve glikolitik hiz i¢in negatif geri besleme saglar. Bununla birlikte
hipoksiye yanit olarak O-GlcNAc’nin post-translasyonel modifikasyonu dinamik olarak
PFK1'in Ser529 pozisyonunda indiklenir ve boylece aktivitesini inhibe eder. Bu dizenleme
glikoz akigmin biiyiik bir kismmi PPP yoluyla yeniden yonlendirir ve lipojenez igin temel bir
kofaktor olan NADPH'nin artmasina neden olur. Ayrica GSH'ye katkida bulunarak indirgeme
giicii yenilenmesini artirir ve kanser hiicrelerine biiyiime avantaji saglar (Lincet ve Icard, 2014).

PFK1'nin en guclu allosterik aktivatoru ise fruktoz-2,6-bisfosfat (F2,6BP)’tir. F2,6BP ATP
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varliginda bile PFK-1 aktivitesini indukler, bu da onun bir¢cok timérde PFK1'in aktivitesini
artiran bir rolii olabilecegini diisindiirmektedir. PFK-1’in kaslarda PFKM, karacigerde PFKL
ve trombositlerde PFKP alt birimleri vardir (Lai ve digerleri, 2022). PFKP'nin meme kanseri
dahil olmak iizere cesitli kanser tiirlerinde yliksek seviyede eksprese edildigi goriilmiistiir (L.
Zhang ve digerleri, 2019). Insan akciger kanseri dokularmda ve A549 hiicrelerinde PFK
mRNA'nin normal dokularla karsilastirildiginda asir1  miktarda eksprese edildigini
gozlemlemistir (Minchenko ve digerleri, 2005).

F2,6BP'nin sentezi ve parcalanmasi fruktoz-2,6-bifosfataz (PFK-2/PFKFB) tarafindan
saglanir ve bu enzim hem kinaz hem de fosfataz aktivitelerini icerir. D6rt memeli PFKFB
izoenzimi bulunmaktadir (PFKFB 1-4). PFKFB3 izoenzimi en yuksek kinaz/fosfataz aktivite
oranina sahiptir ve bu nedenle yiiksek F2,6BP seviyelerine yol acar, bu da yiksek glikolitik
hizin stirdiiriilmesini saglar. Buna karsilik F2,6BPaz’in asir1 derecede ekspresyonunun F2,6BP
miktarmi azaltarak glikolizi engelledigi gosterilmistir. PFK-2 ekspresyonunun, kolorektal
kanser, meme kanseri ve servikal kanser dahil olmak tizere ¢esitli invaziv primer tiimorlerde

yiiksek oldugu bulunmustur (Atsumi ve digerleri, 2002).

2.5.3. Pirtivat Kinaz

Pirlivat kinaz (PK) glikolizin onuncu ve son reaksiyonunu katalize eden enzimdir. Bu
reaksiyon fosfoenolpiriivatin pirlivata doniisimiinii katalizleyen ve ATP molekillerinin
iiretimini saglayan bir glikolitik enzimdir. Bu reaksiyon ayni zamanda geri doniisiimsiiz bir

reaksiyondur (Lincet ve icard 2014).

Memelilerde PK; PKM1, PKM2, PKL ve PKR gibi dort izoenzime sahiptir. PKL genel
olarak karaciger, bobrek ve ince bagirsak gibi aktif glukoneojenezi olan dokularda ifade
edilirken PKR, kirmizi kan hiicrelerinde; PKM1 kas, beyin, kalp ve iskelet kas1 gibi yiiksek
enerji tiketimi olan dokularda; PKM2 ise embriyonik hiicrelere ve proliferatif hiicrelerde ve
Ozellikle de tumdr hicrelerinde eksprese edilir (Zhou ve digerleri, 2021). PKM1 normal
dokularda baslica izoenzimdir. Normal dokular kanserlestiginde PKMI1 azalir ve PKM2

seviyeleri artar (Lai ve digerleri, 2022).

PKM2'nin dimer ve tetramer olmak tzere iki formu vardir. Normal ¢ogalan hiicrelerde
PKM2 genellikle tetramerik formdadir ancak tiimor hiicrelerinde PKM2 genellikle dimerik
formdadir (Zhou ve digerleri, 2021). Tetramerik PKM2 yuksek katalitik aktiviteye sahiptir ve
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hicrelerde ATP sentezi ve katabolik metabolizma ile iligkilidir. Dimerik PKM2 ise diisiik
katalitik aktiviteye sahip olan ve glikolitik ara tirinlerin tiretimini kolaylagtiran PKM2'nin daha
az aktif hali olup ara metabolitlerin gliserol sentezi ve pentoz fosfat yolu gibi yan yolaklarina
girmesine izin verir. Bu yolaklar ROS iiretimini baskilamak i¢in NADPH {iretir ve niikleotid

sentezine dahil olur (Dong ve digerleri, 2016).

PKM2'nin dimer ve tetramer arasindaki degisimini kontrol eden c¢esitli faktorler rapor
edilmistir (Sekil 6). F1,6-BP PKM2'nin iyi karakterize edilmis bir aktivatoriidiir. Allosterik
olarak PKM2'ye baglanir ve aktif tetramerin olusumunu kolaylastirir. PKM2 ayrica serin
tarafindan da diizenlenir. Serin PKM2'ye baglanarak onu aktive eder. Serin seviyesindeki
azalma ise hucrede PKM2'nin katalitik aktivitesini azaltir (Zahra ve digerleri, 2020; G. Dong
ve  digerleri, 2016). "5'-Fosforibozil-4-(N-suksinookarboksiamid)-5-aminoimidazol
(SAICAR), de novo pirin nikleotid sentezi yolunun bir ara Grlntdir ve PKM2 aktivitesini
uyarir. SAICAR'm PKM2 ile etkilesimi tiimor hiicrelerinin glikoz smirli kosullarda gelismesine
olanak tanir (Zahra ve digerleri, 2020).

Fosforilasyon, Asetilasyon, Oksidasyon

P ™
Mo

PKM2 Tetramer F1,6BP, Serin, SAICAR PKM2 Dimer

Sekil 6. PKM2'nin yiiksek ve diisiik aktivite arasinda allosterik diizenlenmesi (G. Dong ve
digerleri, 2016)

Fenilalanin (Phe) PK’nin PEP’e olan affinitesini azaltarak hem PKM1 hem de PKM2
aktivitesini azaltan bir allosterik inhibitordiir. Phe baglanma bdlgesi aktif bolge ve F1,6-BP
baglanma bolgesinden farklidir ve F1,6-BP yalnizca Phe ile baglanmig PKM2'yi kismen aktive
edebilir. Phe baglanma bdlgesine ayni zamanda alanin de baglanabilir. Alanin PKM2'nin
allosterik bir inhibitoriidiir ancak PKM1 i¢in degildir. Fenilalanin inhibisyonundan farkli olarak
alanin inhibisyonu PKM2'nin dimerik forma ayrilmasini destekler durumdadir (israelsen ve

Haiden, 2016). PKM2 aktivitesi ayrica fosforilasyon, asetilasyon ve oksidasyon gibi post-
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translasyonel degisikliklerle de diizenlenir ve bu degisiklikler PKM2'nin dimerik olusumunu

saglar (G. Dong ve digerleri, 2016).

PKM2 gastrointestinal kanser, hepatoselliiler karsinom (HCC) ve akciger kanseri gibi
bir¢ok tiimor tipin patolojik siire¢lerinde yer alir. PKM2 bir enzim olarak dogrudan tiimdr hiicre
metabolizmasint veya bir niikleer transkripsiyon kofaktorii olarak farkli sinyal yolaklarini
diizenleyerek tiimor biiylimesini, metastazini ve kemoterapi direncini tesvik edebilir (X. Chen

ve digerleri, 2020; Christofk ve digerleri, 2008).

Piriivat kinaz neredeyse her tiir kanserde asir1 derecede eksprese edildigi rapor edilen bir
enzimdir. Mazurek ve digerleri (2005), ¢ogalan hiicrelerin ve 6zellikle tiimor hiicrelerinin her
ikisinin de PKM2'yi ifade ettigini ancak farkli formlarda eksprese ettigini bildirmistir. Ornegin;
normal akciger c¢ogalan hiicrelerinde PKM2'in tetramerik formu pirtivat Gretmek igin
kullanilan ytiksek aktiviteli bir formdur. Ancak akciger kanseri hiicrelerinde dimerik form her

zaman baskindir (X.B. Li ve digerleri, 2015).

2.5.4. Pirtivat Dehidrojenaz Kompleksi

Pirlivat dehidrojenaz kompleksi (PDHC) kompleksi piriivati dekarboksilasyon ile asetil-
KoA'ya doniistiiren reaksiyonu katalizler. Reaksiyon sonucu CO2 ve NADH agiga ¢ikar. Asetil-
KoA daha sonra oksidatif fosforilasyon i¢in TCA dongiisiinde kullanilabilir. Dolayisiyla PDHC
glikoliz metabolik yolunu TCA donglsine baglar ve NADH araciliiyla enerji
metabolizmasma katkida bulunur (Chen ve Russo, 2010). PDHC kompleksi piriivat
dehidrogenaz (E1), dihidrolipoil transasetilaz (E2) ve dihidrolipoil dehidrojenaz (E3) olmak

Uzere (¢ enzim icerir. Her bir enzimden birden fazla kopyada bulunur (Patel ve digerleri, 2014).

Pirlvat dehidrojenaz  kinazlar (PDK'ler), glikoz metabolizmasmmn baslica
diizenleyicisidir. PDK'nin dort izoformu PDK1, PDK2, PDK3, PDK4 olarak isimlendirilir.
[zoformlar farkli dagilima, 6zgiil baglanma bdlgesi ve degisen baglanma affinitesine sahiptir.
PDK ve piriivat dehidrojenaz fosfataz (PDP) olmak tizere iki tip enzim piriivat dehidrogenazin
Eloa alt birimindeki serin kalintilarmm fosforilasyonu (inhibisyon) ve defosforilasyonu
(aktivasyonu) yoluyla PDHC aktivitesini siki bir sekilde diizenlerler (Sekil 7) (Wang ve
digerleri, 2021). PDHC, coklu koenzimlerden, KoA dahil olmak iizere, ¢ok adimli reaksiyonu
sirasinda kullanir. PDHC, ADP, NAD+, KoA ve substrati olan pirlivatin artmis seviyeleri
tarafindan aktive edilir. Bununla birlikte, PDHC, ATP, NADH ve urtini olan asetil-KoAnin

23



yiiksek seviyeleri tarafindan allosterik olarak inhibe edilir. PDHC'nin ii¢ serin kalintisinin
herhangi birinin piliriivat dehidrogenaz kinazlar1 (PDK'lar) tarafindan fosforile edilmesi,
kompleksi etkisiz hale getirir. PDK'lar, ATP, NADH ve asetil-KoA'nin yiiksek seviyeleri
tarafindan aktive edilir ve yiiksek enerji durumunda PDHC akisinin kapatilmasini giiglendirir.
Buna karsilik, PDK'lar ADP, NAD+, KoA-SH ve piriivat tarafindan inhibe edilir. PDHC'nin
inhibisyon fosforilasyonu geri doniisimliidiir ve mitokondriyal kalsiyum tarafindan aktive
edilen piiriivat dehidrogenaz fosfatazlari (PDP'ler) tarafindan kaldirilabilir (Arnold ve Finley,
2023).

PDK'larin tiim izoformlari, PDHC ve oksidatif fosforilasyonun inhibe edilmesine ve
dolayistyla laktat liretiminin hizlanmasina neden olur. Tiimordeki laktat konsantrasyonu 10-20

mM'ye kadar yiikselebilir ve tiimor proliferasyonu, niiks etme ve sagkalim ile ters orantilidir

(Anwar ve digerleri, 2021).

ADP
NAD* ATP

KoA-SH NADH
pirivat | Asetil KoA

NAD* NADH éﬁKOA SH

A /‘ /_\ \
QH/ » Asetil KOA
Aktif

ADP
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¢ \ oe ékm

2+
Ca g NAD*
: ; NADH KoA-SH
Inaktif Asetil KoA Piriivat

Sekil 7. Pirlivat Dehidrojenaz kompleksinin allosterik diizenlenmesi (Arnold ve Finley, 2023).

PDK 1-3’iin yiiksek ekspresyonlar1 farkli kanser tiirlerinde gosterilmistir. Ayrica daha
yiksek hiicre ¢ogalmasi, migrasyonu, metastazi ve en Onemlisi tedavi direncleri ile
iliskilendirilmistir. PDK4 ise yiiksek oksidatif fosforilasyon aktivitesine ve/veya yiiksek
miktarda TCA dongii ara tirlinlerine bagimli kanserlerde timdr baskilayici olarak islev gorebilir
bunun 6rnegi prostat kanserinde goriilmiistiir. Ayrica, NSCLC ve HCC gibi kanserlerde diisiik
PDK4 diizeylerinin daha agresif tiimorlere ve tedavi direncine yol ag¢tig1 bildirilmistir (Atas ve
digerleri, 2020).
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2.5.5. Sitrat Sentaz

Sitrat sentaz (CS), TCA dongiisiiniin ilk ve hiz sinirlayici enzimidir. Oksaloasetattan sitrat
sentezini katalizler. TCA dongiisiiniin yani sira sitrat ayn1 zamanda yag asitlerinin ve membran

lipitlerinin de novo sentezi i¢in bir karbon kaynagi saglar (Peng ve digerleri, 2022).

Sitratin olusumu, allosterik efektorler tarafindan diizenlenir. Hiicre tipine bagli olarak
stiksinil-KoA, NADH, ATP veya uzun zincirli yag agil-KoA, sitrat sentazin negatif allosterik
diizenleyicisi olarak iglev goriir. Sitrat olusumu ayrica substratlarin bulunabilirligi tarafindan
da diizenlenir ve sitrat CS’nin allosterik bir inhibitordiir. Sitrat yag asit sentezi i¢in Onciileri
(asetil-KoA, NADPH) saglar ve uzun zincirli yag asidi sentezinin baglatilmasimda yer alan
asetil-KoA karboksilazinin pozitif allosterik diizenleyicisidir ve PFK aktivitesinin negatif

modulasyonuyla glikolizi duzenler (Bhagavan ve Ha, 2015).

Sitrat sentazin tiimdrojenezisteki mutasyonel rolleri literatiirde derinlemesine
incelenmemistir. Bununla birlikte Hela, MCF7 ve PC-3 gibi farkli kanser hiicre tiplerinde sitrat
sentazmin kanser metabolizmasindaki iglevsel rolii rapor edilmistir. Sitrat sentazin
baskilanmasiyla metabolizmanin mitokondriyal oksidatif fosforilasyondan glikolize dogru
kaydigimi gosterilmistir. Ayrica sitrat sentaz eksikliginin epitelyum mezenkimal gegisi
indiikledigi ve tiimdrlerin malign davranisini artirdigmi belirtilmektedir (Lin ve digerleri,
2012). Buna karsilik pankreas, bobrek ve over kanserinde sitrat sentazin neoplastik olmayan
hiicrelere kiyasla yiiksek ifade edildigi gosterilmistir (L. Chen ve digerleri, 2014; Schlichtholz
ve digerleri, 2005). Ayrica over kanseri hiicre hatlarinda sitrat sentazin baskilanmasiyla hiicre
proliferasyonun, invazyonun ve migrasyonun in vitro olarak inhibe oldugu goriilmistiir (L.
Chen ve digerleri, 2014).

2.5.6. Izositrat Dehidrojenaz

[zositrat dehidrojenaz (IDH), TCA déngiisiiniin {igiincii enzimidir ve iki asamali bir
reaksiyonu katalizler. ilk adimda, izositrat oksitlenerek oksalosiiksinata doniistiiriiliir ve daha
sonra dekarboksile edilerek 2-oxoglutarata (a-KG) doniistiiriiliir (Ciccarone ve digerleri, 2019).
IDH1, IDH2 ve IDH3 olmak {izere IDH'nin ii¢ izoformu tanimlanmistir. IDH1 ve IDH2
sirastyla sitoplazmada ve mitokondriyal matrisde bulunan NADP" bagimli homodimerlerdir.

IDH3 ise NAD" bagimli heterotetramerik bir mitokondriyal enzimdir. IDH3’iin katalizledigi
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reaksiyon, fizyolojik kosullarda TCA dongiisiinde hiz sinirlayict adimi temsil eder ve ADP
tarafindan aktive edilirken ATP ve NADH tarafindan inhibe edilir. IDH1 ve IDH2 ise hipoksi
durumu veya elektron transport zincirinin disfonksiyonunda tetiklenir ve a-KG'nin reduktif

karboksilasyonunu katalizler (Sicagliola ve digerleri, 2020).

Belirli timorlerde, IDH1 ve/veya 2'de monoallelik aktivasyon mutasyonlar1 tekrarlayan
genetik degisiklikler olarak belgelenmis ve yiiksek tanisal ve prognostik degere sahiptir. Ote
yandan IDH3 alt birimlerinde bir¢ok mutasyon farkl tiirdeki tiimor 6rneklerinden elde edilmis
olmasina ragmen bu mutasyonlarin higbiri IDH 1 ve 2 aktivasyon mutasyonlar1 kadar
tekrarlayan olarak bulunmamistir. Ayrica bu IDH 3 mutasyonlarmin 6nemi veya kanserojenik

rolleri heniiz kanitlanmamustir (Al-Khallaf, 2017).

IDH1 ve IDH2 mutasyonlari farkli kanser tiplerinde goriilmektedir (Amary ve digerleri,
2011; Balss ve digerleri, 2008; Cairns ve digerleri, 2012; Mardis ve digerleri, 2009; Marucci
ve digerleri, 2010; Mi ve digerleri, 2009; Parsons ve digerleri, 2008; Yan ve digerleri, 2009;
Ye ve digerleri, 2018). Bu mutasyonlar a-KG’yi onkometabolit olarak adlandirilan 2-
hidroksiglutarata (2-HG) geviren bir 'yeni tip' bir reaksiyonu tesvik eder (P.S. Ward ve digerleri,
2010). 2-HG'nin yuksek seviyelerinin in vivo olarak gliomalarm olusumuna ve malign

ilerlemesine katkida bulundugu diistiniilmektedir (Dang ve digerleri, 2009).

2.5.7. a -Ketoglutarat Dehidrojenaz (2-Oksoglutarat Dehidrojenaz)

a-Ketoglutarat dehidrogenaz kompleksi (a-KGDC) pirlivat dehidrogenaz kompleksinin
analogudur ve ii¢ enzimden olusur: a-ketoglutarat dehidrogenaz, dihidrolipol transtiksinilaz ve
dihidrolipol dehidrogenaz (iki kompleks icin de ayn1). Genel reaksiyon piriivat dehidrogenaz
kompleksi gibi karmasik bir diizenleyici mekanizmaya sahip degildir. Aktivititesi ATP/ADP,
stiksinil-KoA/KoA ve NADH/NAD oranlarmin yiiksek oldugu durumlarda inhibe olurken
kalsiyum tarafindan uyarilir (Bhagavan ve Ha, 2015).

Kanser hiicreleri ayrica yeni hiicreler i¢in lipid biyosentezine bagimhidir (Hatzivassiliou
ve digerleri, 2005). Yag asitleri biyosentezinin énemli bir dnciisii geleneksel olarak glikoz ve
glutamin metabolizmasi araciligiyla ileri dogru isleyen bir TCA dongiisii tarafindan saglanan
sitrattir. Bunun yerine hipoksik kosullarda veya elektron tasima zinciri (ETC) kusurlar
varliginda kanser hiicrelerinde sitrat glutaminden tiiretilen o-KG'nin rediktif karboksilasyonu

yoluyla olusur ve sitoplazmik ve mitokondriyal NADPH'ye bagimhi IDH1 ve 2 tarafindan

26



sentezlenir (Mullen ve digerleri, 2011; Wise ve digerleri, 2011). a-KG'nin izositrata doniisiimii
daha diisiik a-KGDC aktivitesini veya a-KG/sitrat oraninin yiiksekligini ifade eder. Bu da TCA
dongiisiiniin ters yonde ¢alismasini saglar ve sonucta yeni olusturulan yag asitlerinin sentezini
destekler ve tiimor biiyiimesini kolaylastirir (Mullen ve digerleri, 2011). a-KGDC aktivitesi
hipoksi indiiklenebilir faktér 1 (HIF1) aracilifiyla E1 alt biriminin bir kesit varyantmin
parcalanmasi yoluyla azaltilir ve bunun 6nlenmesi kanser hiicrelerini sitrat veya dis lipidlere
bagimli hale getirirken in vivo timor biytimesini engeller. HIF1 malign kanser hucrelerinde
hipoksik yanitin ana diizenleyicisi olup, PDHC aktivitesini inhibe ederek ve dolayisiyla sitrat
olusumunu engelleyerek a-KG/sitrat oranini artirabilecegi diistiniilmektedir (Kim ve digerleri,
2006). Bu bulgular, HIF1'in TCA metabolitlerinin diizeylerini diizenleme ve a-KG'nin oksidatif
metabolizmadan rediiktif metabolizmaya yeniden yonlendirilmesinde 6nemli bir rol oynadigmi
vurgulamaktadir. Bu baglamda normal oksijen kosullarinda, siirekli HIF1'in aktivasyonunun
tek basmna a-KG'nin rediiktif karboksilasyonunu tesvik edebildigi gosterilmistir (Metallo ve
digerleri, 2011).

Glikoz
Yag Asidi
Lipid biyosentezi

TCA CYCLE

Sekil 8. a-KG metabolik akibeti

2.5.8. Glikoz-6-Fosfat Dehidrogenaz

Glikoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PDH) PPP’nin ilk ve hiz smirlayici enzimidir. PPP
kanser hiicrelerinin hayatta kalmasi ve biiyiimesinde kilit rollerde bulunan niikleik asit sentezi,
yag asidi sentezi ve ayrica indirgenmis GSH'nin iiretimi i¢in NADPH saglar (Patra ve Hay,
2014). G6PDH'nin ifadesi ve aktivitesi sik1 bir sekilde diizenlenir. GO6PDH aktif olmayan bir
monomer veya aktif bir dimer olarak bulunabilir. Tiimor hiicreleri GoPDH’yi nispeten yiiksek

diizeyde ifade eder. Aktivite diizenlemesi agisindan NADP*/NADPH orani bu enzimin ana
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dizenleyicilerinden biridir. NADPH G6PDH'nin aktivitesini negatif olarak dizenlerken,
NADP" ise enzimatik aktivitesi ve uygun konformasyonu icin gereklidir (P. Jiang ve digerleri,
2014; Patra ve Hay, 2014).

Cok sayida ¢alisma mesane kanseri, endometrium karsinomu, prostat kanseri, bobrek
kanseri, mide kanseri, kolanjiyokarsinoma, kolon adenokarsinomu, akciger kanseri, servikal
kanser, over karsinomu, HCC, gliom, pankreas kanseri ve melanom dahil olmak Uzere birgok

kanser tiirinde G6PDH aktivitesinde artis oldugunu gostermistir (R. Li ve digerleri, 2020).

Akciger kanseri ile ilgili olarak G6PDH NSCLC’de asir1 ifade edilmekte olup G6PDH
enziminin asir1 ifadesine sahip hastalarin sagkalim oranmn asir1 ifadesine sahip olmayan
hastalara gore 6nemli 6lgiide daha kotii oldugu goriilmiistiir (Giatromanolaki ve digerleri, 2017;

Nagashiove digerleri, 2019).

2.5.9. Glutamat Dehidrojenaz

Glutaminaz enzimi glutaminin deaminasyonunu gergeklestirerek glutamat ve amonyaga
doniistiirtir. Glutamat daha sonra a-KG, ATP, amino asitler, nikleotitler ve lipidlerin sentezi
icin anabolik karbonlar {iretmek amaciyla TCA dongiisii ara iiriinlerine doniistiiriiliir.
Mitokondride glutamatin a-KG'ye doniistiiriilmesinde birka¢ enzim yer alir. Bunlar GDHI,
GOT2 ve GPT2'dir. Yapilan bir g¢alismada GDHI1'in RNA interferenz araciligiyla
susturulmasinin GPT2 veya GOT2, a-KG retiminde 6nemli 6lciide azalma, anabolik glutamin
bagimli RNA biyosentezinde azalmaya ve yiiksek ROS seviyelerine neden oldugu bildirilmistir
(Jin ve digerleri, 2015). Bu caligmalar GDH aktivasyonunun artan glutaminoliz ile siki bir
sekilde iliskili oldugunu desteklemekte olup, GDH'nin glutamin metabolizmasmin kritik bir
diizenleyicisi oldugunu desteklemektedir. Glutamattan o-KG'ye doniisim oksidatif
deaminasyon yoluyla GDH tarafindan gerceklestirilir. GDH'nin iki izoformu bulunmaktadir:
GDH1 yaygmn olarak ifade edilirken, GDH2 sadece retina, testis ve beyinde bulunmustur.
Memeli GDH en karmasik diizenlemeye sahip olan allosterik enzimlerden biridir. Aktivitesi
hiicrenin metabolik durumuna bagl olarak karmasik bir sekilde diizenlenir. Palmitoil KoA,
GTP ve ATP GDH aktivitesini inhibe edebilirken, ADP ve l6sin allosterik aktivatorler olarak
gorev yapar. Allosterik diizenlemenin yani1 sira GDH'nin post-translasyonel modifikasyon
yoluyla diizenlendigi de bilinmektedir. Daha 6nceki raporlar mitokondriyal bir enzim olan

Sirtuin-4’tn, NAD'yi kullanarak GDH aktivitesini ADP-ribozile ederek ve diisiirerek
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diizenledigini gostermistir. Sirtuin-4'in kayb1t GDH'yi aktive eder ve bdylece amino asit uyarili

insiilin salgisini tesvik eder (Jin ve digerleri, 2015).

Yiiksek GDH seviyeleri farkli kanser tiplerinde gézlenmistir. Meme kanserinde yiiksek
GDH seviyeleri kotu prognoz ile iligkilendirilmistir (Liu ve digerleri, 2015). Ayrica glioma
hiicrelerinde yapilan bir ¢aligmada GDH’nin inhibe edilmesinin hiicre biiylimesini engelledigi

goriilmiistiir (J. Zhang ve digerleri, 2016).

2.6.2 Hiicre Kultri

Hiicre kiiltiirii 1lag kesfi, kanser arastirmalar1 ve kok hiicre ¢aligmalar1 gibi alanlarda
onemli ve gereklidir. Iki boyutlu (2D) hiicre kiiltiirii, 1900'lerin basindan beri hiicrelerin
kiiltiirlenmesinde kullanilan bir yontemdir ve arastrmalarda 6nemli bir rol oynamaktadir.
Hiicre kiiltiirleri hiicre biyolojisini, doku morfolojisini, hastalik mekanizmalarm, ilag etkisini,
protein iiretimini ve doku miihendisliginin gelisimini anlamamizi saglar. Bu kiiltiirler siklikla
bircok ilacin preklinik arastirmalarinda, kanser arastirmalarinda ve gen fonksiyonu {izerine
yapilan ¢aligsmalarda kullanilmaktadir. Kanser arastirmalari alaninda en uygun hiicre kiiltiirii
yontemlerinin sec¢imi, tiimor biyolojisini daha iyi anlagilmasini ve dolayisiyla radyoterapi ve
kemoterapinin optimize edilmesi veya yeni tedavi stratejileri gelistirilmesini saglayabilir
(Kapalczynska ve digerleri, 2018). Bu avantajlar bir yana 2D hiicre bu sistemin ayn1 zamanda
bircok dezavantaji vardir. ilk olarak, 2D Kkiiltiirdeki hiicreler, dogal doku veya tiimér
formasyonunu taklit etmezler. Bu kultir yonteminde, hiicre-hiicre ve hiicre-ekstraselliiler cevre
etkilesimleri, timor kiitlesinde oldugu gibi temsil edilmez. Bu etkilesimler, hiicre farklilagsmasi,
proliferasyonu, canliligi, gen ve protein ifadesi, uyarilara tepki, ilag metabolizmas1 ve diger
hiicresel fonksiyonlar igin sorumludur (Costa ve digerleri, 2016; Pampaloni, 2007). Hiicreler
izole edilip 2D kosullara transfer edildikten sonra, hiicrelerin morfolojisi ve hiicre boliinme
sekli degisir. 2D kiiltlirle birlikte cesitli fenotip kaybi da ortaya c¢ikar. Hiicrelerin degisen
morfolojisi, fonksiyonlarini, hiicre igindeki yapilarin organizasyonunu, salgiyr ve hiicre
sinyallesmesini etkileyebilir (Kapatczynska ve digerleri, 2018). Adherent hiicreler, dis ¢cevre ile
etkilesimlerindeki bozukluklar nedeniyle polaritelerini kaybederler, bu da bu hiicrelerin
apoptoza vb. ¢esitli olaylara tepkilerini degistirir. 2D kiiltiiriin bir diger dezavantaji, hiicrelerin
oksijen, besin maddeleri, metabolitler ve sinyal molekiilleri gibi ortamin bilesenlerine sinirsiz

erisime sahip olmasidir. In vivo kanser hiicreleri igin ise besin, oksijen vb. olanaklar, timor
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kiitlesinin dogal mimarisi nedeniyle daha degiskendir. Ayrica, 2D sistemde gen ekpresyonu,
topoloji ve hiicrenin biyokimyasi degistigi gozlemlenmistir (Kapatczynska ve digerleri, 2018).
2D sistemlerin bir¢ok dezavantaji nedeniyle, dogal bir tiimor kiitlesini daha iyi taklit edebilen

alternatif modeller bulma ihtiyac1 dogmustur.

2.6.1. 3D Hucre Kaltlru

Cogu 3D Kkiiltiir teknigi, non-adharent plateler, yogunlastirilmis medyumda veya jel
benzeri maddelerde kiilturler ve iskeleli 3D kulttr sistemleri olarak kategorize edilir (W.J. Ho
ve digerleri, 2010). Ancak, mevcut olarak bu teknikler 2D’deki tiim eksiklikleri
kapatamamaktadir. 3D sistemlerin kendi giiclii yanlar1 ve smnirlamalar1 bulunmaktadir. Bu
nedenle, belirli bir uygulama i¢in en uygun 3D hiicre kiltir modelini segmek gerekmektedir.
Ornegin, iskele tabanli modeller hiicre-ECM etkilesimlerini daha iyi taklit ederken, belirli bir
boyuta sahip iskelesiz sferoidler hiicresel ve fizyolojik gradyanlara daha uygun hale
gelmektedir (Langhans, 2018).

3D kiiresel sekilli sikica bagl hiicresel agregatlar olan sferoidler, ilk olarak 1970'lerin
baslarinda Sutherland ve meslektaslar1 tarafindan tanitild1 (Sutherland ve digerleri 1970). Iskele
olmadan yapilan 3D kiiltiir yontemleri, hiicrelerin asili damla mikroplakalari, ultra-diistik
yapisma kaplamali diisiik yapigsma plakalar1 veya mikropatentli plakalar gibi 6zel kiiltiir
plakalarinda kendi kendine toplanmasina dayanir. Bu yontemler, sferoid olusumunu tesvik eden
ultra-disiik yapisma kaplamali diisiik yapisma plakalar1 veya mikroakiskan hiicre kiiltiirii igin
mikropatentli plakalar gibi 6zel olarak tasarlanmis kiiltiir plakalarinda hiicrelerin bir araya

gelmesini saglar (Langhans, 2018).

Diiz, U veya V seklinde alt tabanlara sahip sferoid plakalari, hiicre yapismasini
engellemesinden yararlanarak hiicre toplanmasmi ve sferoid olusumunu tesvik etmektedir.
Ancak, asil1 damla tekniginin aksine, sferoidlerin uzun siireli kiiltiir veya deneysel islemler i¢in
farkli bir plakaya aktarilmasi genellikle gerekli degildir. 96 veya 384 kuyulu plakalar,
damlaciklara kiyasla daha yiiksek bir hacim kapasitesine sahiptir ve sferoidleri manipiile etme
ihtiyacini ortadan kaldirir. Diislik yapisma plakalar1 genellikle polistiren malzemeden yapilmis
olup hidrofilik veya hidrofobik kaplamalarla islenir, Ornegin yapigsmayan polimer poli(2-
hidroksietil metakrilat (Ivascu ve Kubbies, 2006) veya agaroz gibi dogal polimerlerdir (Q. Li

ve digerleri, 2011). Kaplama, hicrelerin tercihen sferoid olusturmak igin bir araya gelmesini
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saglayacak sekilde hiicrelerin yiizeye baglanmasini azaltir. Daha biiyiik hacimleri sayesinde
diisiik yapisma plakalar1 ¢ok hiicreli kiiltiir i¢in uygundur ve siklikla tiimor hiicreleri lizerinde
yapilan calismalarda kullanilir. Ornegin, kitozan-hiyaliironan substratlari {izerinde yetistirilen
iki NSCLC hiicresinden olusan ¢ok hiicreli sferoidler, daha fazla kok hiicre benzeri 6zellikler,
hiicre hareketliliginde artis, epitelyal-mezenkimal gegis (EMT) i¢in isaretleyicilerin ifadesinde
artig ve kok hiicre benzeri hiicrelerin 2D hiicre kiiltlirlerine kiyasla ¢oklu ilag direnci
sergilemistir (Langhans, 2018). Hastadan elde edilen meme kanseri hiicrelerinin sferoidleri,
hipoksi, dormantlik, anti-apoptotik 6zellikler ve ilag direnci gibi in vivo timor 6zelliklerini

simule ettigi goriilmiistiir (Imamura ve digerleri, 2015).

2.6.2. 3D Sferoidlerin Ozellikleri

3D tiimor sferoid hiicre kiiltiirleri, farkli kanser tiirlerinin in vitro modellerini olusturmak
icin yaygin olarak kullanilan mikro boyutta hiicresel birlesimlerdir. Olusumlarinin ardindan, bu
in vitro modeller, kat1 tlimorlerin ¢esitli 6zelliklerini taklit etme yetenegi kazanirlar (Nunes ve

digerleri, 2019).

2.6.2.1. Sferoidlerde Heterojenite ve Hicre-Hicre Sinyallesmesi

Tiumor sferoidleri, yalnizca kanser hiicrelerinden (homotipik sferoidler) veya kanser
hiicrelerinin diger hiicre tipleriyle (heterotipik sferoidler) kiiltiire edilebilirler. Heterotipik
sferoidlerde kanser ve stromal hiicreler arasindaki farkli oranlar kullanilarak, kati tiimorlerde
bulunan hticresel heterojeniteyi daha iyi taklit etmek mimkindir (Costa ve digerleri, 2014).
3D sferoidlerde tiim hiicreler yakin temas halinde biiyiir, bu da tiimdrlerde gdzlenen fiziksel
iletisim ve sinyal yolaklarinin etkinligini saglar (Hanahan ve Coussens, 2012). Ayrica Kanser-
stromal hiicre sinyallesmesi kemoterapiye direngli bir ortamin olusturulmasi acisindan

onemlidir. (Correia ve Bissell, 2012; McMillin ve digerleri, 2013).
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2.6.2.2. Sferoidlerin Yapisi

Sferoidlerdeki yapi, kat1 timorlerde oldugu gibi farkls hiicre tabakalarindan olusur (Sekil
9). D1s tabaka, yiiksek cogalma oranlarina sahip hiicrelerden olusurken, orta tabaka esas olarak
yaslanmig hiicrelerden olusur ve ¢ekirdek olii hiicreleri icerir (Han ve digeleri, 2021; Mehta ve
digerleri, 2012). Sferoidin ¢eperindeki hiicrelerin yiiksek ¢ogalma hizinin nedeni, oksijen ve
besinlere daha kolay erisimdir. Buna paralel olarak, sferoidlerin i¢indeki hiicreler oksijen ve
besinlerin eksikligi nedeniyle yaslanmis veya nekrotik bir durumdadirlar (Han ve digerleri,
2021; Matsuaki ve digerleri, 2014). Bununla birlikte hipoksik ortamlarda kanser hicreleri,
enerji elde etmek i¢in pirtivat1 laktata doniistiiriir ve Sferoidlerde laktat birikimi, i¢ kismin
asidifikasyonundan sorumludur. Bu durum aynmi zamanda in vivo kati timorlerde de

g6zlenmektedir (Koppenol ve digerleri, 2011; Trédan ve digerleri, 2007).

Metabolik atiklar, CO:

—

Oksijen, besin maddeleri, metabolitler

Proliferatif o
hiicreler
Uykudaki
hiicreler
Nekrotik \
cekirdek

Sekil 9. Sferoid Yapist (Acland ve digerleri, 2018)

Sferoidlerdeki hiicre tabakalarinin organizasyonu, antikanser ilaglarin veya ila¢ yiikli
nano tastyicilarin tedavi etkinliginde sorunlara neden olur. Sferoidin i¢ tabakasinda, yani
hipoksik bolgede, anti-kanser ilaglarin tedavi etkinliginin daha diisiik oldugu goriilmiistiir.
(Trédan ve digerleri, 2007). Kanser hucreleri Gzerinde etkili olan ilaglar, sferoidlerin ic
bdlgelerinde yaslanmis ve nekrotik hiicrelerden olustugu i¢in terapotik etkinligi daha azdir
(Minchinton ve Tannock, 2006; Trédan ve digerleri, 2007). Ayrica, sferoidin i¢ kisminin
karakteristik diisiik pH's1, ilacin, net yiikiinii degistirebilir ve tiimor penetrasyonunu ve hiicre

ici alimini etkileyebilir (Minchinton ve Tannock, 2006). Ek olarak, diisiik ¢evresel pH'ya yanit
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olarak, kanser hicreleri hipoksi indikleyici faktor ailesinin Gyelerinin ekspresyonunu saglar.

Bu da kanser hiicrelerinde proliferasyonunu artirir ve sag kalimi destekler (Harris, 2002;

Vaupel, 2004).

2.6.2.4. Ekstraselliler Matriks-Hucre ve Hicre-Hucre Etkilesimleri

3D sferoidler, kollajen (6rnegin kollajen V), laminin, fibronectin, proteoglikanlar,
tenaskin gibi hiicre dis1 matriks (ECM) bilesenlerini biriktirir (Chan ve digerleri, 2013; Yeon
ve digerleri, 2013). Sferoidlerdeki ECM-hiicre (a5- ve B1-integrin) ve hiicre-huicre fiziksel
temast antikanser bilesiklerin tiimor kiitlesindeki penetrasyonunu ve dagilimini simirlayan bir
engel olusturur (Tannock ve digerleri, 2002, Trédan ve digerleri, 2007). Ote yandan, ECM
proteinlerinin birikimi sferoid yogunlugunu artirir ve interstisyel sivi basincini yiikseltir. Bu
durum, tiimor hiicrelerinin ECM'nin organizasyonunu ve protein birikimini degistirerek, ilag
penetrasyonunu simirlayan bir fiziksel engel olusturmasinin yani sira, ECM proteinlerinin
konveksiyon yoluyla sivi basincmi artirarak da etki gosterebilir (Hamilton ve Rath, 2019;
Minchinton ve Tannock, 2006; Najafi ve digerleri, 2019; Sangaletti ve digerleri, 2017). Buna
ek olarak, ECM ile iliskili sinyal yolaklar1 (yani ECM-hiicre etkilesimleri), tiimér ilerlemesini
etkileyebilmektedir. (Popova ve Jiicker; 2022; Van Dijk ve digerleri, 2013). Ozellikle, ECM-
hiicre etkilesimleri, ECM yapisin1 degistirebilen proteinazlarin (metalloproteinazlar gibi)
ekspresyonundan sorumlu olabilir ve bu da kanser hiicrelerinin metastazini miimkiin kilar (P.

Lu ve digerleri, 2012; Van Dijk ve digerleri, 2013).

2.6.2.5. Biiyiime kinetigi

Kat1 tiimorlerin biiyiimesi, genellikle iki ana asamada &zetlenebilir. ilk biiyiime
doéneminde, kati timoriin hacmi iistel olarak artar. Bu, avaskiiler biiyiime evresidir (J.P. Ward
ve King, 1997). Sonrasinda, hiicresel bliylime uyku fazinda siirdiiriilir ve daha sonra pro-
anjiojenik faktorlerin salgilanmasiyla yeni damarlarin olusumuyla baslayan vaskiiler biiyiime
ve proteazlar araciligiyla ECM sekillenmesi evresi baslar (Van Dijk ve digerleri, 2013).
Sonrasinda, kanser hiicreleri invazif 6zellikler kazanir ve uzak bolgelere metastaz yapar. Benzer
bir biiyiime sekli sferoidlerde de bulunur, yani erken asamalarda sferoid hacmi iistel olarak artar

ve genellikle ¢ap1 200-500 pm'ye ulagana kadar devam eder. Daha sonra hacim biiyiime hiz1
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azalmaya bagslar ve sferoidin hacmi sabit kalir (Byrne, 2010, Costa ve digerleri, 2014; Ward ve
King, 1997). Bu biiyiime profili, sferoidlerin katmanli bir yapiya sahip olmasindan dolay1
onemlidir (Ward ve King, 1997).

2.6.2.6. Gen Ekspresyonu

Hiicresel gen ifade profilleri, mikrodokularin karakteristik 3D hiicresel organizasyonu
tarafindan giiclii bir sekilde etkilenir. Sferoidlerdeki gen ifadesi, in vivo kati tiimorlerde
gozlemlenen gen ifadesi ile karsilastirilabilir. Melanom hicrelerinde yapilan bir arastirmada
2D ve 3D sferoid kilturlerinde kemokinler, pro-anjiojenik faktorler ve hiicre adezyon
molekillerini kodlayan 179 genin ifadesini analiz edilmis ve karsilastirmislardir. Sonuglar,
bircok genin 3D sferoidlerde agir1 ifade edildigini gdstermistir (Ghosh ve digerleri, 2005). ilging
bir sekilde, asir1 miktarda ifade edilen genler, deri kanserinin ilerlemesi, invazyonu ve
metastazinda O6nemli roller oynadigi gorilmiistir (Ghosh ve digerleri, 2005). Ayrica,
kolorektal, mezotelyoma, karaciger hepatoseliiler karsinom sferoidleri icin benzer sonuclar
bildirilmistir (Barbone ve digerleri, 2016; Chang ve Hughes-Fulford, 2009; Luca ve digerleri,
2013).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler

Calisma kapsaminda Aydin Adnan Menderes Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dalinda bulunan buzdolabi/derin dondurucu (Bosch KDV4200NE, Almanya),
santrifiij (Niive NF800 R, Tiirkiye), distile su cihazi (Niive NS103, Tiirkiye), elisa okuyucu
(Optic ivymen system 2100-C, Ispanya), sicak su banyosu (Niive ST 402, Tiirkiye) ve
spektrofotometre (Shimadzu UV-1601, Cin) -80° derin dondurucu (Nuarie, USA), 96’11 ultra
low attachment pleyt (Greiner Bio one, Almanya), laminar akiml kabin (Nikleon, Turkiye)
hemositometre (Marienfield, Almanya), CO, inkibatori (Nive EC160, Turkiye), 1sik
mikroskobu (Olympus CX31, Japonya) invert mikroskop (Euromax oxion inversio, Hollanda)
sarjli pipetor (Capp controller, Danimarka), mikropipet (Microcult, Avusturalya), kriyo tip
(Microcult), pipet ucu 1ml, 200uL (Microcult), steril filtre (microcult), 75 cm? flask (Spl
lifescience, Kore), 96’11 ve 24°1i hiicre kiiltiirii pleyti (Spl lifescience, Kore), falkon tip 15 ve
50 ml (Labselect, Cin), steril enjektér (Ayset, Tirkiye), orbital shaker (Dlab, Cin) kullanildi.

3.1.2. Kullamilan Kimyasal Maddeler

Hucre kalturd medyumu (Serox, SLD-526-500, Almanya), (Elabscience, EP-CM-L0093,
EP-CM-L0040, EP-CM-L0035, Cin), 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromur (MTT) (Serva, 180770) non-esansiyel amino asit ¢cozeltisi (W/o glutamin, Serox, SRM-
813-500), fosfat tamponu cozeltisi (PBS) (Sigma), penisilin-streptomisin Gibco (15140122),
etil alkol (isolab, Almanya), fetal sigir serumu (Serox, SRX 181H-500), %0,25 Tripsin-EDTA
(Serox, SLTE-586-100), etil alkol (Isolab, Almanya) elisa tetleri icin Bioassay Tecnology
Labaratory’den (BT LAB, Kore) satin alinan insan hekzokinaz (HK, BT LAB, E0888Hu),
Fosfofruktokinaz (PFK, BT LAB, E2097Hu), glikoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PDH, BT LAB,
E2206Hu), piruvat kinaz (PK, E0728Hu) ve pirtivat dehidrojenaz E1 (PDHC-E1, E0889Hu),
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sitrat sentaz (CS, E0705Hu), isositrat dehidrojenaz (ICD, E0823Hu), o-ketoglutarat
dehidrojenaz veya diger adiyla 2-oxoglutarat dehidrojenaz (OGDH, E7589Hu), glutamata
dehidrojenaz (GDH, E1376Hu) ELISA kitleri kullanild1

3.2. Yontem

3.2.1. A549 hicresi

A549 hiicreleri, akciger adenokarsinomundan tiiretilen bir epitelyal hiicre hattidir. A549
hiicreleri ilk kez 1972 de D.J. Giard tarafindan 58 yasindaki Kafkas bir erkekten alinmistir
(Giard ve digerleri 1973). Calismada ADU Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Laboratuvari
stoklarinda bulunan 16. Pasaj A549 hiicre hatt1 kullanildi.

3.1.2. Hicre Kiltiiri Ortamm

Hiicre kiiltiirii ¢alismasi steril laminar akisli kabin igerisinde yiiriitiildii. A549 akciger
kanseri hiicre hatti; 25mM glikoz, %10 FBS, 1mM sodyum piruvat, 4 mM L-Glutamin, 10
U/mL penisilin ve 10 pg/mL streptomisin iceren DMEM besiyerinde 37 °C sicakliktaki %5 CO02
iceren inkiibatorde ¢ogaltildi.

3.1.3. Hucrelerin Cozilmesi

Hiicre kiiltiiriiniin baslangicinda, donmus hiicreler sivi nitrojen veya -80 °C derin
dondurucudan alind1 ve 37 °C’deki su banyosunda ¢ozdiiriildii. Coziinen hiicre siispansiyon 5-
6 mL taze vasat igeren 15 ml’lik falkona aktarilarak 1500 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi.
DMSO igeren siipernatant uzaklastirildi ve hiicrelere bir miktar taze besiyeri ilave edilerek yeni
bir flaska aktarildi. Hiicreler %80-%90 konfluent olana kadar gelisimleri izlendi ve konfluente

ulagtiginda pasajlama islemi gergeklestirildi (Noel ve Barry, 2022).
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3.1.4. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler 75 cm? °lik flasklara ekildi ve her iki-ii¢ giinde bir yaklasik %80-90 yogunluga
ulastiklarinda pasajlandi. Hiicreleri pasajlamak i¢in flask i¢indeki vasat uzaklastirildi, hiicreler
fosfat tampon soliisyonu (PBS) ile iki kez yikanip PBS uzaklastirildiktan sonra, 3 mL Tripsin-
EDTA ilave edilerek 7 dakika boyunca 37 °C’de inkiibe edildi. Hiicreler tutundugu yiizeyden
ayrilmas1 mikroskopta kontrol edildikten sonra tripsinin inhibisyonu i¢in tripsin-EDTA nin iki
kat1 miktarda besiyeri eklendi. 15 mL hacimli falkonlara alinan hiicre siispansiyonu 1500
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant ortamdan uzaklastirildiktan sonra hiicrelere yeni
vasat ilave edildi. Hicreler sayim isleminin ardindan yogunluguna goére 1:2 veya 1:3
oranlarinda yeni flasklara ayrildi ve invert mikroskopta inceledikten sonra %5 CO0. ve 37 °C

sicakliktaki inkiibatore kaldirildi (Noel ve Barry, 2022).

3.1.5. Hiicre Sayim

Hiicre sayimi 151k mikroskobu altinda hemositometre kullanilarak gerceklestirildi (Sekil
10). Hiicre stispansiyonunun 20 pL’si PBS ile 10 kat seyreltildi. Bu karisimdan 25 pL alinarak
hemositometreye aktarilarak hiicreler sayildi. Hiicre sayis1 C = N x sulandirma faktorii x 10%
formiilii kullanilarak hesaplandi. Formiilde C, mL basina diisen hiicre sayisi; N, ortalama hiicre
sayist ve 10%, 1 mm? i¢in hacim doniisiim faktoriidiir. Burada hiicreler 10 kat oraninda
seyreltildigi i¢in sulandirma faktorii 10°dur. Hesaplama sonucunda 1 mL ortamda ne kadar
hiicre oldugu belirlendi. Calismada kullanilacak toplam hiicre sayis1 bu formiile uygun sekilde

hazirlandi (Noel ve Barry 2022).
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Sekil 10. Hemositometrenin mikroskobik gorintlsi

Sekil 10°daki A, B, C ve D alanlarindaki hiicreler sayild1 ve dorde boliinerek ortalamalar1

hesaplandi. Toplam hiicre sayis1 metinde belirtilen formiile gore hesaplandi.

3.1.6 Hiicrelerin 2D Yontem ile Farkh Ortamlarda inkiibasyonu

Hiicreler yaklasik %80-90 konfluent olduklarinda tripsin-EDTA ile kaldirilarak sayim
islemleri yapild1 ve deneysel ¢alismaya gore yeni flasklara veya plakalara aktarildi. Hiicrelerin
tutunmasi i¢in 24 saat beklendi. Hiicrelerin tutunmasi mikroskopta teyit edildikten sonra
Uzerlerindeki vasat 1-) glikoz (25mM) ve L-glutamin (4mM) iceren rutin hicre kalturd
medyumu (EP-CM-L0040) 2-) glikoz icermeyen, L-glutamin (4mM) iceren hiicre Kkiltirt
medyumu (EP-CM-L0093) 3-) L-glutamin icermeyen, glikoz (25mM) iceren rutin hicre
kiltard medyumunda (EP-CM-L0035) 24, 48 ve 72 saat boyunca %5 CO0; ve 37 °C sicakliktaki
etiivde inkiibe edildi. Deneyler 3 tekrarh ¢alisildi.

3.1.7. Hucrelerin 3D Yonteme Hazirlanmasi ve Farkh Ortamlarda inkiibasyonu

Sferoid olusumu corning sferoid olusturma protokolii modifiye edilerek kullanildi. 2D
hiicreler yaklasik %80-90 konfluent olduklarinda tripsin-EDTA ile kaldirilarak sayim islemleri
yapildi ve ULA-pleytlere aktarildi. Farkli sayidaki hiicreler ve farkli inkiibasyon zamanlari ile

yapilan denemeler sonucunda hiicrelerin 25000 hucre/kuyucuk konsantrasyonunda ekilmesine
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ve sferoid olusumu i¢in 48 saat izin verilmesine karar verildi. Hucreler ekildikten sonra 48 saat
boyunca %5 CO02 ve 37 °C sicaklikta inkiibe edildi. 48 saat sonunda sferoidlerin olusumu
mikroskop ile teyit edildikten sonra ortamdaki DMEM uzaklastirilip, hiicreler 2 defa PBS ile
yikandiktan sonra Elabscience’tan satin alinan 1-) glikoz(25mM) ve L-glutamin(4mM) iceren
rutin hticre kiiltiri medyumu (EP-CM-L0040) 2-) glikoz icermeyen, L-glutamin (4mM) igeren
hicre kalturd medyumu (EP-CM-L0093) 3-) L-glutamin igermeyen, glikoz (25mM) igeren
rutin hicre kiltiri medyumunda (EP-CM-L0035) ¢ farkli medyumda 24, 48 ve 72 saat
boyunca %5 CO> ve 37 °C sicakliktaki etiivde inkiibe edildi. Deneyler 3 tekrarli ¢alisildi.

3.1.7. Hiicre Canhlik Testi (MTT)

3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) sar1 renkli bir formazan
tuzdur. Prolifere hiicreler artan mitokondriyel dehidrojenaz enzim aktivitesi ile MTT yi mor
renkli suda ¢oziinmeyen formazan kristallerine doniistiiriir (Sekil 11). Olusan bu kristaller
dimetil silfoksit (DMSO)’da veya izopropil alkolde ¢Oziiniir. Daha sonra hiicre canliligi
spektrofotometrik olarak belirlenir ve uygulama yapilmayan hiicrelerin canlilig1 %100 kabul

edilerek, uygulama yapilan hiicrelerin canlilig1 bu hiicrelere gore yilizde (%) olarak belirlenir.
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MTT Formazan
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2 5- ((E.Z)-5-(4,5-dimathyithiazol-2-yl)-1,3-
diphenyhetrazolium bromide) diphenyllormazan)

Sekil 11. MTT testinin ¢alisma prensibi (Kamiloglu ve digerleri, 2020)

MTT testi i¢in Ho’nun makalesinde kullanilan metodu modifiye edilerek kullanilmigtir
(W.Y. Ho ve digerleri, 2012). Ayn1 sayidaki hiicreler (25000 hiicre/kuyu) 2D yontemi igin
24’1a pleytlere, 3D i¢in 96’l1 ULA-pleytlere ekilmistir. MTT testi i¢in hiicreler dnceden
belirtilen 3 farkli medyum ile 24, 48 ve 72 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda her bir

kuyucuga iizerindeki vasat uzaklastirilarak, her grup i¢in kendi grup vasatinda hazirlanmig
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%10’luk MTT (5mg/ml) soliisyonundan ilave edildi. Pleytler 4 saat boyunca 37 °C %5’lik C0>
iceren etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonu kuyucuklardaki vasatlar bertaraf edildi. 3D
yontem igin olusan fomazan kristalleri uygun miktardaki DMSO’da ¢6zdiiriildii. 2D yontem
icin ise formazan kristalleri uygun miktarda DMSO’da ¢ozdiiriildiikten sonra sivini 200 pl’si
24°lik pleytten 96’lik pleyte aktarildi. Daha sonra pleytlerin 570 nm’de spektrofotometrik
Oletimii gerceklestirildi.

Hesaplamalarda % canlilik degerini bulmak i¢in asagidaki formiil kullanildi:
% canlilik= (Ornek/Kontrol) x100

Kontrol: 25 mM Glikoz (+) ve 4 mM Glutamin (+) igeren DMEM uygulanan kuyucugun

absorbansi

Ornek: Glikoz icermeyen 4 mM glutamin iceren veya Glutamin icermeyip 25 mM glikoz

iceren kuyucuktaki testin absorbansi

3.1.8. Enzimlerin ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) ile Tayini

Calismada spesifik antikorlarin antijen ile etkilesmesi ve olusan antijen-antikor
kompleksinin enzim isaretli antikor ile baglanarak enzim aktivasyonunun O6l¢iilmesi esasina
dayanan sandvi¢ elisa yontemi kullanildi. Renkli iiriin olusumu enzim miktariyla dogru

orantilidir.

Hazirlanan hiicre lizatlarinda tamami Bioassay Tecnology Labaratory’den (BT LAB)
satin alan insan hekzokinaz (HK, BT LAB, E0888Hu), Fosfofruktokinaz (PFK, BT LAB,
E2097Hu), glikoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PDH, BT LAB, E2206Hu), piruvat kinaz (PK,
E0728Hu) ve pirlivat dehidrojenaz E1 (PDHC-E1, E0889Hu), sitrat sentaz (CS, EO705Hu),
isositrat dehidrojenaz (ICD, E0823Hu), o-ketoglutarat dehidrojenaz veya diger adiyla 2-
oxoglutarat dehidrojenaz (OGDH, E7589Hu), glutamat dehidrojenaz (GDH, E1376Hu)
enzimleri ELISA Kiti ile analiz edildi.
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3.1.8.1. Hcre lizatlarinin Hazirlanisi

1. 2D yonteminde farkli medyumlar ile muamele edilen hiicreler 24, 48 ve 72 saat
inklbasyon streleri sonunda, tripsin-EDTA ile kaldirilarak 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi.

2. 3D yonteminde 24, 48 ve 72 saat inkubasyon sureleri sonunda her grup i¢in 25°li
sferoid havuzlar1 olusturuldu ve steril ependorflara aktarildi. Sferoidlerin {izerine 200 pL
tripsin-EDTA ilave edildi ve inkiibator igerisine yerlestirilen orbital shakerda 15 dakika inkiibe
edildi. Daha sonra hiicrelerin tekli hiicreler haline geldiginden emin olmak i¢in nazikge pipetayj
yapildi (Saleh ve digerleri 2020). Sonrasinda 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.

3. Santrifiij sonrasinda siipernatantlar atilarak hiicre peletleri belirli miktarda PBS’de
¢oziildii ve sayim iglemleri yapildi.

4. Bu asamadan itibaren ELISA prosediiriinde yer alan talimatlar takip edilmistir. Hlcre
sayimi1 sonrasinda hiicreler 10° hiicre/mL olacak sekilde PBS ile ¢oziildii ve ependorflara alind.

5. Hiicrelerin lize etmek amaciyla dondur-¢6z islemi uygulandi. -80 derin dondurucuda
dondurulduktan sonra, 37 °C’lik su banyosunda ¢6zdiiriilen hiicrelere iiger kez hizli dondur-¢0z
islemi uygulanarak lizis islemi gergeklestirildi.

6. Lizis tamamlaninca 3,000 rpm’de 20 dakika santrifiij islemi uygulandi.

7. Santrifiij isleminin ardindan siipernatantlar farklit ELISA analizleri i¢in daha 6nceden
ctiketlenen ependorflara paylastirildi ve daha sonra analizi yapilmak tizere -80 derin

dondurucuya kaldirilda.

3.1.8.2 ELISA Yontemi Prosediri

1. Calisma oncesinde 6rnekler ve kitler oda sicakligina getirildi.
2. Standartlar kit prosediiriine uygun sekilde hazirland.

3. Pleyt i¢indeki standart olarak belirlenek kuyucuklara 50 pL standart ¢ozeltisi sirastyla
eklendi.

4. Ornek olarak belirlenen kuyucuklara 40 pL 6rnek eklendi.

5. Daha sonra 6rnek kuyucuklarinin herbirine 10 pL Biotinylated antibody eklendi.
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6. 50 pL Streptavidin-HRP soliisyonu standart ve 6rnek kuyucuklarma eklendi ve pleyt
yapiskan strip ile iizeri kapatilarak 37 °C’de 1 saat inkiibasyona birakild1.

7. Her bir kuyucuk tamamen bosaltilip 300 pL yikama soliisyonu eklendi. Bu islem 5 kez

tekrar edildi ve her yikama asamasinda soliisyonun 45 saniye boyunca kuyucukta bekletildi.

8. Yikama igleminin ardindan kor dahil biitiin kuyucuklara 6nce 50 uL Substrat A
soliisyonu ardindan 50 pL substrat B soliisyonu eklendi ve 37 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.

9. Son olarak biitiin kuyucuklara 50 uLL durdurma soliisyonu eklenerek maviden sariya

renk degisimi gozlemlendi ve 450 nm’de 6l¢iim yapildi

3.1.9. istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi amaciyla SPSS (Statistical Packag for Social
Sciences) for Windows 22 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) paket programi kullanildi. Verilerin
normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilk testi kullanilarak degerlendirildi. Normal dagilim
gosteren gruplar tek yonli varyans analizi (one-way ANOVA)’yla ve gruplar arasi farklarin
onem kontrolu ise post hoc Tukey testi ve Tamhane testi ile yapildi. Normal dagilim
gostermeyen gruplar Kruskall Wallis varyans analizi ile degerlendirildi. Farkin hangi grup veya
gruplardan kaynaklandigini belirlemek i¢in Bonferroni diizeltmeli Mann-Whitney U testi
yapildi. Tekrarl testlerde normal dagilim gosteren gruplarda tekrarli ANOV A, normal dagilim
gostermeyen gruplarda Friedman testi yapildi. p<0.05 degeri 6nemli kabul edildi. Tim veriler

ortalama ve * standart hata olarak verildi.

MTT testlerinde glikozlu-glutaminli medyum kontrol grubu olarak kabul edildi. Normal
dagilim gosteren gruplarin istatistiksel degerlendirmesinde bagimsiz gruplar igin t-testi, normal

dagilim gostermeyen gruplarda ise Mann Whitney U testi kullanild1.
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4. BULGULAR

4.1. Sferoidlerin Olusturulmasi ve Morfolojisi

A549 akciger kanser hiicrelerinden sferoidlerin olusturulmasi amaciyla baslangigta 200
ul vasat ile ULA pleytlere 5000, 10000, 25000, 50000 hiicre/kuyucuk oraninda ekilmistir. 5000
ve 10000 hiicre/kuyucuk oraninda ekilen hiicreler 2 giin sonunda iyi sferoid yapilari
olusturmadig1 goriilmistiir. 50000 hicre/kuyucuk ekilen hicreler 2 glin sonunda iyi sFeroid
yapilar1 olusturmus ancak hucreler %0,25 tripsin-EDTA ile tekli hiicreler haline getirilip trypan
blue ile boyanarak canliliklari incelendiginde canlilik oraninin ortalama %65 olarak tespit
edilmistir. 25000 hiicre/kuyucuk oraninda ekilen hiicreler 2 giin sonunda en iyi sferoid
formlarini olusturmus ve trypan blue ile boyanarak hemositometre ile sayilan hiicreler yaklagik
27000 canli hiicre tespit edilmis ve canlilik orani ortalama %85 olarak belirlenmistir. Bu
sebeplerden 25000 hicre/kuyucuk konsantrasyonu bu tez ¢alismasinda tercih edilmistir. 2 gln
sferoid olusumuna izin verildikten sonra hiicreler farkli medyumlara alinmis ve 24, 48 ve 72.
saatlerde goriintiilenmistir (Resim 1). Sferoid buyuklikleri 24-72. saat araliklarinda 6l¢tilmiis,
zamana bagl olarak sferoidlerin ¢ap uzunluklar1 belirli miktarda artmakla birlikte, farkli
medyumlar arasi karsilastirmada ayni1 zaman araliklarinda benzer sferoid ¢ap uzunluklar: elde
edilmistir. Sferoidlerin gaplar1 belirlenmesi amaciyla Olympus SZX7 streo mikroskop ve
Olympus EP50 kamera kullanilmistir ve ¢aplar1 250-340 pum olarak Ol¢iilmiistiir. Bunun
yaninda sferoidler 24, 48, 72. saatlerde tek hiicreli slispansiyon haline getirilip sayildiklarinda
glikozlu-glutaminli medyumda elde edilen canli hiicre sayist diger gruplara bir miktar daha
diistik oldugu goriilmiustiir (24. Saat ~26000, 48. Saat ~28000, 72. Saat ~32000). Bunun yaninda
glutaminli ve glikozlu ortamlardan alinan sferoidlerin hiicre sayiminda ayn1 saatlerde benzer
hiicre sayilar1 elde edilmistir (24. Saat ~26000, 48. Saat ~29000 72. Saat ~35000).
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Resim 1. Farkli medyumlarda yukaridan asagiya sirasi ile 24, 48, 72. saatlere ait sferoid
gorintaleri (10x baylitme).

4.2. Hiicre Canhiliginin Degerlendirilmesi

A549 akciger kanser hiicreleri farkli yontemlerle ve inkiibasyon siiresine bagli degisen
proliferasyon oranlarin1 belirlemek amaciyla hiicreler glikozlu-glutaminli, glutaminli ve
glikozlu olmak tizere ii¢ farkli medyumda 24, 48 ve 72 saat inkiibe edildi ve canlilik oranlari
MTT hiicre canlilik testi kullanilarak 6l¢tildii.

2D ve 3D yontemleriyle farkli medyumlarda 24, 48 ve 72 saat inkiibe edilen hiicrelerde,
glikozlu-glutaminli medyumdaki canlilik degeri 100 kabul edilerek diger medyumlardaki

canlilik degeri bu degere oranlanmis ve % canlilik orani olarak verilmistir (Tablo 1).
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Tablo 1. 2D ve 3D yontemde farkli medyumlara maruz birakilan uygulama gruplarinda
glikozlu-glutaminli medyuma gore 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen %
canlilik ve standart hata degerleri.

24, Saat 48. Saat 72. Saat
Glutaminli medyum 64,58+3,008 54,61+7,19% 37,63+1,458
2D % Canlilik
Glikozlu medyum 129,85+2,54 137,95+4,85 164,92+1,54*
2D % Canlilik
24 .Saat 48.Saat 72. Saat
Glutaminli medyum 114,21+6,13* 144,65+9,24* 166,75+7,78*
3D %Canlilik
Glikozlu Medyum 113,39+5,68* 142,57+2 824 173,25+11,11*
3D %Canlilik

AB ayni siitunda farkli harfler p<0,001 diizeyinde 6nemi ifade etmektedir.

2D ybnteminde glutaminli medyumda kontrol grubuna gére zamana bagli olarak canlilik
oranlarinda azalma tespit edildi. Elde edilen veriler karsilastirildiginda glutaminli medyumda
kontrol grubuna gore %canlilik oranlarinin 24. saatte %64, 48. saatte %54, 72. saatte %37’si
oraninda oldugu goriildii (Tablo 1). 3D ydnteminde ise glutaminli medyumda kontrol grubuna
gore % canlilik oranmin arttig1 tespit edildi. Canlilik oranlar1 zamana gore karsilastirildiginda,

24. Saatte %14, 48. Saatte %37, 72. Saatte ise %66 oraninda yiiksek oldugu goriildii (Tablo 1).

2D yonteminde glikozlu medyum kontrol grubuna gore zamana bagh degisimi
incelendiginde, canlilik oranlarinin 24. Saatte %29, 48. saatte %37, 72. saate ise %64 oraninda
yiksek oldugu goézlendi (Tablo 1). 3D yontemde glikozlu medyumdaki canlilik oranlari
kontrole gore karsilastirildiginda, 24. Saatte %13, 48. saatte %42, 72. saatte ise %73 oraninda
artmus canlilik tespit edildi (Tablo 1).

2D yodnteminde glutaminli ile glikozlu medyumdaki canlilik oranlar1 karsilastirildiginda,
glikozlu medyumda canlilik oranlarinin 24. Saatte 2 kat, 48. Saatte 2,5 kat, 72. saatte 4,4 kat
fazla oldugu belirlendi. Veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde tiim zaman araliklarinda
anlamli farklilik oldugu goriildl (p<0,001) (Tablo 1) (Sekil 12). 3D yonteminde glikozlu ile
glutaminli medyumdaki canlilik oranlar1 karsilastirildiginda tiim zaman araliklarinda oldukca
yakin canlilik oranlar1 gériilmiis olup, 24 ve 48. saatlerde siras1 ile glutaminli medyumda 1,007
ve 1,01 kat ylksek, 72. Saatte ise glikozlu medyumda 1,05 kat daha yiiksek oldugu tespit
edilmigtir. Veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde anlamli fark tespit edilmemistir

(p>0,05) (Tablo 1) (Sekil 13).
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Sekil 12. A549 akciger kanser hiicrelerinin 2D yontemiyle glutaminli ve glikozlu medyumlarda
24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen % canlilik oranlari. Ayni saatlerdeki

farkli ab harfleri p<0,05 diizeyindeki 6nemi ifade etmektedir.
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Sekil 13. A549 akciger kanser hiicrelerinin 3D yontemiyle glutaminli ve glikozlu medyumlarda
24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen % canlilik oranlari. Ayn1 saatlerdeki

farkli ab harfleri p<0,05 diizeyindeki 6nemi ifade etmektedir.
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4.3. Enzim Miktarlarimin Degerlendirilmesi

Ug farkli medyumda 24, 48 ve 72 saat boyunca muamele edilen A549 hiicreleri 2D ve 3D
yontemlerinde kiiltiire salgiladigi HK, G6PDH, PFK, PDHC-E1, CS, iDH, OGDH, GDH enzim
miktart ELISA yontemi ile tespit edildi.

Elde edilen verilerin karsilastirilmasi 3 farkl sekilde degerlendirildi.

1- 2D yontemindeki enzim miktarinin zamana ve medyumlara gore karsilastirilmasi
2- 3D yontemindeki enzim miktarinin zamana ve medyumlara gore karsilastirilmasi

3- 2D ve 3D yontemlerindeki, enzim miktarmnin karsilagtiriimasi

4.3.1. ELISA ile Elde Edilen Hekzokinaz Sonuglar

2D ve 3D yontemde farkli medyumlara maruz birakilan A549 akciger kanser hiicre
hattinda zamana ve farkli medyumlara bagli olarak HK aktivitesinin (mU/mL) nasil degistigi
incelendi (Tablo 2).

Tablo 2. 2D ve 3D yontemde farkli medyumlara maruz birakilan uygulama gruplarinda 24, 48

ve 72 saat inklibasyonu sonucu elde edilen HK aktivitesi (mU/mL) ve standart hata

degerleri.
2D 24, Saat 48. Saat 72. Saat
Glikoz-Glutamin 1908,83+14,55* 2166,63+220,79%4 2301,07+292,66
Glutamin 1987,07+98,13* 2422 91+42 51°A 2594,05+32,23A
Glikoz 1952,43+85,90% 2476,89+91,11°A 2554, 78+58,94°A
3D 24. Saat 48. Saat 72. Saat
Glikoz-Glutamin 2620,29+87,62% 2225,31+20,18°A 2283,44+13 74°A
Glutamin 2901,83+71,14% 2138,47+59,08°4 2307,94+57,40A
Glikoz 2563,86+66,90% 2073,35+65,53°4 1927,81+90,63"8

ab ayni satirda farkli harfler p<0,05 diizeyinde 6nemi ifade etmektedir.

AB ayni siitunda farkli harfler p<0,01 diizeyinde énemi ifade etmektedir.
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Medyum farkliligina bagli incelenen 2D yontemdeki HK aktiviteleri karsilastirildiginda,
2D yonteminde tim zamanlarda glikozlu ve glutaminli medyumda glikozlu-glutaminli
medyuma gore yuksek HK aktivitesi gozlendi. Bu veriler istatistiksel olarak
degerlendirildiginde anlamli olmadig1 goruldu (p>0,05) (Tablo 2) (Sekil 14). 3D yonteminde
glutaminli medyumda diger medyumlara gore 24. ve 72. saatlerde daha yiiksek HK aktivitesi
tespit edilmis olup, 72. Saat sonunda en diisiik seviye glikozlu medyumda elde edilmistir. Bu
veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde 24. saatte glikozlu ile glutaminli medyumlar
arasinda (p<0,01); 72. saatte glikozlu ile glutaminli ve glikozlu-glutaminli ile glikozlu
medyumlar arasinda anlamli farklilik bulundu (p<0,01) (Tablo 2) (Sekil 15).

Hekzokinazin 2D ve 3D yontemleriyle farkli medyumlardaki enzim aktivitesinin zamana
bagli degisimi incelendiginde 2D yontemde farkli medyumlarda 24-72. saatlerde enzim
aktivitesinde artis gézlendi. Glikoz-glutaminli ortamda zamana baglh olarak anlamli farklilik
tespit edilmezken (p>0,05), glutaminli ve glikozlu medyumlarda 24 ve 72. saatler arasinda
anlamli farklilik (p<0,05) oldugu tespit edildi (Tablo 2) (Sekil 14). 3D yonteminde glikozlu-
glutaminli ve glutaminli medyumlarda 48. saate kadar azalma 48. saatten sonra hafif bir artis,
glikozlu medyumda 24-72. saatler arasinda ise azalis gozlendi. 3D yontemde tim medyumlarda
24 ile 48 ve 24 ile 72. saatler arasinda anlamli farklilik oldugu belirlendi (p<0,05) (Tablo 2)
(Sekil 15).
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Sekil 14. Akciger kanser hiicrelerinin 2D yonteminde farkli medyum gruplarinda 24, 48 ve 72

saat inklibasyonu sonucu elde edilen HK aktivitesi.
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Sekil 15. Akciger kanser hiicrelerinin 3D yonteminde farkli medyum gruplarinda 24, 48 ve 72

saat inkuibasyonu sonucu elde edilen HK aktivitesi.

2D ve 3D yontemindeki aynt medyum ile muamele edilen A549 hiicrelerinin es zamanli
HK enzim aktiviteleri karsilastirildiginda glikozlu-glutaminli medyumda 24. ve 48. saatte 3D
yonteminde HK aktivitesinin 2D yontemine kiyasla daha yiiksek oldugu, 72. saatte ise 2D
yonteminde bir miktar daha yiiksek oldugu goriildii (Sekil 16). Bu degisimler istatistiksel olarak
degerlendirildiginde 24. saatteki degisimlerde anlamlilik oldugu tespit edildi (p<0,01).
Glutaminli medyumda HK aktivitesinin 24. saatte 3D yonteminde daha yiiksek oldugu, 48. ve
72. saatlerde ise 2D yonteminde daha yliksek oldugu goriildii (Sekil 17). Degisimler istatistiksel
olarak karsilastirildiginda tiim saatlerde anlamli farklilik tespit edildi (p<0,01) (Tablo 2).
Glikozlu medyumda medyumda HK aktivitesinin 24. saatte 3D ydnteminde daha yuksek
oldugu, 48. ve 72. saatlerde ise 2D yonteminde daha yiiksek oldugu goriildii (Sekil 18).
Degisimler istatistiksel olarak karsilastirildiginda tiim saatlerde anlamli farkhilik tespit edildi
(p<0,05) (Tablo 2).
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Sekil 16. Akciger kanser hiicrelerinin glikozlu-glutaminli medyumda 2D ve 3D yontemlerinin
24, 48 ve 72 saat inklibasyonu sonucu elde edilen HK aktivitesi. Ayni saatlerdeki farkli

ab harfleri p<0,01 duzeyindeki 6nemi ifade etmektedir.
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Sekil 17. Akciger kanser hiicrelerinin glutaminli medyumda 2D ve 3D yontemlerinin 24, 48 ve
72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen HK aktivitesi. Ayni saatlerdeki farkli ab harfleri

p<0,01 diizeyindeki 6nemi ifade etmektedir.

50



Glikozlu

a |
2500 a b b
-—
= 2000
B
£ 1500
¥ 1000
500
0
24 48 72
Axis Title
m2d m3d

Sekil 18. Akciger kanser hiicrelerinin Glikozlu medyum 2D ve 3D ydntemlerinin 24, 48 ve 72
saat inkiibasyonu sonucu elde edilen HK aktivitesi. Ayni saatlerdeki farkli ab harfleri
p<0,05 diizeyindeki 6nemi ifade etmektedir.

4.3.2. ELISA ile Elde Edilen Glikoz-6-Fosfat Dehidrojenaz Sonugclari

2D ve 3D yontemde farkli medyumlara maruz birakilan A549 akciger kanser hiicre
hattinda zamana ve farkli medyumlara bagli olarak G6PDH aktivitesinin (mU/mL) nasil
degistigi incelendi (Tablo 3).

Medyum farkliligina bagli incelenen 2D yontemdeki G6PDH aktiviteleri
karsilastirildiginda, G6PDH aktivitelerinin 24 ve 72. saatlerde glikozlu medyumda diger
medyumlara gore, 48. Saatte ise glikozlu-glutaminli medyumda diger medyumlara goére yiiksek
G6PDH aktiviteleri kaydedildi. Veriler istastitistiksel olarak degerlendirildiginde 24. saatte
glikozlu-glutaminli ile glikozlu medyum ve 72. saatte glikozlu ile glutaminli medyum arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu (p<0,01) (Tablo 3) (Sekil 19). 3D yonteminde es
zamanli enzim aktiviteleri farkli medyumlarda karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli

farklilik bulunmadi (p>0,05) (Tablo 3) (Sekil 20).
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Tablo 3. 2D ve 3D yontemde farkli medyumlara maruz birakilan uygulama gruplarinda 24, 48
ve 72 saat inklibasyonu sonucu elde edilen G6PDH enzim aktivite (mU/mL) ve standart

hata degerleri.

2D 24. Saat 48. Saat 72. Saat
Glikoz-Glutamin 176,28+4,16% 253,22+12,19" 215,00+24,70%48
Glutamin 199,65+27,69% 219,08+3,56™ 189,71+11,83%*
Glikoz 222,886,004 223,4+18,41%A 250,91+10,09"*
3D 24. Saat 48. Saat 72. Saat
Glikoz-Glutamin 205,69+13,93% 176,7145,99% 206,058,144
Glutamin 195,86+15,54* 168,30+4,86™° 227,12+7,78%
Glikoz 194,65+12,88% 139,77+9,35" 202,90+4,95%

ab ayni satirda farkli harfler p<0,05 diizeyinde énemi ifade etmektedir.

AB ayni stitunda farkli harfler p<0,01 diizeyinde énemi ifade etmektedir.

G6PDH’nin 2D ve 3D yontemleriyle farkli medyumlardaki enzim aktivitelerinin zamana
bagli degisimi incelendiginde; 2D yonteminde glikozlu-glutaminli ve glutaminli medyumlarda
48. saate kadar enzim aktivitesinde artis 48. saatten 72 saate kadar azalis oldugu, glikozlu
medyumda ise 24.-72. saatlerde enzim diizeyinde arasinda artis tespit edildi (Tablo 3) (Sekil
19). 2D yonteminde zamana bagli olarak glutaminli ortamda anlamli farklilik tespit edilmezken
(p>0,05), glikoz-glutaminli ve glikozlu medyumlarda anlamli farklilik oldugu tespit edildi.
Glikoz-glutaminli medyumda 24. ve 48. saatler arasinda gorulirken, glikozlu medyumda 24.
ve 72 saatler arasinda anlamli farklilik tespit edildi (p<0,05) (Tablo 3) (Sekil 19). 3D
yonteminde tim medyumlarda 48. saate kadar enzim diizeyinde azalis 48. ve 72. saatler
arasinda ise artis tespit edildi (Tablo 3) (Sekil 20). 3D yonteminde zamana bagl olarak glikoz-
glutaminli ve glutaminli ortamda anlamli farklilik tespit edilmezken (p>0,05), glikozlu
medyumda 24 ile 48. saatler ve 48 ile 72. saatler arasinda anlamli farklilik oldugu tespit edildi
(p<0,05) (Tablo 3) (Sekil 20).
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Sekil 19. Akciger kanser hiicrelerinin 2D yonteminde farkli medyum gruplarinda 24, 48 ve 72

saat inkiibasyonu sonucu elde edilen G6PDH aktivitesi.

3D

300.00

250.00 /i\ ¢

_ ¢
£ 200.00
~
T
- 150.00
=)
o
© 100.00
U]

50.00

0.00

24 48 72
=@=—Glikoz-Glutamin ==@==G|utamin Glikoz

Sekil 20. Akciger kanser hiicrelerinin 3D yonteminde farkli medyum gruplarinda 24, 48 ve 72

saat inkiibasyonu sonucu elde edilen G6PDH aktivitesi.

Farkli medyumlardaki G6PDH enzim konsantrasyonlar1 2D ve 3D ydnteminde
karsilagtirildiginda  glikozlu-glutaminli medyumda 24. saatte 3D yodnteminde G6PDH
aktivitesinin 2D yontemine kiyasla daha yiiksek oldugu, 48. ve 72. saatte ise 2D yonteminde
daha ytiksek oldugu goriildii. Bu degisimler istatistiksel olarak degerlendirildiginde 48. saatte
anlamli farklilik oldugu tespit edildi (p<0,01) (Tablo 3) (Sekil 21). Glutaminli medyumda
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G6PDH aktivitesinin 24. ve 48. saatte 2D yonteminde daha yiiksek oldugu, 72. saatte ise 3D
yonteminde daha yiiksek oldugu goriildii. Degisimler istatistiksel olarak karsilastirildiginda 48.
ve 72. saatlerde anlamli farklilik tespit edildi (p<0,05) (Tablo 3) (Sekil 22). Glikozlu medyumda
G6PDH aktivitesinin tiim saat araliklarinda 2D ydnteminde daha yiiksek oldugu goriildii.
Degisimler istatistiksel olarak karsilastirildiginda tiim zaman araliklarinda anlamli farklilik,

tespit edildi (p<0,05) (Tablo 3) (Sekil 23).
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Sekil 21. Akciger kanser hiicrelerinin glikozlu-glutaminli medyumda 2D ve 3D yontemlerinin
24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen GOPDH enzim miktar1 diizeyleri. Ayni

saatlerdeki farkli ab harfleri p<0,01 diizeyindeki 6nemi ifade etmektedir.
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Sekil 22. Akciger kanser hiicrelerinin glutaminli medyumda 2D ve 3D yéntemlerinin 24, 48 ve
72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen G6PDH enzim miktar1 diizeyleri. Ayni
saatlerdeki farkli ab harfleri p<0,05 dlizeyindeki 6nemi ifade etmektedir.
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Sekil 23. Akciger kanser hiicrelerinin glikozlu medyumda 2D ve 3D ydntemlerinin 24, 48 ve
72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen G6PDH enzim miktar1 diizeyleri. Ayni

saatlerdeki farkli ab harfleri p<0,05 diizeyindeki onemi ifade etmektedir.
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4.3.3. ELISA ile Elde Edilen Fosfofruktokinaz Sonuglari

2D ve 3D yontemde farkli medyumlara maruz birakilan A549 akciger kanser hiicre
hattinda zamana ve farkli medyumlara bagli olarak PFK diizeylerinin (ng/mL) nasil degistigi
incelendi (Tablo 4).

Tablo 4. 2D ve 3D yontemde farkli medyumlara maruz birakilan uygulama gruplarinda 24, 48
ve 72 saat inkubasyonu sonucu elde edilen PFK (ng/mL) enzim miktarlar1 ve standart

hata degerleri.

2D 24. Saat 48. Saat 72. Saat
Glikoz-Glutamin 23,82+1,41% 24,101,108 35,46+1,37"
Glutamin 21,42+1,63* 25,54+1,05%48 29,81+0,79"
Glikoz 23,32+1,85% 28,42+1,37" 33,370,804

3D 24. Saat 48. Saat 72. Saat
Glikoz-Glutamin 28,43+0,57* 27,18+0,46* 27,25+1,56%
Glutamin 27,81+1,70 29,36+1,82% 32,02+0,45%
Glikoz 30,75+2,61% 22,69+1,22® 24,92+0,67°8

abc ayni satirda farkli harfler p<0,05 diizeyinde énemi ifade etmektedir.

AB ayni siitunda farkli harfler p<0,05 diizeyinde 6nemi ifade etmektedir.

Medyum farkliligina bagli incelenen 2D yontemdeki PFK seviyeleri karsilastirildiginda,
24 ve 72. saatlerde glutaminli medyumda diger medyumlara gore daha diisiik PFK seviyeleri
kaydedildi. Glikozlu medyumda 48. saatte diger medyumlara gore daha yiikksek PFK
konsantrasyonlar1 tespit edilirken, 72. saatte glikozlu-glutaminli medyumda diger medyumlara
gore yiiksek oldugu tespit edildi. Elde edilen veriler istatiksel olarak degerlendirildiginde 48.
saatte glikozlu-glutaminli ile glikozlu medyum, 72. saatte glikozlu-glutaminli ile glutaminli
medyum ve glikozlu ile glutaminli medyum arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmustur (p<0,05) (Tablo 4) (Sekil 24). 3D yonteminde 48. saatte glikozlu-glutaminli ile
glikozlu medyum ve glikozlu ile glutaminli medyumlar arasinda, 72. saatte glikozlu ile
glutaminli medyum arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur (p<0,05) (Tablo
4) (Sekil 25).
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PFK’nin 2D ve 3D yontemleriyle farkli medyumlardaki enzim konsantrasyonunun
zamana baglh degisimi incelendiginde; 2D yoOnteminde tim medyumlarda enzim
konsantrasyonu 24-72. saatler arasinda artig gostermistir. 2D yontemde tim medyumlarda
anlamli farklilik oldugu goruldi. Glikoz-glutaminli ve glutaminli medyumda 24 ile 72.
saatlerde anlamli farklilik tespit edilirken, glikozlu medyumda tiim zaman araliklarinda anlamli
farklilik tespit edildi (p<0,05) (Tablo 4) (Sekil 24). 3D yontemde enzim miktarlarinda zamana
bagli degisim incelendiginde; glikozlu-glutaminli medyumda 24-72. Saatler arasinda az
miktarda bir diisiis tespit edildi. Glutaminli medyumda 24-72. saatler arasinda artis tespit
edilirken, glikozlu medyumda 24-48. Saatler arasi diisiis, 48-72. saatler arasinda ise artig tespit
edildi. Bu degigimler istatistiksel olarak degerlendirildiginde farkli medyumlarda zamana bagli
degisimde anlamli farklilik olmadigi goriildi (p>0,05) (Tablo 4) (Sekil 25).
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Sekil 24. Akciger kanser hiicrelerinin 2D yonteminde farkli medyum gruplarinda 24, 48 ve 72

saat inkiibasyonu sonucu elde edilen PFK enzim miktar1 diizeyleri.
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Sekil 25. Akciger kanser hiicrelerinin 3D yonteminde farkli medyum gruplarinda 24, 48 ve 72

saat inktibasyonu sonucu elde edilen PFK enzim miktar1 diizeyleri.

Farkli medyumlardaki 2D ve 3D yontemindeki PFK enzim konsantrasyonlari
karsilastirildiginda  glikozlu-glutaminli  medyumda 24. ve 48. saatte PFK enzim
konsantrasyonun 3D ydnteminde, 72. saatte ise 2D yonteminde daha yiiksek oldugu goriildii
(Sekil 26). Bu degisimler istatistiksel olarak degerlendirildiginde 24. ve 72. saatlerde anlamlilik
oldugu tespit edildi (p<0,01) (Tablo 4). PFK enzim konsantrasyonunun glutaminli medyumda
tiim zaman araliklarinda 3D yonteminde daha yiiksek oldugu goriildii (Sekil 27). Degisimler
istatistiksel olarak karsilastirildiginda 24. ve 72. saatlerde anlamh farklilik tespit edildi
(p<0,05). Glikozlu medyumda PFK enzim konsantrasyonunun 24. saatte 3D yonteminde, 48.
ve 72. saatte 2D yonteminde daha yliksek oldugu goriildii. Degisimler istatistiksel olarak
karsilastirildiginda tiim zaman araliklarinda anlamli farklilik tespit edildi (p<0,05) (Tablo 4)
(Sekil 28).
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Sekil 26. Akciger kanser hiicrelerinin glikozlu-glutaminli medyumda 2D ve 3D yodntemlerinin
24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen PFK enzim miktar1 diizeyleri. Ayni

saatlerdeki farkli ab harfleri p<0,01 diizeyindeki 6nemi ifade etmektedir.
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Sekil 27. Akciger kanser hiicrelerinin glutaminli medyumda 2D ve 3D yontemlerinin 24, 48 ve
72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen PFK enzim miktar: diizeyleri. Ayni saatlerdeki

farkli a, b harfleri p<0,05 diizeyindeki énemi ifade etmektedir.
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Sekil 28. Akciger kanser hiicrelerinin glikozlu medyumda 2D ve 3D ydntemlerinin 24, 48 ve
72 saat inklibasyonu sonucu elde edilen PFK enzim miktar1 diizeyleri. Ayn1 saatlerdeki

farkli ab harfleri p<0,05 diizeyindeki 6nemi ifade etmektedir.

4.3.4. ELISA ile Elde Edilen Piriivat Kinaz Sonuclari

2D ve 3D yontemde farkli medyumlara maruz birakilan A549 akciger kanser hiicre
hattinda zamana ve farkli medyumlara baglh olarak PK aktivitelerinin (U/mL) nasil degistigi
incelendi (Tablo 5).

Medyum farkliligina bagli incelenen 2D yontemdeki PK aktiviteleri karsilastirildiginda
24. saatte glikozlu-glutaminli ve glutaminli medyumun glikozlu medyuma gére yiksek PK
aktiviteleri tespit edildi. 48 ve 72. saatlerde ise glutaminli medyumda diger medyumlara gére
diisiik PK aktivitesi kaydedildi. Veriler degerlendirildiginde 24. saatte glikozlu-glutaminli ile
glikozlu medyum, 48. ve 72. saatte glikozlu ile glutaminli medyum arasinda istatiksel olarak
anlamli farklilik bulunmustur (p<0,01) (Tablo 5) (Sekil 29). 3D yonteminde PK aktivitesinin,
glikozlu medyumda 24.saat; glutaminli medyumda ise 48. ve 72. saatlerde diger ortamlara gore

daha diisiik oldugu goriilmiistiir (p>0,05) (Tablo 5) (Sekil 30).
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Tablo 5. 2D ve 3D yontemde farkli medyumlara maruz birakilan uygulama gruplarinda 24, 48
ve 72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen PK enzim aktivite (U/ml) ve standart hata

degerleri.

2D 24. Saat 48. Saat 72. Saat
Glikoz-Glutamin 40,10+1,09% 39,59+0,80*° 39,25+0,40F
Glutamin 36,54+0,51% 34,53+2,21%" 37,44+0,59%
Glikoz 33,86+1,20%" 42,56+1,14°* 41,860,88°*

3D 24. Saat 48. Saat 72. Saat
Glikoz-Glutamin 38,37+0,99* 38,40+1,22% 38,46+0,60™
Glutamin 38,78+1,36™ 35,22+1,58% 38,41+0,57%
Glikoz 37,74+0,95% 34,730,304 37,46%1,52°4

ab ayni satirda farkli harfler p<0,05 diizeyinde dénemi ifade etmektedir.
AB ayni stitunda farkli harfler p<0,05; *, p<0,01 dizeyinde 6nemi ifade etmektedir.

PK’nin 2D ve 3D yontemleriyle farkli medyumlardaki enzim aktivitelerinin zamana bagh
degisimi incelendiginde; glikozlu-glutaminli ortamda 24-72. saatler arasinda az miktarda bir
diistis gozlenirken, glutaminli medyumda 24-48. saatler arasi arasinda enzim aktivitelerinde bir
azalma 48-72. saatler arasinda ise artig goriilmiistiir. 2D yontemde yalnizca glikozlu medyumda
anlamli farklilik tespit edildi ve farkliligin 24 ile 48. ve 24 ile 72. saatler arasinda oldugu
belirlendi (p<0,05) (Tablo 5) (Sekil 29). 3D yontemde glikozlu-glutaminli medyumda zamana
bagli olarak enzim aktivitelerinde belirgin bir degisim gbzlenmezken, glutaminli ve glikozlu
medyumda 24-48. saatler arasinda bir azalma 48-72. saatler arasinda bir artis tespit edildi. Bu
degisimler istatistiksel olarak degerlendirildiginde farkli medyumlarda zamana bagh degisimde
anlamli farklilik olmadigi goriildii (p>0,05) (Tablo 5) (Sekil 30).
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Sekil 29. Akciger kanser hiicrelerinin 2D yonteminde farkli medyum gruplarinda 24, 48 ve 72

saat inktibasyonu sonucu elde edilen PK enzim aktivite diizeyleri.
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Sekil 30. Akciger kanser hiicrelerinin 3D yonteminde farkli medyum gruplarinda 24, 48 ve 72

saat inkiibasyonu sonucu elde edilen PK enzim aktivite diizeyleri.

Farkli medyumlardaki 2D ve 3D yontemindeki PK enzim aktiviteleri karsilastirildiginda
glikozlu-glutaminli medyumda tiim saat araliklarinda 2D yonteminde PK enzim aktivitesinin
3D yontemine kiyasla daha yiiksek oldugu goriildii (Sekil 31). Bu degisimler istatistiksel olarak
degerlendirildiginde yontemler arasinda anlamli farklilik olmadigi tespit edildi (p>0,05) (Tablo

5). Glutaminli medyumda PK enzim aktivitesi tiim zaman araliklarinda 3D medyumda daha
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yiiksek oldugu goriildii (Sekil 32). Degisimler istatistiksel olarak karsilastirildiginda yontemler
arasinda anlamli farklilik olmadigi tespit edildi (p>0,05) (Tablo 5). Glikozlu medyumda PK
enzim aktivitesinin 24. saatte 3D yonteminde daha yiiksek oldugu, 48. ve 72. saatlerde ise 2D
yonteminde daha yiiksek oldugu gorildi (Sekil 33). Degisimler istatistiksel olarak
karsilastirildiginda 24 ve 48. Saatlerde anlamli farklilik tespit edildi (p<0,05) (Tablo 5).
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Sekil 31. Akciger kanser hiicrelerinin glikozlu-glutaminli medyumda 2D ve 3D yodntemlerinin

24, 48 ve 72 saat inklibasyonu sonucu elde edilen PK enzim aktivite duzeyleri.
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Sekil 32. Akciger kanser hiicrelerinin glutaminli medyumda 2D ve 3D ydntemlerinin 24, 48 ve
72 saat inklibasyonu sonucu elde edilen PK enzim aktivite diizeyleri.
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Sekil 33. Akciger kanser hiicrelerinin glikozlu medyumda 2D ve 3D ydntemlerinin 24, 48 ve
72 saat inklibasyonu sonucu elde edilen PK enzim aktivite dlzeyleri. Ayni saatlerdeki

farkli ab harfleri p<0,05 diizeyindeki 6nemi ifade etmektedir.
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4.3.5. ELISA ile Elde Edilen Piriivat Dehidrojenaz Sonuclar

2D ve 3D yontemde farkli medyumlara maruz birakilan A549 akciger kanser hiicre
hattinda zamana ve farkli medyumlara bagl olarak PDH diizeylerinin (ng/mL) nasil degistigi
incelendi (Tablo 6).

Medyum farkliligma bagli incelenen 2D yontemdeki PDH seviyeleri zamana gore
karsilastirildiginda, 24. saatte glikozlu ortamda, 48. ve 72. saatlerde glutaminli medyumda diger
medyumlara gore diisik PDH seviyeleri kaydedildi. 24 ve 72. saatlerde glikozlu-glutaminli
medyumda, 48. saatte ise glikozlu medyumda diger medyumlara gore yiiksek PDH seviyeleri
tespit edildi (Sekil 34). Bu veriler incelendiginde yalnizca 48. saatte glikozlu medyum ile diger
medyumlar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001) (Tablo 6). 3D
yonteminde medyumlara bagli olarak PDH seviyelerinde farklilik gozlense de istatistiksel

olarak anlamli farklilik tespit edilmedi (p>0,05) (Tablo 6) (Sekil 35).

Tablo 6. 2D ve 3D yontemde farkli medyumlara maruz birakilan uygulama gruplarinda 24, 48
ve 72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen PDH enzim miktarlar1 (ng/mL) ve standart

hata degerleri.

2D 24. Saat 48. Saat 72. Saat
Glikoz-Glutamin 9,24+0,38% 9,14+0,3%® 10,98+0,48*
Glutamin 9,07+0,46* 8,82+0,46® 9,66+0,34*
Glikoz 8,81+0,48* 11,42+0,35°% 10,52+0,31%

3D 24. Saat 48. Saat 72. Saat
Glikoz-Glutamin 11,12+0,3* 9,83+0,46%" 9,47+0,33**
Glutamin 10,76+0,79* 9,75+0,49* 940,38
Glikoz 12,26+0,56* 11,35+0,74* 8,98+0,41°

ab ayni satirda farkli harfler p<0,05, diizeyinde énemi ifade etmektedir.

AB ayni siitunda farkli harfler p<0,05; *, p<0,001 diizeyinde énemi ifade etmektedir.

Pirlivat dehidrojenazin 2D ve 3D yontemleriyle farkli medyumlardaki enzim
konsantrasyonunun zamana bagl degisimi incelendiginde, 2D yontemde glikozlu medyumda
24 ile 48. arasinda bir artis tespit edildi ve bu degisimin istatistiksel olarak anlamli oldugu
goruldi. (p<0,05) (Tablo 6) (Sekil 34). Glikozlu-glutaminli ve glutaminli medyumda 24-48.
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saatler arasinda enzim seviyelerinde bir azalma 48-72. saatler arasinda artig goriildii fakat
veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde anlamli fark tespit edilmedi (p>0,05) (Tablo 6)
(Sekil 34). 3D yontemde tim medyumlarda 24-72. saatler arasinda enzim seviyelerinde diisiis
g0Ozlendi. Bu degisimler istatistiksel olarak degerlendirildiginde glikozlu-glutaminli medyumda
24 ile 72. saatler arasinda ve glikozlu medyumda 24 ile 72. saatler ve 48 ile 72. saatler arasinda
anlamli farklilik oldugu goriildi (p<0,05) (Tablo 6) (Sekil 35).
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Sekil 34. Akciger kanser hiicrelerinin 2D yonteminde farkli medyum gruplarinda 24, 48 ve 72

saat inkubasyonu sonucu elde edilen PDH enzim miktar1 diizeyleri.
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Sekil 35. Akciger kanser hiicrelerinin 3D yonteminde farkli medyum gruplarinda 24, 48 ve 72

saat inkiibasyonu sonucu elde edilen PDH enzim miktar1 diizeyleri.

Farkli medyumlardaki 2D ve 3D yontemindeki PDH enzim konsantrasyonlari
karsilastirildiginda glikozlu-glutaminli medyumda 24. ve 48.saatlerde 2D yonteminde PDH
enzim konsantrasyonun 3D yOntemine kiyasla daha yliksek; 72. saatte diisiik oldugu goriildi
(Sekil 36). Bu degisimler istatistiksel olarak degerlendirildiginde 24. ve 72. saatlerde anlamli
farklilik tespit edildi (p<0,05) (Tablo 6). Glutaminli medyumda PDH enzim konsantrasyonunun
tiim zaman araliklarinda 3D medyumda daha yiiksek oldugu goriildii (Sekil 37). Degisimler
istatistiksel olarak karsilastirildiginda yontemler arasinda anlamli farklilik olmadigi tespit edildi
(p>0,05) (Tablo 6). Glikozlu medyumda PDH enzim konsantrasyonunun 24. saatte 3D
yonteminde daha yiiksek oldugu, 48. ve 72. saatlerde ise 2D yonteminde daha yiiksek oldugu
goraldu (Sekil 38). Degisimler istatistiksel olarak karsilastirildiginda tiim 24. ve 72. saatlerde
anlamli farklilik tespit edildi (p<0,01) (Tablo 6).
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Sekil 36. Akciger kanser hiicrelerinin glikozlu-glutaminli medyumda 2D ve 3D yontemlerinin
24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen PDH enzim miktar1 diizeyleri. Ayni

saatlerdeki farkli ab harfleri p<0,05 diizeyindeki 6nemi ifade etmektedir.
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Sekil 37. Akciger kanser hiicrelerinin glutaminli medyumda 2D ve 3D ydntemlerinin 24, 48 ve
72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen PDH enzim miktar1 diizeyleri. Ayn1 saatlerdeki

farkli ab harfleri p<0,05 diizeyindeki 6nemi ifade etmektedir.
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Sekil 38. Akciger kanser hiicrelerinin glikozlu medyumda 2D ve 3D ydntemlerinin 24, 48 ve
72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen PDH enzim miktar1 diizeyleri. Ayni saatlerdeki

farkli ab harfleri p<0,01 diizeyindeki 6nemi ifade etmektedir.

4.3.6. ELISA ile Elde Edilen Sitrat Sentaz Sonuglar

2D ve 3D yontemde farkli medyumlara maruz birakilan A549 akciger kanser hiicre
hattinda zamana ve farkli medyumlara bagl olarak CS diizeylerinin (pg/mL) nasil degistigi
incelendi (Tablo 7).

Medyum farkliligima bagli incelenen 2D yontemdeki CS seviyeleri karsilastirildiginda,
24. saatte en yiksek CS seviyeleri glikozlu medyumda gorilirken (p>0,05), 48. saatte en
yuksek CS seviyeleri glikozlu-glutaminli medyumda ve 72. saatte ise glikozlu medyumda elde
edilmistir (Tablo 7) (Sekil 39). Elde edilen veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde 48.
saatte glikozlu-glutaminli ile diger medyumlar arasinda, 72. saatte glikozlu ile glutamin ve
glikoz-glutaminli medyumlar arasinda anlamli farklilik bulunmustur (p<0,01) (Tablo 7). 3D
yonteminde CS konsantrasyonlarinda farklilik tespit edilse de medyumlar arasi karsilastirmada
istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmemistir (p>0,05) (Tablo 7) (Sekil 40).
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Tablo 7. 2D ve 3D yontemde farkli medyumlara maruz birakilan uygulama gruplarinda 24, 48

ve 72 saat inklibasyonu sonucu elde edilen CS seviyeleri ve standart hata degerleri.

2D 24. Saat 48. Saat 72. Saat
Glikoz-Glutamin 369,04+18,87% 470,75+1,32°A 334,67+15,90%®
Glutamin 356,42+16,41% 401,78+6,81°® 337,01+4,58%
Glikoz 400,88+8,23* 396,26+11,31%® 441,73+6,11°%

3D 24. Saat 48. Saat 72. Saat
Glikoz-Glutamin 292,52+20,01% 375,8249,24%A 394,88+11,11°*
Glutamin 315,41+16,85* 386,20+16,61* 408,75+13,71%
Glikoz 325,24+18,22°4 373,33+15,90% 408,21+19,84°*

ab ayni satirda farkli harfler p<0,05 diizeyinde 6nemi ifade etmektedir.
AB ayni siitunda farkli harfler p<0,05; *, p<0,05 diizeyinde énemi ifade etmektedir.

2D ve 3D yontemleriyle farkli medyumlardaki CS enzim konsantrasyonunun zamana
bagli degisimi incelendiginde 2D ydnteminde glikozlu-glutaminli ve glutaminli medyumda 24-
72. saatler arasinda artig goriildi. Glikozlu medyumda 24-48. saatler arsimda CS
konstrasyonunda bir miktar azalma gozlense de 72. saatte tekrar artis gozlenmistir (Sekil 39).
Veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde glikoz-glutaminli ve glutaminli medyumda 24
ile 48. saatler ve 48 ile 72. saatler arasinda; glikozlu medyumda 24 ile 72. ve 48 ile 72. saatler
arasinda anlamli farklilik tespit edildi (p<0,05) (Tablo 7). 3D ydnteminde tim medyumlarda
zamana bagli olarak CS seviyelerinde bir artis gozlendi (Sekil 40). Bu degisimler
incelendiginde glikoz-glutaminli ve glikozlu medyumlarda 24 ile 72. saatler arasinda istatiksel
olarak anlamli farklilik oldugu belirlendi (p<0,05) (Tablo 7).
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Sekil 39. Akciger kanser hiicrelerinin 2D yonteminde farkli medyum gruplarinda 24, 48 ve 72

saat inklibasyonu sonucu elde edilen CS enzim miktar1 diizeyleri.
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Sekil 40. Akciger kanser hiicrelerinin 3D yonteminde farkli medyum gruplarinda 24, 48 ve 72

saat inkiibasyonu sonucu elde edilen CS enzim miktar1 diizeyleri.

Farkli medyumlardaki 2D ve 3D yontemindeki CS enzim konsantrasyonlari
karsilastirildiginda enzim konsantrasyonunun glikozlu-glutaminli medyumda 24. ve 48.
saatlerde 2D yonteminde 72. saatte ise 3D yonteminde daha yiiksek oldugu goriildi (Sekil 41).
Bu degisimler istatistiksel olarak degerlendirildiginde tiim zaman araliklarinda anlamli farklilik

tespit edildi (p<0,05) (Tablo 7). Glutaminli medyumda CS enzim konsantrasyonunun 24. ve
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48. saatlerde 2D yonteminde 72. saatte ise 3D yonteminde daha yuksek oldugu goriildi (Sekil
42). Degisimler istatistiksel olarak karsilastirildiginda 24. ve 72. saatlerde anlamli farklilik
oldugu tespit edildi (p<0,05). Glikozlu medyumda CS enzim konsantrasyonunun tiim zaman
araliklarinda 2D yontemde daha yiiksek oldugu goriildii. Degisimler istatistiksel olarak
karsilastirildiginda 24. saatte anlamli farklilik tespit edildi (p<0,01) (Sekil 43).
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Sekil 41. Akciger kanser hiicrelerinin glikozlu-glutaminli medyumda 2D ve 3D yodntemlerinin
24, 48 ve 72 saat inklibasyonu sonucu elde edilen CS enzim miktar1 diizeyleri. Ayni

saatlerdeki farkli ab harfleri p<0,05 diizeyindeki 6nemi ifade etmektedir.

72



Glutaminli
a a b
I I a I
48 72

m2d m3d

500
450
400
350

€ 300

' 250

& 200
150
100

50

24

Sekil 42. Akciger kanser hiicrelerinin glutaminli medyumda 2D ve 3D ydéntemlerinin 24, 48 ve
72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen CS enzim miktar1 diizeyleri. Ayni saatlerdeki

farkli ab harfleri p<0,05 diizeyindeki 6nemi ifade etmektedir.
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Sekil 43. Akciger kanser hiicrelerinin glikozlu medyumda 2D ve 3D yodntemlerinin 24, 48 ve
72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen CS enzim miktar1 diizeyleri. Ayni1 saatlerdeki

farkli ab harfleri p<0,01 diizeyindeki 6nemi ifade etmektedir.
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4.3.7. ELISA ile elde edilen Izositrat Dehidrojenaz Sonuclari

2D ve 3D yontemde farkli medyumlara maruz birakilan A549 akciger kanser hiicre
hattinda zamana ve farkli medyumlara bagh olarak IDH diizeylerinin (ng/mL) nasil degistigi
incelendi (Tablo 8).

Tablo 8. 2D ve 3D yontemde farkli medyumlara maruz birakilan uygulama gruplarinda 24, 48

ve 72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen IDH enzim miktarlar1 (ng/mL) ve standart hata

degerleri.

2D 24. Saat 48. Saat 72. Saat
Glikoz-Glutamin 12,66+0,78% 21,55+0,90° 22,47+0,9548
Glutamin 15,35+0,84% 24,81+0,57" 21,85+0,53"8
Glikoz 19,41+0,62% 22 56+0,7548 24,28+0,314

3D 24. Saat 48. Saat 72. Saat
Glikoz-Glutamin 21,48+0,36% 19,84+1,37% 29,46+3,59%
Glutamin 30,43+2,53% 18,45+0,83" 21,52+1,30%A
Glikoz 28,76+0,78 20,42+0,61°A 22,14+0,70°

ab ayni satirda farkli harfler p<0,05 diizeyinde 6nemi ifade etmektedir.
ABC ayni siitunda farkli harfler p<0,01 diizeyinde 6nemi ifade etmektedir.

Medyum farkhiligma bagli incelenen 2D ydntemdeki IDH seviyeleri karsilastirildiginda
24. saatte glikozlu ortamda diger medyumlara gore daha yiiksek IDH konsantrasyonlar1 tespit
edilirken, glutaminli ortamda da glikozlu-glutaminli ortama gére yiiksek IDH seviyeleri tespit
edildi. 48. saatte glutaminli ortamda IDH konsantrasyonunda belirgin bir artis gdzlenirken, 72.
saatte bu artis glikozlu ortamda tespit edilmistir. Bu degisimler istatiksel olarak
degerlendirildiginde 24. saatte glikozlu-glutaminli ile glikozlu ve glikozlu ile glutaminli
medyumlar arasinda, 48. saatte glikozlu-glutaminli ile glutaminli medyum ve 72. saatte
glikozlu ile glutaminli medyumlar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur
(p<0,01) (Tablo 8) (Sekil 44). 3D yonteminde medyumlar arasi karsilastrmada IDH
konsantrasyonu 24. Saatte en diisiikk glikozlu-glutaminli ortamda kaydedilmesine karsin 72.
saatte en yiksek seviyede oldugu goriildi. Bu degisimler istatistiksel olarak
degerlendirildiginde 48. ve 72. saatte anlaml farklilik tespit edilmezken (p>0,05), 24. Saatte
glikozlu-glutaminli ile glutaminli ve glikozlu-glutaminli ile glikozlu ortamlar arasinda anlamli
farklilik tespit edilmistir (p<0,01) (Tablo 8) (Sekil 45).
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Izositrat dehidrojenazin farkli medyumlarda enzim konsantrasyonunun zamana bagli
degisimi incelendiginde 2D yontemde glikozlu-glutaminli ve glikozlu medyumlarda zamana
bagl olarak 24-72. saatler arasinda atis gézlenmis olup, glutaminli medyumda 24-48. saatler
arasinda artig; 48-72. saatler arasinda azalma goriilmiistiir (Sekil 44). Bu degisimler istatistiksel
olarak degerlendirildiginde glikozlu-glutaminli ve glutaminli medyumda 24 ile 48. saatler ve
48 ile 72. saatler arasinda; glikozlu medyumda ise tiim zaman araliklarinda anlamli farklilik
tespit edildi (p<0,05) (Tablo 8). 3D yontemde tiim medyumlarda IDH konsantrasyonlarinda
24.-48. saat arasinda kadar bir azalma, 48-72. Saatler arasinda artis oldugu goriildii (Sekil 45).
Bu degisimler istatistiksel olarak degerlendirildiginde glutaminli medyumda 24 ile 48. saatler
arasinda ve glikozlu medyumda 24 ile 48. saatler ve 24 ile 72. saatler arasinda anlamli farklilik

oldugu belirlendi (p<0,05) (Tablo 8).
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Sekil 44. Akciger kanser hiicrelerinin 2D yonteminde farkli medyum gruplarinda 24, 48 ve 72

saat inkiibasyonu sonucu elde edilen IDH enzim miktar: diizeyleri.
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Sekil 45. Akciger kanser hiicrelerinin 3D yonteminde farkli medyum gruplarinda 24, 48 ve 72

saat inkiibasyonu sonucu elde edilen IDH enzim miktar1 diizeyleri.

Farkli medyumlardaki 2D ve 3D yontemindeki IDH enzim konsantrasyonlar:
karsilastirildiginda glikozlu-glutaminli medyumda 24. ve 72. saatlerde 3D ydnteminde, 48.
saatte ise 2D yonteminde daha yiiksek oldugu goriildii (Sekil 46). Bu degisimler istatistiksel
olarak degerlendirildiginde 24. saatte anlamli farklilik tespit edildi (p<0,01). Glutaminli
medyumda IDH enzim konsantrasyonunun 24. saatte 3D ydnteminde, 48. saatte ise 2D
yonteminde daha yiiksek oldugu gorildi (Sekil 47). Degisimler istatistiksel olarak
Karsilastirildiginda 24. ve 48. saatlerde anlamli farklilik oldugu tespit edildi (p<0,01). Glikozlu
medyumda CS enzim konsantrasyonunun 24. saatte 3D yontemde, 48. ve 72. saatlerde ise 2D
yontemde daha yiiksek oldugu gorildi (Sekil 48). Degisimler istatistiksel olarak
karsilastirildiginda tiim zaman araliklarinda anlamli farklilik tespit edildi (p<0,05).
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Sekil 46. Akciger kanser hiicrelerinin glikozlu-glutaminli medyumda 2D ve 3D yontemlerinin

24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen IDH enzim miktar1 diizeyleri. Ayn

saatlerdeki farkli ab harfleri p<0,01 diizeyindeki 6nemi ifade etmektedir.
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Sekil 47. Akciger kanser hiicrelerinin glutaminli medyumda 2D ve 3D yontemlerinin 24, 48 ve

72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen IDH enzim miktar1 diizeyleri. Ayn1 saatlerdeki

farkli ab harfleri p<0,01 diizeyindeki 6nemi ifade etmektedir.
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Sekil 48. Akciger kanser hiicrelerinin glikozlu medyumda 2D ve 3D ydntemlerinin 24, 48 ve
72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen IDH enzim miktar1 diizeyleri. Ayn1 saatlerdeki

farkli ab harfleri p<0,05 diizeyindeki 6nemi ifade etmektedir.

4.3.8. ELISA ile Elde Edilen a-Ketoglutarat Dehidrojenaz Kompleksi Sonuglari

2D ve 3D yontemde farkli medyumlara maruz birakilan A549 akciger kanser hiicre
hattinda zamana ve farkli medyumlara bagl olarak a-KGDC diizeylerinin (ng/mL) nasil

degistigi incelendi (Tablo 9).
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Tablo 9. 2D ve 3D yontemde farkli medyumlara maruz birakilan uygulama gruplarinda 24, 48
ve 72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen a-KGDC enzim miktarlar1 (ng/ml) ve standart

hata degerleri.

2D 24. Saat 48. Saat 72. Saat
Glikoz-Glutamin 11,42+0,79% 16,34+0,40 19,60+0,86°A
Glutamin 14,49+1,18%48 16,62+0,41% 11,71+0,63%"
Glikoz 14,78+0,71%" 21,15+0,45A 20,29+1,37%A

3D 24, Saat 48. Saat 72. Saat
Glikoz-Glutamin 14,58+0,47%4 14,39+1,43 %A 15,0940,74 A
Glutamin 12,39+0,59% 15,06+0,30°" 16,15+0,77°A
Glikoz 12,63+0,71%8 15,62+0,38°" 17,45+1,12%A

abc ayni satirda farkli harfler p<0,05; *, p<0,01 dizeyinde énemi ifade etmektedir.
AB ayni stitunda farkli harfler p<0,05 dlizeyinde énemi ifade etmektedir.

Medyum farkliligmma bagli incelenen 2D yontemdeki o-KGDC seviyeleri
karsilastirildiginda, 24. saatte glutaminli ve glikozlu medyumda glikozlu-glutaminli medyuma
gore daha yiiksek a-KGDC konsantrasyonlar1 kaydedildi. Glikozlu medyumda 48 ve 72. saatte
diger medyumlara gore ylksek a-KGDC konsantrasyonu tespit edilirken, 72. saate en diisiik a-
KGDC seviyeleri glutaminli ortamda gorildu (Sekil 49). Bu degisimler istatistiksel olarak
degerlendirildiginde 24. saatte glikozlu-glutaminli ile glikozlu, 48. saatte glikozlu ile glikozlu-
glutaminli ve glikozlu ile glutaminli medyumlar arasinda, 72. saatte glikozlu-glutaminli ile
glutaminli ve glikozlu ile glutaminli medyumlar arasinda anlamli farklilik tespit edildi (p<0,01)
(Tablo 9). 3D yodnteminde medyumlar arasi karsilastirmada, 48 ve 72. saatlerde glikozlu
medyumda diger medyumlara gore yliksek a-KGDC seviyeleri tespit edilse de medyumlar arasi
karsilagtirmada istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmedi (p>0,05) (Tablo 9) (Sekil
50). 24. saatte a-KGDC konsantrasyonu glikozlu-glutaminli medyumda diger gruplara gore
daha yiiksek oldugu tespit edilmis olup istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edildi (p<0,05)
(Sekil 50).

Farkli medyumlardaki a-KGDC enzim konsantrasyonunun zamana bagli degisimi
incelendiginde 2D yontemde glikoz-glutaminli medyumda tiim zaman araliklarinda artis tespit
edildi. Glutaminli ve glikozlu medyumda ise 24-48. saatler arasinda bir artig goriiliirken 48 ile
72. saatler arasinda azalma goriildii. Bu degisimler istatistiksel olarak degerlendirildiginde

glikozlu-glutaminli medyumda tiim zaman araliklarinda glutaminli medyumda 48 ile 72.
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saatler, glikozlu medyumda 24 ile 48. saatler arasinda anlamli farklilik tespit edildi (p<0,05)
(Tablo 9) (Sekil 49). 3D yontemde ise tiim medyumlarda zamana bagli olarak artis goriildii. Bu
degisimler istatistiksel olarak degerlendirildiginde glutaminli medyumda 24 ile 48. ve 24 ile 72.
saatler arasinda ve glikozlu medyumda 24 ile 48. saatler arasinda anlaml1 farklilik oldugu

belirlendi(p<0,05) (Tablo 9) (Sekil 50).

2D
25
. T
20 L
£ z
8 15
a
@ 10
¥
S 5
0
24 48 72
==@==Glikoz-Glutamin ==@==Glutamin Glikoz

Sekil 49. Akciger kanser hiicrelerinin 2D yonteminde farkli medyum gruplarinda 24, 48 ve 72

saat inkiibasyonu sonucu elde edilen a-KGDC enzim miktar1 diizeyleri.
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Sekil 50. Akciger kanser hiicrelerinin 3D yonteminde farkli medyum gruplarinda 24, 48 ve 72

saat inkiibasyonu sonucu elde edilen a-KGDC enzim miktar1 diizeyleri.
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Farkli medyumlarda 2D ve 3D yoOntemindeki elde edilen o-KGDC enzim
konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda  glikozlu-glutaminli  medyumda 24. saatte 3D
yonteminde, 48. ve 72. saatlerde ise 2D yonteminde daha yiiksek oldugu goriildii (Sekil 51). Bu
degisimler istatistiksel olarak degerlendirildiginde 24. ve 72. saatlerde anlamli farklilik tespit
edildi (p<0,01). Glutaminli medyumda a-KGDC enzim konsantrasyonunun 24. ve 48. saatlerde
2D yonteminde, 72. saatte ise 3D yoOnteminde daha yiiksek oldugu gorildi (Sekil 52).
Degisimler istatistiksel olarak karsilagtirildiginda 48. ve 72. saatlerde anlamli farklilik oldugu
tespit edildi (p<0,01). Glikozlu medyumda a-KGDC enzim konsantrasyonunun tiim zaman
araliklarinda 2D yontemde daha yiiksek oldugu goriildii. Degisimler istatistiksel olarak
karsilastirildiginda 24. ve 48. saatlerde anlamli farklilik tespit edildi (p<0,05) (Sekil 53).
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Sekil 51. Akciger kanser hiicrelerinin glikozlu-glutaminli medyumda 2D ve 3D yontemlerinin
24, 48 ve 72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen a-KGDC enzim miktar1 diizeyleri. Ayni

saatlerdeki farkli ab harfleri p<0,01 diizeyindeki 6nemi ifade etmektedir.
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Sekil 52. Akciger kanser hiicrelerinin glutaminli medyumda 2D ve 3D ydntemlerinin 24, 48 ve
72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen a-KGDC enzim miktar1 diizeyleri. Ayni

saatlerdeki farkli ab harfleri p<0,01 dlzeyindeki 6nemi ifade etmektedir.
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Sekil 53. Akciger kanser hiicrelerinin glikozlu medyumda 2D ve 3D ydntemlerinin 24, 48 ve
72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen o-KGDC enzim miktar1 diizeyleri. Ayni

saatlerdeki farkli ab harfleri p<0,05 diizeyindeki 6nemi ifade etmektedir.
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4.3.9. ELISA ile Elde Edilen Glutamat Dehidrojenaz Sonuclari

2D ve 3D yontemde farkli medyumlara maruz birakilan A549 akciger kanser hiicre
hattinda zamana ve farkli medyumlara bagh olarak GDH aktivitesinin (U/L) nasil degistigi
incelendi (Tablo 10).

Medyum farkliligina bagli incelenen 2D yontemdeki GDH aktiviteleri karsilastirildiginda
medyumlar arasinda konsantrasyon farki tespit edildi fakat istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulunmamustir (p>0,05) (Tablo 10) (Sekil 54). 3D yonteminde farkli medyumlarda 48. saatte
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur (p<0,01) (Tablo 10). 3D yonteminde glikozlu-
glutaminli medyumda diger medyumlara goére tiim zaman araliklarinda yiiksek GDH
aktiviteleri goruldi ve 48. saatte glikozlu-glutaminli ile glikozlu medyumlar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edildi (p<0,01) (Tablo 10) (Sekil 55).

Tablo 10. 2D ve 3D yontemde farkli medyumlara maruz birakilan uygulama gruplarinda 24,

48 ve 72 saat inklibasyonu sonucu elde edilen GDH enzim aktivite (U/L) ve standart hata

degerleri.

2D 24. Saat 48. Saat 72. Saat
Glikoz-Glutamin 8,22+0,51% 9,62+0,31% 11,77+1,17%A
Glutamin 8,48+0,80* 8,58+0,44* 9,80+0,39*
Glikoz 7,700,444 10,10+0,64°* 10,00+0,51°*

3D 24. Saat 48. Saat 72. Saat
Glikoz-Glutamin 10,84+0,60 11,00+0,64* 9,09+0,40*
Glutamin 8,77+0,49% 9,42+0,48*® 8,65+0,54*
Glikoz 9,60+0,81* 7,88+0,58%° 8,20+0,63*

ab ayni satirda farkli harfler p<0,05 diizeyinde 6nemi ifade etmektedir.

AB ayni siitunda farkli harfler p<0,01 diizeyinde énemi ifade etmektedir.

Farkli medyumlardaki GDH enzim aktivitesinin zamana bagli degisimi incelendiginde,
2D yonteminde glikozlu-glutaminli ve glutaminli medyumda 24-72. saatler arasinda artig
gozlenmistir fakat istatistiksel olarak degerlendirildiginde anlamli fark bulunmamustir (p>0,05)
(Tablo 10) (Sekil 54). Glikozlu medyumda ise 48. saate kadar bir artis, 48-72. saatler arasinda
belirgin bir degisim tespit edilmedi. Veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde glikozlu
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medyumda 24 ile 48. ve 24 ile 72. saatler arasinda anlamli farklilik oldugu belirlendi (p<0,05)
(Tablo 10). 3D yonteminde farkli medyumlarda zamana bagli degisimler gozlense de
istatistiksel olarak anlamli fark tespit edilmemistir (p>0,05) (Tablo 10) (Sekil 55).
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Sekil 54. Akciger kanser hiicrelerinin 2D yonteminde farkli medyum gruplarinda 24, 48 ve 72

saat inkuibasyonu sonucu elde edilen GDH enzim aktivite dizeyleri.
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Sekil 55. Akciger kanser hiicrelerinin 3D yonteminde farkli medyum gruplarinda 24, 48 ve 72

saat inklibasyonu sonucu elde edilen GDH enzim aktivite duzeyleri.
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Farkli medyumlardaki 2D ve 3D vyontemindeki GDH enzim aktiviteleri
karsilastirildiginda glikozlu-glutaminli medyumda 24. ve 48. saatlerde 3D yonteminde, 72.
saatte ise 2D yonteminde daha yiiksek oldugu goriildii (Sekil 56). Bu degisimler istatistiksel
olarak degerlendirildiginde 24. saatte anlamli farklilik tespit edildi (p<0,01) (Tablo 10).
Glutaminli medyumda GDH enzim aktivitesi 24. ve 48. saatlerde 3D yonteminde, 72. saatte ise
2D yonteminde daha yiiksek oldugu gorildi (Sekil 57). Degisimler istatistiksel olarak
karsilastirildiginda anlamli farklilik bulunmadi (Tablo 10) (p>0,05). Glikozlu medyumda GDH
enzim aktivitesi 24. saatte 3D yonteminde 48. ve 72. Saatte 2D yonteminde daha yiiksek oldugu
goruldi (Sekil 58). Degisimler istatistiksel olarak karsilastirildiginda 48. ve 72. saatlerde
anlamli farklilik tespit edildi (p<0,05) (Tablo 10).
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Sekil 56. Akciger kanser hiicrelerinin glikozlu-glutaminli medyumda 2D ve 3D yontemlerinin
24, 48 ve 72 saat inkubasyonu sonucu elde edilen GDH enzim aktivite diizeyleri. Ayni

saatlerdeki farkli ab harfleri p<0,01 diizeyindeki 6nemi ifade etmektedir.
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Sekil 57. Akciger kanser hiicrelerinin glutaminli medyumda 2D ve 3D yéntemlerinin 24, 48 ve
72 saat inklibasyonu sonucu elde edilen GDH enzim aktivite diizeyleri.
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Sekil 58. Akciger kanser hiicrelerinin glikozlu medyumda 2D ve 3D ydntemlerinin 24, 48 ve
72 saat inkiibasyonu sonucu elde edilen GDH enzim aktivite dizeyleri. Ayni saatlerdeki

farkli ab harfleri p<0,05 diizeyindeki 6nemi ifade etmektedir.
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5. TARTISMA

Iki boyutlu (2D) kiiltiir sistemlerinde hiicreler, dogal tiimérlerde bulunan hiicre-hiicre ve
hiicre-matriks etkilesimlerinden yoksun, diiz kati yiizey iizerinde tek tabakalar halinde
blydtultr. Hicreler 2 boyutun getirdigi dezavantajla yapay bir polarite gosterirler ve bu da
anormal seviyede gen ve protein ekspresyonuna neden olur (Cukierman ve digerleri, 2001;
Delarue ve digerleri, 2014; Kelm ve digerleri, 2003). Buna karsilik, ii¢ boyutlu (3D) kiiltiir
sistemleri, kanser hiicrelerini tek basina veya c¢esitli hiicre tiirlerini ¢esitli matrisler kullanarak
birlikte kiiltiire edebilir, béylece tiimorlerin dogal ortamimi yakindan taklit eden hiicre-hicre ve
hlicre-matris etkilesimleri tesvik edilir. Bu etkilesimler, 3 boyutlu kiiltiirlenmis hiicrelerin in
vivo tumorlerle ilgili morfolojik ve hiicresel 6zellikler kazanmasina neden olur (Ma ve digerleri,

2012).

2D hiicre kiiltiirii birgok eksikligi olmasma ragmen ucuz ve kolay uygulanabilirlik
sebebiyle kanser arastirmalarinda en ¢ok kullanilan yontemdir (Costa ve digerleri, 2016;
Kapatczynska ve digerleri, 2018). 3D yontemin 2D’ye gore en Oonemli avantaji fizyolojik
kosullar1 daha iyi taklit etmesidir. 3D hiicre kiiltiirii sistemleri, ila¢ denemeleri, sitotoksisite,
genotoksisite, hiicre biiylimesi, apoptozis, hayatta kalma, gen ve protein ifadeleri, farklilagsma
ve gelisimsel degisiklikler gibi bir¢ok 6nemli alan i¢cin miikemmel modellerdir (Ravi ve

digerleri, 2016).

Glikoza ek olarak, ¢ogalan kanser hiicreleri diger bir 6nemli enerji kaynagi ve yap1 tasi
olarak glutamin kullanmaktadir. Glutaminden tiiretilen a-ketoglutarat, TCA ddnglsuni
beslediginden, kanser hiicreleri bircok temel molekiiliin biyosentezini siirdiirmek ig¢in
glutaminolizi tercih edebilmektedir. Bu durum glutamin bagimliligi olarak bilinmektedir. Baz1
timaor hicrelerinin glutamin yoklugunda 6ldiikleri bildirilmistir Glutamin, kan dolagiminda en
bol bulunan esansiyel olmayan aminoasitlerden biridir ve ¢ogalan hiicrelerde neredeyse her

biyosentetik yola katkida bulunur (Still ve Yuneva, 2017).

Bu ¢alismada 3D kiiltiir yontemlerinden biri olan ULA-pleyt yontemi ile 2D hicre kiltir(
ortaminda kiiltiire edilen A549 insan akciger kanser hiicrelerinin enerji kaynagi olarak glikoz
ve glutamin kullanimmin, glikoliz yolu ve TCA siklusu allosterik enzimlerin aktivitesi ile

gosterilmesi amaglanmagtir.
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Yapilan arastirmada, 2D yontem ile glikozun hiicre proliferasyonunun zamana bagli
etkisi incelendiginde glikozlu ortamda hiicre proliferasyonu 24. saatten itibaren zamana bagli
olarak artig gostermistir ve en yiiksek canlilik oranlar1 72. saatte tespit edilmistir. Glikozlu
(Glikoz 25mM-glutamin 0 mM) ortam kontrole (Glikoz 25mM-glutamin 4mM) gore
karsilastirildiginda canlilik oranlarmin 24, 48, 72. saatlerde (%29, %37, %64) arttig
gozlenmigstir. Elde edilen verilere gore kanser hiicreleri 2D yontemde en yiiksek hiicre
proliferasyon oranmnm 72. Saatte glikozlu ortamda oldugu belirlenmistir. Bu veriler A549
hicrelerinin 2D yontemde eksojen glutamine bagimli olmadigini aksine yalniz glikoz (25mM)
iceren ortamda hiicre proliferasyonun arttigini gostermektedir. Yapilan benzer ¢alismalarda,
farkli kolorektal, meme, bas ve boyun skuamdz karsinom hiicre hatlarinda glutaminsiz ortamda
inkiibe edilen hiicrelerde zamana bagh olarak canlilik oranlarinda diisiis gézlemlenmistir
(Gwangwa ve digerleri, 2019; Sandulache ve digerleri, 2011; Spada ve digerleri, 2023). Farkli
NSCLC hiicre hatlarinda yapilan arastirmada A549 hiicreleri 6zelinde 72. saatlik inkiibasyon
sonucunda glikozlu ortamda kontrole gore proliferasyon orani yaklasik %15 daha yiiksek tespit
edilmistir (Van Den Heuvel ve digerleri, 2012). Bu ¢alismada kullanilan vasat igerisinde 11
mM glikoz bulunmaktadir. Buradan yola ¢ikarak, yapilan kendi aragtirmamizdan elde edilen
sonuglar ile karsilastirildiginda, glikoz miktarmin 25 mM’ye ylikseltilmesinin A549
hicrelerinin proliferasyonunu %66 arttigir gorilmistir. Bu da vasat igerisindeki glikoz

miktarindaki artisin A549 hiicrelerinde proliferasyonu artirdigina isaret etmektedir.

2D yobntemde, glutaminli (Glikoz 0 mM - Glutamin 4mM) ortam ve kontrol arasinda
zamana bagli bir karsilastirma yapildiginda 24, 48, 72. saatlerde hiicre canlilik oranlarnin sirasi
ile %64, %54, %37’si oraninda oldugu tespit edildi (Tablo 1). AS549 hiicrelerinde yapilan
calismada hiicreler diisiik glikoz (5mM) iceren ortamda 24 saat inkiibe edilmis ve 24. saat
sonunda hiicre canliliginin azaldigi goriilmistiir (Cetiner ve Terzi, 2022). Bu agidan
arastrmamiz literatiirde bulunan benzer c¢alismaya paralellik gostermektedir. Farkli
calismalarda farkli kanser hiicre hatlarinin glikoz yokluguna veya aghigma tepkisi farklilik
gostermektedir. Ornegin bas ve boyun skuamdz karsinom hiicre hatlarida yapilan galismada
12 farkli hiicre hattindan 7 tanesinin, glikoz yoklugunda (Glikoz 0 mM- glutamin 4 mM)
azalmig bir hiicre iremesi sergiledigi goriilmiistiir (Sandulache ve digerleri, 2011). Baska bir
arastrmada HelLa hiicreleri de diisiik ve yliksek glikoz ortama maruz birakilmistir. Diigiik
glikoz ortaminda yiiksek glikoz ortamina gore proliferasyon yeteneklerinde belirgin bir azalma
goriilmiistiir (Marin-Hernandes ve digerleri, 2014). Bu acidan degerlendirildiginde A549

hicreleri de glikoz yoklugunda azalmis proliferasyon yetenegi gostermistir.

88



3D yontem ile A549 hiicrelerinin glikozlu ve glutaminli ortamin hiicre proliferasyonunun
zamana bagli etkisi incelendiginde hem yalniz glikoz iceren ve de yalniz glutamin iceren ortam
kontrole gore (glikozlu-glutaminli medyum) canlilik oranlarinda zamana bagl olarak 2 grupta
da benzer oranlarda arttig1 goriilmistiir. Bu artig glutaminli medyumda 24, 48, 72. saatlerde
siras1 ile %14, %44, %66, glikozlu ortamda sirasi ile %13, %42, %73’ oraninda oldugu
belirlendi (Tablo 1). Elde edilen sonuglarda A549 hiicrelerinin 2D yontemde en yiiksek canlilik
orani glikozlu medyumda goralirken, 3D yontemde glikozlu ve glutaminli medyumda canlilik
oranlarmin kontrole gore yiikseldigi ve benzer oldugu goriilmiistiir. Bu durum 3D yontemde
kanser hiicrelerinin glikoza bagimli olmadigini1 gostermektedir. Konu ile ilgili ileri zamanlh

calismalar ile arastirilmasi gerektigini diisiindiirmektedir.

3D hiicre kiiltiirlerinde gozlenen azalmis hiicre canliligi, biiyiime alaninin varligina bagl
olarak degisebilir. 2D hiicreler genellikle, yeterli alana sahip oldugu siirece siirekli olarak
cogalir, ancak 3D Kkiiltiirler aynmi biliyime modeline sahip degildir. Hiicrelerin 3D
formasyonunda buyilimesi sferoid yapisi nedeniyle, merkezdeki hiicreler dis tabakadaki
hiicrelere gore oksijen veya besin maddelerine erigimi sinirlidir. Bu nedenle bu hiicreler 6lebilir
ve bunun sonucunda nekrotik bir ¢ekirdek olusabilir. Bir sferoidin dis tabakasindaki hiicreler
proliferasyon gosterebilirken, orta tabakadaki hicrelerin genellikle durgun veya uykuda
hiicrelerden olustugu bildirilmistir (Costa ve digerleri, 2016). Sonu¢ olarak, 2D ve 3D’ye ayni
sayida hiicre eklenebilse de muhtemelen her bir 2D hiicresinin alan bulundugu siirece
bolinmeye devam etmesi beklenmektedir. 3D hiicre kiiltiirlerinin ise sadece dis tabakasini
olugturan hiicrelerin proliferasyon gosterebilecegi belirtilmektedir. Bu sekilde, 3D
hiicrelerimizin canliigmin, 2D kiiltiirli hiicrelere kiyasla 6nemli oOlciide azalabilecegi
disiiniilmektedir. 2D’ye gore 3D’deki azalmis canlilik, bagka calismalar tarafindan da rapor
edilmistir. Ornegin MCF-7 meme kanseri hiicreleri, kollajen jel kullanilarak 3D ydntem ile
yetistirildiginde, 2D yOntemde yetistirilen hiicrelere kiyasla biiyiik 0Olgiide azalmis
proliferasyon gosterdigi goriilmistiir (Fallica ve digerleri, 2012). Baska bir arastirmada gesitli
kolon kanseri hiicre hatlarinin (Caco-2, DLD-1, HT-29, SW-480, LoVo, COLO-205 ve COLO-
206f) Matrigel kullanilarak 3D yontem yetistirildiginde, 2D hiicrelerdeki biliylimeye kiyasla
proliferasyonu azaldigi rapor edilmistir (Luca ve digerleri, 2013). Meme kanseri hiicre hatlar1
yapilan bagka bir ¢alismada BT474 ve HCC1954 hiicrelerinin 3D (sferoid) ve 2D canlilik
oranlar1 karsilastirildiginda 3D de yetisen hiicrelerin 2D’de yetistirilen hiicrelere gére azalmis
bir proliferasyona sahip oldugu goriilmiistiir (Breslin ve O’Driscoll, 2016). Ancak yukarida

sunulan aragtirma sonuglarindan farkli olarak mevcut arastirmada glutaminli ortamda 3D hiicre
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kiiltiir hiicrelerinin canlilik sonuglar1 2D hiicre kiiltiiriiniin canlilik oranlarindan daha yiiksek
bulunmugtur. Ortama ilave edilen glutaminden 3D ortaminda prolifere olan hiicrelerin daha
fazla faydalanmis olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica elde edilen bilgiler 1s13inda A549

hiicreleri her iki yontemde de glutamine bagimli olmadigini gostermektedir.

Hekzokinaz, genellikle kanser hicrelerinde Warburg etkisi nedeniyle yikselen glikolitik
yolda énemli bir role sahip olan enzimdir. Ozellikle HK2 izoformu olmak (izere hekzokinaz,
bu siiregte kritik bir 6neme sahiptir ¢iinkii glikolizinin ilk adimini katalizler (Anderson ve
digerleri, 2016). Kanser hiicrelerinde HK2’nin ekspresyon seviyeleri A549 hiicreleri ile
gerceklestirilen ¢alismada 2D yonteminde hekzokinaz seviyeleri tim medyumlarda 24-72.
saatler arasinda artis tespit edilmistir. 3D yontemde ise 24-72. saatler arasinda (Glutaminli
hari¢) hekzokinaz seviyelerinde azalma gozlenmistir. 2D yontemde Glikozlu ve glutaminli
medyumda glikozlu-glutaminli medyuma gore benzer ve daha yuksek hekzokinaz seviyeleri
elde edilmistir. Bu sonuglar A549 hiicrelerinin 2D yontemde yiiksek glikozlu (25mM) veya
glutaminli (0 mM Glikoz) medyumda hekzokinaz aktivitesinin arttigini1 géstermektedir. Ayrica
3D yontemde 72. saat sonunda en yiiksek hekzokinaz seviyeleri yine glutaminli (0 mM Glikoz)
medyumda oldugu goriilmiistiir. Bu durum MiaPaCa2, PCI-43, BXPC-3, HepG2 ve HeLa hiicre
hatlarinda gergeklestirilen arastirmalarda hiicreler diisiik glikoza maruz brrakildiginda HK2
ekspresyon diizeylerinde artisa sebep oldugunu gostermistir. (Marin-Hernandez ve digerleri,
2014; Natsuizaka ve digerleri, 2007). Bu agidan degerlendirildiginde A549 hiicreleri de ayn1

metabolik davranisi sergilemektedir.

Ito ve digerleri'nin (2021) yaptig1 calismada, A549 hiicreleri 2D ve 3D hiicre kiilturi
yontemleri kullanilarak yiiksek (25 mM) ve diisiikk (5 mM) glikoz konsantrasyonlarina maruz
birakilmistir. Bu ¢alismada, arastirmacilar HK1 seviyelerinin 2D hiicre kiiltiirii yonteminde
diisiik glikozlu ortamda 6énemli dlctide yiksek bulundugunu, PFK1 ve G6PDH'nin ise yiiksek
glikozlu ortamda énemli &lgiide yiiksek bulundugunu belirtmislerdir. Ito ve digerleri (2021)
A549 hiicrelerini yiiksek (25 mM) ve disik (5 mM) konsantrasyonda glikoz iceren
medyumlara 2D ve 3D hiicre kiiltiirii yontemleri ile maruz birakmistir. Arastirmacilar HK1
seviyesini 2D hiicre kiiltiirii yonteminde diisiik glikozlu medyumda anlamli derecede yiiksek
bulunurken, PFK1 ve G6PDH vyiiksek glikozlu medyumda anlamli derecede yiiksek
bulunmustur. 3D hiicre kiiltiiriinde enzim seviyeleri acisindan anlamli farklilik tespit
etmemislerdir. Yapilan tez calismasinda, HK enzim degerlerinde aktivitesinde 2D hiicre kiiltiirii
yonteminde farkli medyumlarda anlamli farklilik bulunmaz iken 3D yontemde anlamli farklilik

mevcuttur. Bu agidan degerlendirildiginde tez sonuglar1 arastirmacilarm bulgulari ile paralellik
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gostermemektedir (ito ve digerleri, 2021). G6PDH ¢alismamizda farkli saat araliklarmnda
dalgali bir artig-azalis gostermekle beraber, 2D hiicre kiiltiirii yonteminde anlamli degisimler
tespit edilmistir. Mevcut arastirmanimn G6PDH sonuglari ise yapilan tez ¢alismasi ile paralellik
gostermektedir (ito ve digerleri, 2021). PFK enzim miktarlar1 tez ¢ahismasmda 2D ve 3D
yontemde farkli medyumlarda farkli zaman araliklarinda anlamlilik gostermektedir ve
arastirma tez calismamiz ile kismi paralellik gostermektedir. Iki calisma arasindaki farklilik

kullanilan glikoz konsantrasyonlarinin birbirinden farkli olmasina baglanabilir.

PFK-1 glikolizde gorevli kilit bir enzimdir ayrica kanser gelisimi ve ilerlemesinde kritik
bir role sahiptir. PFK-1’in anormal ekspresyonu meme, kolon, akciger ve karaciger kanser
tiplerinde gozlenmistir. Marin-Hernandez ve digerleri (2014) 2D yontemle kiiltiirlenmis HeLa
hicrelerinin hipoglisemik ortamda hiperglisemik ortama goére PFK-1 enzim seviyesinde azalis
gosterdigini tespit etmislerdir. Sunulan bu tez ¢alismasinda da PFK’in-1 en diisiik seviyeleri
glutaminli ortamda elde edilmistir. Ayrica elde edilen degisimler HK seviyeleriyle paralellik

gostermektedir. Bu iki enzimin glikolizde birbirini destekleyerek calistigini diistindiirmektedir.

Hizli biiylime ve proliferasyon, kapsamli biyosentez ve ROS’den korunmay1 gerektirir.
Kanser hiicreleri, hizli replikasyonu siirdiirmek ve devasa esansiyel hiicresel bilesenlerin
sentezini tesvik etmek i¢in hiicre i¢i metabolik yolu ele gegirir. Metabolik yolda hayati rol
oynayan PPP hem niikleotid sentezi i¢in RSP hem de redoks denge i¢in NADPH saglayabilir.
Bu nedenle PPP'nin ilk ve hiz sinirlayict enzimi olan G6PDH kanser gelisiminde 6nemli bir rol
oynar. G6PD'nin asir1 ifadesi, DNA sentezi, DNA onarimi, hiicre dongiisti diizenlemesi, redoks
denge, proliferasyon, invazyon ve metastazi etkiler ve kanser hiicreleri i¢in avantajli bir durum
saglar. G6PDH bir¢ok kanserde artmaktadir ve G6PDH nin asir1 ekspresyonu kanserin derecesi
ve evresi ile iligkilidir (Song ve digerleri, 2022). Dahasi, G6PDH ayrica klinik prognozu ve
kemoterapi direncini yansitmada cesitli kanserlerde bir biyobelirte¢ olarak hareket eder.
G6PDH, hucre blyiumesi, hiicre 6lumu ve kanser dahil olmak (izere bir dizi biyolojik siirecte
onemli bir rol oynar. Arastwrmalar, G6PDH'nin tiimdr biiylimesini intraseliiler redoks
homeostazin1 koruyarak artirdigini gostermistir. G6PDH aktivitesinin mesane, meme,
endometriyal, 6zofagus, prostat, mide, bobrek, karaciger, kolorektal, serviks, akciger ve
yumurtalik kanserleri, glioblastomalar ve 16semi ile gliomlar dahil olmak {izere bir¢ok kanser
tirtinde arttign gorilmistir (H.C. Yang ve digerleri, 2019). Hipergliseminin G6PDH
aktivitesinin inhibisyonuna neden oldugu cesitli arastirmalarda diyabetik hastalar {izerinde
gosterilmistir (Saeed ve digerleri, 1985; Y. Xu ve digerleri, 2005; Z. Zhang ve digerleri, 2000).
Aragtrmamizda G6PDH’nin 2D ve 3D yontemde farkli zaman araliklarinda farkli
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medyumlarda degisken seviyelerde tespit edilmistir. 2D yontem ile elde edilen sonuglarda 72.
saat sonunda en diisik G6PDH seviyeleri glutaminli ortamda elde edilmistir. Yapilan
caligmalar glutamin ile G6PDH ile arasinda bir iligki oldugunu ortaya koymaktadir. Bir
calismada MCF-7 hiicrelerinde glutamin tiiketiminin artmasi G6PDH aktivitesinde diisiise
neden oldugu rapor edilmistir (Benito ve digerleri, 2017). Bagka bir ¢caligma kolon kanseri hiicre
hatlar1 olan HT29 ve HCT116 glutaminsiz ortama maruz birakildiginda G6PDH ekspreyonu ve
aktivitesinde artig goriilmiistiir (Polat ve digerleri, 2021). Bu a¢idan degerlendirildiginde
calismamiz ile paralellik gostermektedir. Bu durum o6zellikle kanser hiicrelerinin ROS’ nin
zararli etkilerini ortadan kaldirmak adma NADPH iretimiyle iliskili oldugunu
disiindiirmektedir. Clinkii glutamin tizerinden malik enzim etkisiyle NADPH iiretebilir. Yalniz
glutamin igeren (glikozsuz) ortamda NADPH {iretimini agirlikli olarak malik enzim tizerinden
gerceklestirebileceginden G6PDH seviyelerinin azalmasma neden olabilecegini diisiinmek

mantiksiz degildir.

PK, glikolizin son reaksiyonunu Kkatalizleyen enzimdir. Memeli piruvat kinazin 4
izoformu bulunmaktadr (PKM1, PKM2, PKR, PKL). Arastrmalar, PKM2'min timor
olusumunda potansiyel bir roliiniin oldugunu gostermektedir. Tiimdrlerde PKM2 baskin
olmakla birlikte birden fazla kanser turiinde yiiksek miktarda eksprese edilmektedir (Cristofk
ve digerleri, 2008; Desai ve digerleri, 2012; T. Dong ve digerleri, 2015; W. Yang ve digerleri
2012). Ayrica PKM2 susturulmasi akciger adenokarsinomunda tiimor biiylimesini azalttigi
goriilmiistir (Sun ve digerleri 2015). Bunun disinda PKM2’nin, dogrudan tiimor hiicre
metabolizmasmi diizenleme, timor biiylimesini, metastazi ve kemoterapi direncini
artirabilicegi belirtilmektedir (Guo ve digerleri, 2018; Zahra ve digerleri, 2020). Yapilan
arastirmalar PKM2’nin farkli kanser tiplerinde, farkli sonuglara yol acgtigini1 gostermektedir.
Tez g¢alisgmasinda 3D yonteminde 24-72. saatlerde medyumlar arasi karsilastrmada PK
seviyelerinde anlamli bir farklhilik tespit edilmedi (p>0,05). 72. saat sonunda en yuksek PK
seviyeleri glikozlu ortamda, en diisiik PK seviyeleri ise glutaminli medyumda elde edilmistir.
Bu durum 2D yontemde yiliksek glikozlu ortamda glikolitik akigin yiiksek olmasi nedeniyle
PK’nin daha aktif oldugunu, glikozun olmadigi ortamda daha az aktif oldugunu isaret
gOstermektedir. Yapilan ¢alismalarda PK’nin yiiksek ekspresyonun 2D yontem ile pankreas
kanseri ve Hela hiicre hattinda yapilan bir ¢aliymada diisiik glikoz ortaminda PKM2
ekpresyonunu azalttigi goriilmiistiir (Marin-Hernandes ve digerleri, 2014; X. Li ve digerleri,
2018). Bu agidan sunulan aragtrmanim bulgular1 arastirmamiz ile paralellik gostermektedir.

Bagka bir arastirmada, PKM2 nin farkli kanser hiicre hatlarinda HK ve PFK-1"ye gore cok daha
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yiiksek seviyede eksprese edildigi gosterilmistir. Ayrica bu ¢calismada PKM?2’nin aktivitesinin
yiiksek oldugu ve PKM2’nin hiz smirlayic1 bir basamak olmadigina dair kanitlar sunmaktadir

(Keller ve digerleri, 2022).

PDH oksidatif glikoz metabolizmasinin merkezinde bulunur. TCA dongiisiinde
kullanilacak asetil-CoA'y1 piriivatin oksidatif dekarboksilasyonuyla iireten enzimdir. Glikoliz
ve TCA dongiisiinii birbirine baglayan bu reaksiyon glikoz metabolizmasinda 6nemli bir
diizenleyici adimdir. Tiimorlerde aerobik glikoliz ile oksidatif metabolizma arasindaki iligki,
bir mekanizma tarafindan kontrol edilir ve her iki siirecin de degisken derecelerde ayni1 anda
gerceklesmesine olanak tanir. Metabolizmanin bu tiir esnek diizenlenmesi, kanserin hayatta
kalma ve biiylime agisindan bir¢cok fayda saglar (Stacpoole, 2017). PDH kompleksinin
inhibisyonu piriivat dehidrojenaz kinazlar (PDK) tarafindan saglanir. PDK’larm 4 izoformu
(PDK-1, PDK-2, PDK-3, PDK-4) bulunmaktadir. Answar ve digerlerimin (2021) raporuna
gore, farkli kanser tiplerinde farkli izoformlarin upregiile edilmesi, bu durumun PDH
aktivitesini azaltarak Warburg etkisine katkida bulundugu bildirilmistir. Ancak, tez
calismasmin 3D yontemi kullanilarak elde edilen sonuglarinda, glikoz ve glutaminin varhgi

veya yoklugunun PDH seviyeleri tizerinde anlamli bir fark yaratmadigi goriilmiistiir.

Farkli kanser tiplerinde farkli izoformlarin yukar1 regiile edildigi buna bagl olarak da
PDH aktivitesinin azalarak warburg etkisine katkida bulundugu rapor edilmistir. (Answar ve
digerleri, 2021). Calismamizda 3D yontemde elde edilen sonucglarda glikoz ve glutamin
varlig/'yoklugu PDH seviyeleri lizerinde anlamli bir fark yaratmamistir. 2D yOntem
incelendiginde 48. Saatte gozliken anlamli farklilik hiicrenin metabolik ihtiyag¢larini karsilamak
amaciyla PDH seviyelerinde degisiklikler goriilmekle birlikte ilerleyen siiregte bir onemli
olmadig1 goriilmiistiir. C.A. Wu ve digerlerinin (2013) bir arastirmasinda HelLa and A431
hicreleri glikoz agligina maruz birakilmis ve bu durumun PDH akvitivitesini azalattigi

goriilmiistiir. Bu durum ¢alismamizla kismen paralellik géstermektedir.

Sitrat sentaz (CS), hiicresel enerji liretiminin ana yolu olan Krebs dongiisiiniin ilk adimin1
katalizleyen ve genellikle dongiiniin akis hizin1 kontrol eden 6nemli bir mitokondriyal
enzimdir. CS, asetil CoA ve oksaloasetatin birleserek sitratin olusmasini katalize eder. Bu
reaksiyon, Krebs dongiisiiniin baslangicidir ve hiicredeki enerji liretiminin seviyesini belirler.
Ayn1 zamanda dongiiniin genel hizin1 da belirler. Bu nedenle, CS'nin aktivitesi, hiicresel enerji
iretimi lizerinde biiylik bir etkiye sahiptir. Bunun yaninda CS etkisiyle olusan sitrat lipid
sentezinde de kullanilabilir. CS'nin, tiimor hiicre biliylimesi, ¢ogalma ve timdr olusumu

tizerinde kanser tipine 6zgii farkli rolleri oldugunu gdsteren kanitlar bulunmaktadir (L. Chen ve
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digerleri, 2014; Lin ve digerleri, 2012; Schlichtholz 2005). CS'nin aktivitesi, bazi kanser
tiirlerinde, 6rnegin pankreas, yumurtalik ve prostat kanserlerinde normal dokulara kiyasla daha
yiiksek oldugu rapor edilmistir (Cai ve digerleri, 2020; L. Chen ve digerleri, 2014; Schlichtholz
2005). Fakat, MCF-7 meme kanseri hiicre hatti, Hela, Siha ve Cx gibi baz1 serviks kanseri hiicre
hatlarinda CS aktivitesinin diisiik oldugu goériilmiistiir (Lin ve digerleri, 2012).

Bu baglamda, yiirtitiilen ¢aligmada A549 hiicrelerinin 3D yontemle farkli medyumlarda
muamele edilmesi sonucunda 24-72. saatler arasinda CS seviyelerinde artig gozlenmis, ancak
medyumlar arasinda istatistiksel bir farklilik tespit edilememistir (p>0,05). 3D yontem ile farkli
medyumlarda muamele edilen A549 hiicrelerinde 24-72. Saatler arasinda artis gdzlenmistir ve
medyumlar arasinda istatistiksel olarak fark bulunamamstir (p>0,05). 2D ydnteminde ise en
yuksek CS seviyeleri 48. saatte glikozlu-glutaminli medyumda (p<0,05), 72. saatteki en ylksek
CS seviyeleri ise glikozlu medyumda gozlenmistir. Elde edilen yiiksek veya diisiik CS verileri,
hiicresel biyoenerjetigin glikoliz ve oksidatif fosforilasyon arasinda metabolik gecis ile
iligkilendirilmistir. Bu degerler, hiicresel biyoenerjetigin glikoliz ve oksidatif fosforilasyon
arasindaki metabolik gecis ile iliskilendirilebilir. Bu durum oksidatif fosforilasyon sonucunda
iiretilen ROS’nin zararh etkilerinin azaltilmasi i¢in gerekli NADPH ve hiicrelerin ¢ogalmasi
icin gerekli olan riboz sekerlerinin sentezinin saglanmasi da gereklidir. Elde edilen CS
degerleri, G6PDH verileri ile de paralellik gostermektedir; bu da oksidatif fosforilasyon
sonucunda Uretilen reaktif oksijen tlrlerinin zararl etkilerini azaltmak ve hiicre ¢ogalmasi igin
gerekli riboz sekerlerinin sentezi i¢in gereklidir. Bu agidan degerlendirildiginde elde edilen CS
degerleri, G6PDH verileri ile de paralellik gostermektedir. Bu bulgular, El-Ashmawy ve
digerleri'nin (2014) fare hepatoselliiler karsinom dokusunda yaptiklar1 calisma ile paralellik
gostermektedir. Baska bir ¢alismada ise 2D yontemle A549 hiicreleri farkli glikoz-glutamin
dozlarinda inkiibe edilmis ve 72. saatte CS seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis
gdzlenmemistir (Ogiing Kegeci ve Incesu 2022). Ayrica, Lin ve digerleri (2012) tarafindan
yapilan bir ¢alisma, farkli hiicre hatlarinda CS ekspresyonlarmin degisik seviyelerde oldugu ve
azalan CS ekspresyonunun enerji metabolizmasmnm aerobik glikolize gegisi ile

bagdastirilmistir.

Izositrat dehidrojenaz (IDH), ézellikle IDH1 ve IDH2 izoformlari, cesitli kanserlerde
tiirlerinde yiiksek ekspresyon veya mutasyonlarla iligkilendirilen 6nemli bir enzimdir. IDHI1 ve
IDH2 izoformlar1 genellikle glioblastom, akut miyeloid 16semi (AML) ve diffiiz buyik hicreli
lenfoma gibi ¢esitli kanser tiirlerinde yliksek ekspresyon veya mutasyonlarla iligskilendirmigtir

(Dang ve digerleri, 2016). Ancak, akciger adenokarsinomlarinda IDH mutasyonlarinin goriilme

94



sikliginin oldukga diisiik oldugu rapor edilmistir (Toth ve digerleri, 2018). Bu sonuclar, kanser
hiicrelerinde metabolik regiilasyonun karmasikligini ve hiicrelerin ¢esitli kosullara adaptasyon
yetenegini vurgulamaktadir. Yani, hiicre metabolizmasi, belirli bir zamanda enerji Uretimi veya
diger biyokimyasal siirecler i¢cin IDH enziminin diizeylerini ayarlamaktadir. IDH'nin saatlere
bagl degisen aktivitesi, hiicre metabolizmasinin dinamik ve kompleks dogasina isaret eder ve

hiicrenin enerji ihtiyaglarina anlik yanitlar verme kapasitesini yansitabilir.

a-KGDH kompleksi, trikarboksilik asit (TCA) dongiistinde hiz sinirlayici bir enzimdir.
Mide kanseri, glioma gibi bazi tiimorlerde a-KGDH ekspresyon seviyelerinin arttigi
goriilmiistiir (X. Lu ve digerleri, 2019). Calismamizda 2D yontemde a-KGDH seviyeleri glikoz
bulunan gruplarda glutaminli gruba gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Glutamin igeren
ortamda daha diisik a-KGDH seviyeleri elde edilmesi, hicrelerin alfa-ketoglutarat/sitrat
oraninin artmastyla reduktif karboksilasyon yolunun tercih edildigini diisiindiirmektedir. Farkli
hicre hatlarinda (59 adet) yapilan baska bir ¢alisma KGDH enziminin susturulmasinin
hiicrelerin biiyiimesinde farkli etkilere neden olmustur. A549 6zelinde, 2D hiicrelerde hiicre
blylmesinde giicli bir negatif etki olusturdugu belirtilirken 3D (soft-agar) yonteminde daha
zay1f bir negatif etkiye neden oldugu bildirilmistir (Allen ve digerleri, 2016). Bu baglamda,
calismamizda elde edilen sonuglar, 2D yonteminde KGDH aktivitesinin diisiik oldugu durumda
canlilik oraninin azaldigini ve bu durumun literatiirdeki benzer calismalarla paralellik

gostermektedir.

GDH glutamat1 a-ketoglutarat ve amonyaga doniistiiriien, TCA dongiisiine anaplerozu
destekleyen enzimdir. TCA dongiisii havuzu dolu oldugunda GDH, bu reaksiyonun tersine
gerceklesmesini gerceklesmesine izin vererek hiicre metabolizmasini diizenler. Bazi kanser
tipleri glutamin bagimlilig1 sebebiyle artan GDH seviyeleri ve ekspresyonu sergilemektedir (C.
Yang ve digerleri, 2009; Zhou ve digerleri, 2022). Yapilan tez ¢alisgmasmin 2D yonteminden
elde edilen sonuclar, farkli medyumlarin GDH aktivitesi Gzerinde belirgin bir etkisi olmadigini
gostermistir (p>0,05). Bununla birlikte en yiiksek GDH aktivitesi tiim zaman araliklarinda
glikozlu-glutaminli medyumda meydana gelmistir. Glioma hiicrelerinde yapilan bir ¢aligmada
glikoz yoklugunda GDH aktivitesinin arttig1 rapor edilmistir (C. Yang ve digerleri, 2009).
Glioma hiicrelerinde yapilan baska bir ¢aligmada diisiik glikoz ortamininda GDH aktivitesinin
arttig1 bildirilmistir (Wang ve digerleri, 2019). Bu baglamda, ¢calismamizda A549 hiicreleri
glutaminli ortamda daha diisiik GDH seviyeleri gdstermis, bu da glioma hiicrelerine benzer
ozellikler gostermedigini ortaya koymaktadir. Bu durum ayni zamanda yiiksek glikozlu

ortamda TCA siklusunda ara maddelerin bollugundan dolay: reaksiyonun o-ketoglutarattan
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glutamat olusturulmasi nedeniyle yiiksek aktivite gosterdigi diistiniilebilir. 3D yonteminde elde

edilen sonuglarda ise benzer Oriintli gdzlenmistir.

2D ve 3D hiicre kiiltiirii ortaminda hiicrelerin enzim diizeyleri karsilastirildiginda,
glikozlu-glutaminli medyumda inkiibe edilen hiicrelerde metabolizma enzimlerinden HK, PK,
PDH, CS, IDH, a-KGDC konsantrasyonlarinda 2D ve 3D kiiltiir ortamlarinda 24.saatte anlaml
farkliliklar bulunmustur. HK, PDH, IDH, a-KGDC, GDH 3D ortaminda yiliksek bulunurken
PK, CS daha diisiik miktarda tayin edilmistir. Enzim miktarlar1 arasindaki farkliliklar 48.saat
analiz sonuclarinda da benzerdir, ancak 72. saatte CS, IDH, a-KGDC disinda diger enzim
konsantrasyonlarinda diisiis tespit edilmistir. Glutamin ve glikoz ilave edilen ortamlarda 3D ve
2D hiicre kiiltiirlerinde elde edilen enzim sonuglari arasinda farkliliklar goriilmiistiir. Glutaminli
medyumda HK 2D ve 3D kiiltiirde tiim zaman araliklarinda anlamli farklilik gostermistir ve
24.-48. saatlerde 2D Kkiiltiir ortaminda daha yiiksek konsantrasyona sahiptir. PFK 24. ve 72.
saatlerde anlamli farklilik gostermis olup bu zaman araliklarinda 3D ortamda yiiksek
konsantrasyona sahiptir. G6PDH ve a-KGDC’de 48. ve 72., CS’de 24. ve 72., IDH’de 24. ve
48. saatlerde anlamh farklilik tespit edilmistir. PK, PDH ve GDH’de tiim zaman araliklarinda
glutaminli ortamda anlamli farklilik tespit edilmemistir. Glikozlu medyumda 2D ve 3D kiiltiir
ortamlarinda HK, G6PDH, PFK, IDH enzimlerinin tiim zaman araliklarinda anlaml1 farklilik
tespit edilmistir. HK, PFK ve IDH’ta 3D hiicre kiiltiiriinde 24. saatte enzim konsantrasyonlar1
daha yiiksekken, 48. ve 72. saatlerde 2D ortamda enzim konsantrasyonlar1 daha yiiksek tespit
edilmistir. G6PDH ise tiim zaman araliklarinda 2D ortamda daha yuksek konsantrasyona
sahipti. PK, PDH, CS, a-KGDC ve GDH enzim konsantrasyonlarinda 2D ve 3D kiiltiir
ortamlarmnda anlamli farkliliklar bulunmustur. Farkliliklar PK’de 24. ve 48. saatlerde, PDH’de
24. ve 72. saatlerdedir ve 24. saatte 3D kultiirde konsantrasyonlarinin daha yiiksek oldugu
goriilmiistiir. CS ise 24. saatte, a-KGDC 24. ve 48. saatlerde, GDH’de ise 48. se 72. saatlerde
anlamli farkliliklar bulunmus olup anlamli farklilarin bulundugu zaman araliklarinda 2D kiiltiir
ortaminda daha yiiksek konsantrasyonda olduklar1 goriilmiistiir. Bu sonuglar 2D ve 3D
ortamlarinin hiicrenin metabolik aktivitesinde farkliliklara neden oldugunu, hiicre kiiltiirii
calismalarinin bu baglamda ayrintili ¢calisilmasi gerektigini diisiindiirmektedir. Hiicrelerin ii¢
boyutlu yapiya sahip oldugu, diger hiicreler ile etkilesim i¢inde oldugu géz 6niine alindiginda

3D kaiiltiirler 6nem kazanmaktadr.
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6. SONUC VE ONERILER

Enerji metabolizmasi, kanser hiicrelerinde 6nemli 6l¢tide farkliliklar gosterir. Cok sayida
caligma, kanser hiicrelerinin metabolizmalarini yeniden programlayabildiklerini ve kanser
tedavisi i¢in potansiyel bir terapotik hedef olarak kabul edildigini gostermistir. Kontrolsiiz
hiicre ¢ogalmasi, kanser hiicrelerinin en belirgin 6zelliklerinden biridir ve bu temel 6zellik
yalnizca hiicre ¢gogalmasmin diizensiz kontroliine yol agmakla kalmaz, ayn1 zamanda enerji
metabolizmasinin diizenlenmesini de saglayarak bu 6zel durumda gereken enerjinin temin
edilmesini saglar. Bu adaptasyonda 6nemli yeri olan yollar aerobik glikoliz ve glutaminolizdir.
3D hucre kalturd, in vivo tiimorleri daha iyi taklit edebilmesinden dolayi kanser ¢alismalarinda
siklikla tercih edilmektedir. Bir¢ok kanser hiicresi, 3D yapida farkh tepkiler gosterir.
Dolayisiyla 3D yontemi metabolizmanin gercek tiimorlere daha 1yi temsil etmesiyle daha etkin
bir sekilde enerji metabolizmasi yolaginin igerisinde yer alan enzimlerin tedavide hedefleyen
yeni nesil antikanser ajanlarinin kanser arastirmalarinda daha etkili bir yaklasim saglamaya

yardimc1 olacaktir.
Sunulan tez ¢alismasinda,

2D ve 3D yontemlerde hiicrelerin yapisal farklilardan dolay1, proliferasyon ve sag kalim
oranlarmin degistigi gozlenmistir. Tim inkiibasyon stirelerinde hiicrelerin canlilik oranlar1 2D
yonteminde 3D ortamina gore yiiksek oldugu goriilmiistiir. 2D yonteminde 72. saatin sonunda
en yiiksek canlilik orami glikozlu ortamda gozlenmistir. 3D yonteminde ise yalniz glutamin
iceren ve yalniz glikoz igeren ortamlarda canlilik oranlar1 birbirine yakin olmakla birlikte
glutaminli-glikozlu ortamdakinden ylksektir. Bu durum 3D yonteminde iki molekilden (glikoz
ve glutamin) birisinin bulunmasmin A549 hiicrelerinin proliferasyon yetenegini artirdigini
goOstermektedir. Bu ayni zamanda 3D yontemde hiicrelerin farkli tepkiler verdigini ve A549
hiicrelerinin iki molekiilden birinin yoklugunda bile benzer miktarda prolifere olabildigini

gostermektedir.

Farkli medyumlar ilave edilen ortamlarda 3D ve 2D hiicre kiiltiirlerinde elde edilen enzim
sonuglar1 arasinda farkliliklar goriilmiistiir. Bu sonuglar 2D ve 3D ortamlarinin hiicrenin
metabolik aktivitesinde farkliliklara neden olmasindan dolay1 hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda
kiiltiir ortamu tercihinin dogru yapilmasi gerektigi diisiiniildi. Ayrica bu baglamda konuyla

ilgili daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ vardir.
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