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FARKLI KANSER HUCRE HATLARINDA GLUKOZ VE FRUKTOZ TRANSPORT
MEKANIZMALARININ MOLEKULER DUZEYDE iINCELENMESI
Ayca LEKESIZCAN
Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dah Doktora Program
Doktora Tezi, Haziran 2019
Danmisman: Prof. Dr. Saim O0ZDAMAR

OZET

Kanser hucreleri buyiimek, prolifere olmak ve bagka organlara metastaz yapabilmek
icin glukozu cok iyi metabolize eder. Fruktoz birgok besin maddesinde bulunan alti
karbonlu bir monosakkarittir. Fruktoz, glukozdan farkli olarak insilinden bagimsiz
metabolize edilir. Bu ¢alismada in vitro kosullarda farkli kanser hiicrelerinin yiksek
glukoz (HG) ve yiiksek fruktoz (HF) igeren ortamlarda sekeri kullanma kapasiteleri
degerlendirilerek, bu durumun rapamisinin memeli hedefi (mTOR) sinyal yolag:
tizerinden hiicre proliferasyonuna etkisinin aragtirlmasi amaglandi. Caligmada 4T1,
HEPG2 ve MDA-MB-231 kanser hiicre hatlar1 kullanild:. Hiicreler HG, HF ve DMEM
olmak tzere ¢ farkli besiyerinde 24, 48 ve 72 saat boyunca inkiibe edildi. Hucreler,
glikolitik yolaga ait GLUT1, GLUT2, HK1 ve proliferasyonda etkin olan pS6
antikorlart ile immiinoflouresan boyandi. Her gruptan on farkli alandan fotograf
cekilerek rastgele yiiz tane hiicrenin yogunlugu Image J programinda olguldi. Ayrica
GLUTS ve S6 antikorlart ile western blot analizleri yapildi. MDA-MB-231 hiicre
hattinda HG gruplarinda protein ekspresyon yogunluklart daha yiiksekti. 4T1 hiicre
hattinda 48 ve 72. saatlerde, HEPG2 hucre hattinda ise 72. saatte HF gruplarinda pS6
ekspresyonunda anlamli artig gozlendi. HEPG2 hiicrelerinde GLUTS’in en yiiksek
ekspresyon yogunlugu, DMEM ve HG gruplarina kiyasla, hem gruplar arasinda hemde
24., 48., ve ozellikle 72. saatlerde en fazla HF grubunda, hem gruplar arasinda hem de
24., 48., ve ozellikle 72. saatlerde edilmistir. DMEM, HG ve HF deney gruplarinda
zamana bagli olarak ortalama ekspresyon yogunluklarina bakildiginda HF gruplarinda
48. saatte diger gruplarin aksine ekspresyon yogunluklarinda anlamli olarak artig
gozlendi. Sonu¢ olarak bu caligmada yiiksek fruktozun kanser tiirine bagli olarak

kanserin ilerlemesinde proliferasyonu tegvik edebilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kanser, Glukoz, Fruktoz, mTOR, GLUT
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INVESTIGATION OF MOLECULAR LEVEL OF GLUCOSE AND FRUKTOZ
TRANSPORT MECHANISMS IN DIFFERENT CANCER CELL LINES
Ayca LEKESIZCAN
Erciyes University, Depertmant of Histology and Embryoloji
PHD Thesis, June 2019
Advisor: Prof. Dr. Saim OZDAMAR

ABSTRACT

Cancer cells metabolize glucose very well to grow, proliferate and metastasize to other
organs. Fructose is a six-carbon monosaccharide found in many nutrients. Unlike
glucose, fructose is metabolized independently of insulin. In this study, it was aimed to
evaluate the ability of different cancer cells to use sugar in high glucose (HG) and high
fructose (HF) media in in vitro conditions and to investigate the effect of this condition
on cell proliferation via mammalian target of rapamycin (mTOR) signaling pathway. In
the study, 4T1, HepG2 cells and MDA-MB-231 cancer cell lines were used. Cells were
incubated on high glucose, high fructose and DMEM media for 24, 48 and 72 hours.
Cells were stained with immunoflourescent GLUT1, GLUT?2, HK1 antibodies of the
glycolytic pathway, and pS6 antibodies that are active in proliferation by
phosphorylation in the mTOR signaling pathway. The intensity of one hundred cells
was measured at Image J program by taking photographs from ten different areas of
each group. Cell lysate was also prepared and western blot analysis was performed
using GLUTS5 and S6 antibodies. The MDA-MB-231 cells showed higher protein
expression intensity in high glucose groups. A significant increase in pS6 expression
was observed in high fructose groups at 48th and 72th hours in 4T1 cell line and in
HEPG?2 cell line at 72th hour. Highest GLUTS expression levels in the HEPG2 cells
was observed in HF groups both between groups and at 24th, 48th, especially at 72
hours, in comporison to DMEM and HG groups. In the DMEM, HG and HF groups, a
significant increase in expression intensity was observed in the HF groups at 48 hours
compared to the other groups, according to the time-dependent mean protein expression
density graph. In conclusion, in this study, it was shown that high fructose can promote
proliferation in cancer progression depending on the cancer type.

Key Words: Cancer, Glucose, Fructose, mTOR, GLUT
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1.GIRIS VE AMAC

Kanser vicut hiicrelerinin kontrolsiiz bir sekilde bolunip ¢ogalmas: ile ortaya ¢ikan
olimciil bir hastaliktir. Insan viicudunu etkiledigi bilinen 100’den fazla kanser tiirii
bulunmaktadir. Kanserde yaygin olarak kullanilan tedavi yontemleri cerrahi, radyoterapi
ve kemoterapidir. Ancak ginimiizde kisiye ozel molekiler dizeyde tedavi
yontemlerinin  geligtirilmesi  i¢in  ¢alismalar  surdirilmektedir (1). Kanser
metabolizmasina yonelik tedavi yaklagimlari ise ozellikle son 10 yilda carpict bir
sekilde artmistir. Kanser hucreleri, siklikla besin sikintist ¢ektiklerinden dolay1 normal
hiicrelerden farkli davranarak stresli bir mikro ¢evrede hayatta kalmay1 ve g¢ogalmay1
saglamak i¢in metabolizmalarin1 yeniden duzenlerler. Metabolik degisiklikler, adenozin
tri fosfat (ATP) iiretimi i¢in katabolik yolaklari etkilerken 6ncii molekullerin biyokutle
sentezi i¢in ise anabolik yolaklar etkiler (2,3). Normal hiicrelerde besin kaynag: olarak
glukoz, oksijen (O,) varliginda glikolizis yoluyla pirtivata parcalanir ve daha sonra
olusan pirivatin buyik ¢ogunlugu oksidatif fosforilasyon yoluyla mitokondride
tamamen okside edilerek karbondioksite (CO,) doniistiralir. Anaerobik kosullarda ise
hiicreler glikolitik pirtivatt mitokondrial oksidasyona yonlendirmez ve buytk olgide
laktata indirger (4). Hizli prolifere olan kanser hiicrelerinin bir molekiil glukozdan
uretilen ATP miktar1 ¢ok az olmasina ragmen glukozu aerobik ortamda laktata
donistirmesi "Warburg Etkisi" ya da "Aerobik Glikolizis" olarak adlandirilir (2,4,5).
Kanser hucrelerinin bu davraniglar, prolifere olan hucrelerin hipoksik sartlara
duyarliligin1 ortadan kaldirarak hayatta kalmalari i¢in avantaj saglamaktadir. Bu nedenle
kanser dokularinda meydana gelen oldukga artmig glukoz alimi, enerji tiretimi i¢in hizli
bir yol olusturmaktadir (6,7). Ayrica proliferatif kanser hicreleri, niikleik asit
biyosentezi i¢in yeterli riboz 5-fosfat sentezlemeli ve membran lipit yapilart igin yag

asitleri uretmelidir. Bu iki islem i¢inde glukoz gibi bir karbonhidrat, karbon kaynag:



olarak kullanilmaktadir. Glukoz, monosakkaridleri temsil eden en Onemli gekerdir.
Metabolik olaylarda karbonhidratlar glukoza ¢evrilmek suretiyle kullanilir. Fruktoz
ise birgok besin maddesinde bulunan altt1 karbonlu bir monosakkarittir. Glukoz ve
fruktoz ayni kimyasal formiile (C¢H1,0¢) sahiptir ancak glukozun kimyasal yapisinda
asimetrik karbon atomu iizerinde aldehid grubu bulunurken fruktozda keton grubu
bulunmaktadir (8). Fruktoz, glukozdan farkli olarak insiilinden bagimsiz metabolize
edilir. Bu nedenle, metabolik kaderi ve eylemleri farklidir. Basit yapisal farkliliklar
fruktoz acisindan emilim ve hastalik siireclerinde farkl etkileri olan metabolik 6zellikler

ile sonuglanir (9).

Kanserde hiicreleri maligniteye yonlendiren anormal gen ekspresyonuna paralel olarak,
hiicresel metabolik yollar artan timor biiylimesini ve yayilmasint destekleyecek sekilde
degismektedir. Rapamisinin memeli hedefi (mTOR), hiicre biiyiimesi, ¢ogalma ve
hayatta kalma gibi temel hiicre fonksiyonlarinin diizenlenmesinde 6nemli role sahip bir
sinyal yolagidir. Ozellikle timérlerde yaygin olarak aktive edilir ve bir dizi anahtar
metabolik enzimin ekspresyonunu ve/veya aktivitesini degistirerek kanser hiicresi
metabolizmasini kontrol eder (2). Artan glikoz veya amino asit alimi gibi metabolik
degisiklikler mTOR sinyal yolagini etkilemektedir. Son zamanlarda fruktoz gibi diger
sekerlerin kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi ve gelisimindeki roliinii anlamaya yonelik
yapilan ¢aligmalar, metabolik islemler i¢in karbonhidratlarin kullanma seklindeki temel
farkliliklart ortaya ¢ikarmaktadir. Bu nedenle, mTOR sinyal yolag ve kanser
metabolizmast arasindaki etkilesim hakkinda elde edilen yeni wveriler, terapotik

stratejilerin gelistirilmesine yardimci olabilir.

Bu ¢aligmada in vitro kosullarda farkli kanser hticrelerinin yiiksek glukoz veya yuksek
fruktozlu ortamlarda sekeri kullanma kapasitelerinin degerlendirilmesi ve bu durumun
mTOR sinyal yolagi iuzerinden hiicre proliferasyonuna etkilerinin arastirilmasi

amaglanmigtir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. KARBONHIDRATLAR

Karbonhidratlar dogada en bol bulunan makro molekillerdendir. Her bir gram
karbonhidrat 4 kaloridir. Belirli karbonhidratlar dinyanin bir¢cok bolgesinde diyetin
temel bir gida maddesidir ve karbonhidratlarin oksidasyonu, fotosentetik olmayan
birgok hiicrede enerji elde edilen ana yoldur. Karbonhidratlar monosakkaritler,
oligosakkaritler ve polisakkaritler olmak tizere Ui¢ ana simifa ayrilir. Glukoz, fruktoz,
galaktoz birer monosakkarittir. Cay sekeri olan sikroz oligosakkarid, nigasta ise
polisakkarittir. Monosakkarid ve oligosakkaridler beyaz renkli suda kolay ¢oziinen ve

tatli tad veren maddelerdir. Karbonhidratlar aktif aldehid veya keton grubuna sahiptir
(8).

Monosakkaritler basit sekerler olarak bilinirler. En az bir asimetrik karbon atomuna
sahiptirler ve dolayisiyla steroizomerik formlari vardir. Yapilarinda aldehid veya keton
grubu tagimalarina gore aldo sekerler (aldoz) ve keto sekerler (ketoz) olmak tizere iki
gruba ayrlirlar. Riboz, glukoz, fruktoz ve mannoz gibi dogal olarak olusan sekerler D

formundadir (8).

Karbonhidratlarin sindirimi sirasinda, tim disakkaritler ve kompleks karbonhidratlar,
ince bagirsakta tamamen emilmemesine ragmen monosakaritlere boliiniir. Ilk olarak
sindirim agizda, ¢igneme islemi sirasinda salgilanan amilazla baglar. Amilaz, tikrik
bezlerinin seréz hicrelerinde sentezlenir ve pH'a duyarli oldugu i¢in midenin asidik
ortaminda inhibe edilir. Karbonhidratlari yiksek miktarlarda tiiketen insanlarda oral
amilaz sekresyonunun artmasina neden olan bir pozitif geri besleme dongisi vardir.
Amilaz, kompleks karbonhidratlarin a-1,4 baglarin1 hedef alirken terminal baglarini
veya a-1,6 baglarin1 kiramaz. Nisasta, ince bagirsakta dallanmig amilopektinden (maltoz,

maltotrioz ve a-limit dekstrinler) turetilen basit bilesenlere sindirilir. Nigastalarin,



maltoz ve polisakaritlere dontsimi amilaz ile saglanmaktadir. Oligosakaritler ve
disakaritler, bagirsaktaki hticrelerin apikal ytizlerindeki mikrovilluslarin (fircamsi kenar)
tizerinde yer alan spesifik enzimler tarafindan sindirilmektedir. Firgamsi kenar enzimleri
endoplazmik retikulumda sentezlenir ve enterositin golgi aparatinda glikosile edilir.
Daha sonra bir transmembran segmentine baglanarak apikal zara taginir. Baglanmig
enzimler, hiicre dig1t N-terminal ucundaki kigtk bir kalintinin ayrilmasindan sonra aktif

hale gelmektedir (10).

Karbonhidratlar sindirildikten sonra, uriinlerin emilimi saglanmali ve portal dolagima
taginmalidir. Sindirim Grtnlerinin hiicre i¢ine alinmasini saglayan tagiyici proteinler
hiicre zan tzerinde yer almaktadir. Tagiyici proteinler araciligiyla hiicre igine alinan
monosakkaritler sitoplazma igerisinde tasiyict proteinlere yakin yerlesim gosteren

enzimler ile birlestirilirek enerji tiretimi igin kullanilir (10).
2.1.1. Glukoz Tasiyicilar:

Karbonhidratlarin  alimi  ve sindirilmesine bagli olarak dolagimdaki glukoz
konsantrasyonu yukseldiginde, pankreastaki beta hiicrelerinden insiilin hormonu
salinmaktadir. Bu durum glukoz alimini kolaylagtirmak i¢in hiicre yiizeyi tizerindeki
glukoz tasiyicilarin yogunlugunu artirir (11). Glukoz birgok glukoz tasiyict ile bu
mekanizma ile htcre igine alinir. Fruktoz glukozdan farkli olarak diger sekerler igin
sinirlt afiniteye sahip olan insiillin bagimsiz, fruktoz spesifik tasiyict ile daha hizli ve

limitsiz bir sekilde hiicre i¢ine alinabilir (12, 13).

Glukozun plazma membrant boyunca taginmasini kolaylastiran glukoz tagiyicilar
(GLUT) ¢ok sayida tiyeye sahip bir protein ailesidir. Glukoz tim yagsam i¢in hayati bir
enerji kaynagi oldugundan, bu tagtyicilar tim filumlarda bulunur. GLUT bir tir
uniporter tastyici proteindir ve GLUT ailesi, GLUT 1-14 olarak adlandirilan 14 adet

membrana bagli proteinden olugsur (14). GLUT protein ailesi ii¢ ana sinifa ayrilir (15).

GLUT]1, ailenin en yaygin uyesidir ve galaktoz, mannoz ve glukozamini belirli bir
verimlilikle tagiyabilmesine ragmen, esas olarak glukozu tasir (16). GLUT2 fruktoz,

galaktoz ve mannoz i¢in afinite gosteren bir glukoz tastyici proteindir (17).



GLUT3, galaktoz, mannoz, maltoz veya ksiloz da tagidig1 halde glukoz i¢in ¢ok yiiksek
afiniteye sahiptir (18). GLUT4, insiiline cevaben intraseliller rezervuardan plazma
membranina translokasyon yapan yiiksek afiniteli bir glikoz tasiyicidir (13). GLUTS,
glukoz veya galaktoz tagima kabiliyetine sahip olmayan ancak fruktoz i¢in yiiksek

affinitesi olan tastyici proteindir ve en fazla karacigerde eksprese edilmektedir (19).

GLUTS®, dusuk afiniteli bir glukoz tastyicidir ve beyin, dalak, diz kas hiicrelerinde ifade
edilir (20). GLUT7, GLUT tasiyicilart arasinda en yiksek afiniteye sahip olan hem
glikozu hem de fruktozu tagiyabilen ancak, galaktoz, ksiloz veya 2-deoksiglukoz
affinitesi olmayan bir proteindir. Ince bagirsak, kolon ve testiste ifade edilir (21).
GLUTS, glikozu yiiksek afinite ile tagir ve bu tagima aktivitesi fruktoz ve galaktoz
tarafindan inhibe edilir. Testis, néronlar ve yag hucrelerinde ifade edilir (22). GLUT9
bobrek, akciger ve karacigerde eksprese edilir ve hem fruktoz hem de irik asit tasiyici
oldugu dustunilmektedir (23-25). GLUT11 kalp, iskelet kas1 ve bobrekte ifade edilir (26)
ve glukoz ile fruktozu tasir fakat galaktozu tasiyamaz (15). GLUTI10 karaciger,
pankreas, plasenta ve bobrekte ifade edilir ve glukoz, galaktoz ve deoksigliikozu tagir

27)

Bir glikoz ve fruktoz tasiyicisi olan GLUT12 kalp, iskelet kas1 ve prostatta ifade edilir
(28). IIk olarak MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde tanimlanmistir (29). GLUTI13
beyinde glial hiicrelerde, GLUT14 ise testiste ifade edilir ve GLUT3'e %95 sekans
ozdesligi gosteren ve glikozu tastyabilen sinif I izoformlarinin en son kesfedilen

tyesidir (30).

Tim GLUT izoformlart arasinda, GLUT2 ve GLUTS orijinal olarak insan hiicrelerinde
fruktoz taginmasina aracilik edebilen proteinler olarak bildirilmigstir (31, 32), ancak
GLUT-5 saf bir fruktoz tasiyicidir (33, 34). Bununla birlikte, daha yakin bir zamanda
GLUT7, GLUT9, GLUTI11 ve GLUTI12nin, GLUTS (%36-40 o6zdeslik) ile yiiksek
sekans homolojilerine dayanarak fruktoz tagiyicilart oldugu 6ne siirilmustir (21, 35,36)
ve in vitro modeller kullanilarak fonksiyonel karakterizasyonlar yapilmaya g¢alisilmistir

(28, 37).

Glukoz alimi, kanser hiicrelerinde aerobik glikolizde hiz sinirlayict bir adimdir. Prensip

olarak, glukoz tagtyicilart geri doniigiimlidur, ancak dort ana glukoz tagiyicidan sadece



GLUT2 yuksek dizeyde geri donisimlidir. Farkli izoformlarin nispi ekspresyon
seviyeleri, farkli memeli dokularinda degisiklik gosterir ve genellikle dokunun tim
vicut baglamindaki iglevi i¢in uygundur. Glukoz i¢in yiiksek afiniteye sahip olan
GLUT]1 bir¢ok kanserde oldukga yiiksek seviyelerde ifade edilmesine ragmen, kanser

hiicreleri ayrica GLUT2 ve GLUT3'i de ifade eder (38).
2.1.2. Glikolitik Enzimler

Karbonhidratlar sindirilerek hticre igine alindiktan sonra glikolitik yolakta yer alan
enzimler ile katalize edilerek enerji uretiminde kullanilirlar. Hekzokinazlar (HK),
glukoz metabolizmasinin ilk agsamasini katalize eden enzimlerdir. Plazma zar1 iizerinde
glukoz tasiyicilant yoluyla taginan glukoz, glukoz-6-fosfat (G6P) uretmek uzere
hekzokinazlar tarafindan fosforile edilir. Hekzokinazlarin aktivitesi, kendi tepkimesinin
urini olan GOP ile allosterik olarak inhibe edilir (39-43). G6P, glikolizin yani sira
pentoz fosfat yolu, glikojenez ve heksosamin biyosentetik yolu i¢in bir oncti gorevi
gorir (40-43). Bu nedenle hekzokinazlar, anabolik ve katabolik siireglerin
diizenlenmesinde énemli rol oynamaktadir. Memeli dokularinda farkli genler tarafindan
kodlanan dort hekzokinaz izoformu vardir (41,43-45). HK-1, HK-II, HK-III ve HK-IV'e
kiyasla glukoz i¢in daha yiiksek afiniteye sahiptir (40,42,43,46).

HK-I beyindeki ana izoformdur, fakat ayn1 zamanda tiim dokularda ifade edilebilir
(42,45). HK-II, adipoz, iskelet ve kalp kasi gibi instline duyarli dokularda baskin
izoformdur (47). HK-III her dokuda agik bir sekilde eksprese edilir ancak herhangi bir
dokuda baskin degildir;, HK-IV, ekspresyonu oOncelikle karaciger ve pankreas ile

sinurlidir (40-43).

Glikolizin ikinci agamasinda fruktoz-6-fostat’in (F6P), fruktoz1-6-bisfosfata (F1,6-BP)
doniisimuni katalize eden tetramerik fosfofruktokinazl (PFK1) ¢oklu pozitif ve negatif
regulatorler tarafindan kontrol edilir. PFK1 alt birimleri farkli dokularda 6rnegin kasta
(PFKM), karacigerde (PFKL) ve trombositlerde (PFKP) olacak sekilde farkli genler
tarafindan kodlanmaktadir (48).

Fruktoz hepatik heksokinaz olan glukokinaz i¢in zayif bir substrattir. Bunun yerine,
ketoheksokinaz (KHK, ayrica fruktokinaz olarak da bilinir), fuktoz-1fosfat (F1P)

olusturmak i¢in fruktozu hizli bir sekilde fosforile eder. KHK nin yiiksek aktivitesi ve



hiicresel enerji durumuna karst duyarsizligi, fruktozun karacigere verimli sekilde
alinmasint  saglar. FI1P, glikolitik/glukoneojenik metabolit havuzlarina giren

dihidroksiaseton fosfat (DHAP) ve gliseraldehit 3-fosfata (G3P) metabolize edilir (8).

Gergeklesmis glikoliz agamalarini katalize eden enzimler hem pozitif hem de negatif
olarak siki bir sekilde kontrol edilir ve allosterik olarak diizenlenir. Yukarida belirtildigi
gibi, birinci iglenmis agsamay1 katalize eden mitokondriyle iligkili yiiksek afiniteli HK-I
ve HK-II enzimleri, mitokondriden ayrilmalarina neden olan kendi katalitik trtinleri
olan G6P tarafindan tamamen inhibe edilir. Bununla birlikte, bu geri bildirim inhibisyon
mekanizmasinin etkisinin kanser hiicrelerinin hizla boélinmesinde minimal olmasi

muhtemeldir, ¢linkii GOP asag1 akis yollarinin artan hizi ile kisa siirede tiketilir (8).

2.1.3. Glukoz Metabolizmasi

Glukoz, pek ¢ok organizmanin temel yakitidir ve metabolizmada merkezi bir konuma
sahiptir. Glukoz alt1 karbonlu bir aldozdur. Metabolik olaylarda karbonhidratlar glukoza
cevrilmek suretiyle kullanilir. Sadece mikemmel bir yakit degil, ayn1 zamanda dikkat
cekici derecede kolay yonelebilen biyosentetik tepkimeler i¢in ¢ok sayida metabolik ara
bilesikleri saglayabilen bir onculdir. Potansiyel enerji bakimindan goreceli zengindir;
glukozun karbondioksit ve suya tam oksidasyonu-2,840 kJ/mol’luk bir standart serbest
enerji degisimiyle yurir. Bir hiicre glukozun nigasta ve glikojen gibi yiksek molekil
agirlikli bir polimer olarak depolanmasiyla nispeten diisiik bir sitozolik osmoloriteyi
korurken, ¢ok fazla miktarda heksoz birimleri yigabilir. Glukoz, enerji gereksinimi
aniden artt1g1 zaman, ¢abucak bu hiicre i¢i depo polimerlerden agiga ¢ikar ve aerobik ya

da anaerobik olarak ATP tretiminde kullanir (8).

Bitki ve hayvanlarda glukoz ti¢ temel sona sahiptir: depo edilebilir (polisakkarit veya
stkroz olarak), glikoliz yoluyla ti¢ karbonlu bilesiklere oksitlenebilir (pirtivat) veya

pentoz fosfat yolu ile pentozlara oksitlenebilir (8).
2.1.4 Glikoliz

Glikoliz, bir molekiil glukozun enzimlerle katalizlenen bir seri tepkimeyle iki molekl
ti¢ karbonlu bir bilesik olan piriivik asite (piriivat) kadar yikilmasi olayidir. Glikolizin

birbirini izleyen tepkimeleri sirasinda, glukozdan ¢ikan serbest enerjinin bir kismi ATP



ve nikotinamid adenin dintikleotid (NADH) seklinde saklanir. Alt1 karbonlu glukozun
iki molekul tg¢-karbonlu pirlivata pargalanmast on basamakta olur. Bunlardan ilk besi
hazirlik fazin1 olusturur. Bu tepkimelerde once glukozun C-6’daki hidroksil grubu
fosforlanir. Boylece olusan glukoz 6-fosfat, fruktoz 6- fosfata ¢evrilir, fruktoz 1,6-
bifosfatt olusturmak tizere bu kez C-1’de tekrar fosforlanir. Her iki fosforillenme igin
fosforil grubu vericisi ATP’dir. Fruktoz 1,6-bifosfat sonraki basamakta iki ti¢ karbonlu
molekiile; dihidroksiaseton fosfat ve gliseraldehit 3-fosfata ayrilir; bu basamak bu yola
ismini veren lizis basamagidir. Dihidroksiaseton fosfat, ikinci bir gliseraldehit 3-fosfata
izomerleserek glikolizin ilk faz1 sonuglandirilir. Ozetle: glikolizin hazirlik fazinda ATP
enerjisi harcanir, ara bilesiklerin serbest enerjileri artirilir ve metabolize olan tiim

heksozlarin karbon zincirleri genel bir tGrtin olan gliseraldehit 3- fosfata dontstirilir (8).

Enerji kazanci glikolizin hizmet fazinda gelir. Gliseraldehit 3- fosfatin her bir molekili
oksitlenir ve 1,3-bisfosfogliserat olusturmak iizere inorganik fosfatla (ATP’yle degil)
fosforlanir. ki molekiil 1,3-bisfosfogliserat, iki molekiil piriivata gevrilirken enerji
aciga ¢ikar. Bu enerjinin buytk kismi dort molekiil adenosin difosfatin (ADP) ATP’ye
eslenir fosforillenmesiyle saklanir. Biitiin canlilarda glikoliz reaksiyonlari ayni sekilde
gergeklesir ¢iinkii olaylar i¢in tim canlilarda ayni enzimler gorevlidir. Baslangigta
glukozu aktiflestirmek i¢in 2 ATP harcanir. Reaksiyonlar sirasinda 4 ATP olusturulur. 2
NADH meydana gelir. Olusan NADH'lar oksijenli solunumda elektron tagima sistemine
(ETS) aktarlir ve her birinden uger ATP elde edilir. Oksijensiz solunumda ise
NADH'lar son urin evresinde tekrar yikseltgenerek bir sonraki glikoliz olayinda
kullanilir. Kisacast glikolizde substrat diizeyinde fosforilasyonla 4 ATP duretilir ve 2
ATP harcandig i¢in net kazang 2 ATP’dir. Ancak olusan 2 NADH iyonundan dolayli
olarak 6 ATP ETS'den kazanilir (8). Glikoliz, aerobik organizmalar ve dokularda

aerobik sartlar altinda glukozun tam yikiminda sadece ilk agamadir (Sekil 2.1.).
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Sekil 2.1. Glikolizin asamalari
Glikolizin birbirini izleyen tepkimeleri i¢inde 6zellikle ti¢ tip dontisim dikkate degerdir:
glukozun karbon iskeletinin piriivat olusturmak tzere yikilmasi, glikoliz sirasinda
olusan yiiksek enerjili fosfat bilesikleriyle ADP’nin ATP’ye fosforillenmesi ve bir
hidrid iyonunun, elektronlariyla birlikte nikotinamid adenin diniikleotid (NAD") tizerine
transferiyle NADH olusumu gerceklesmektedir. Piriivatin yazgist hiicre tipine ve
metabolik sartlara baglidir. Agiga ¢ikan pirtivat, karboksil grubunun CO, seklinde kaybi
ile oksitlenir, asetil-koenzim A’nin asetil grubunu olusturur; asetil grubu daha sonra
sitrik asit dongustuyle CO;’e tamamen oksitlenir. Bu oksidasyonlardan agiga ¢ikan
elektronlar H,O olusturmak tzere mitokondrideki bir dizi tasiyict araciligiyla O;’e
gecirilir. Elektron transfer tepkimelerinden agiga ¢ikan enerji mitokondrideki ATP
sentezini surdiriir. Pirtivat i¢in ikinci yol ise laktik asit fermentasyonu yoluyla laktata
indirgenmesidir. Kuvvetle kasilabilen iskelet kaslar1 dusgtik oksijenli hipoksi sartlarinda
islev gormek zorunda olduklari zaman, NADH yeniden NAD"ye oksitlenmez ve
piriivatin daha ileri oksidasyonu igin birer elektron alicis1 olarak NAD"’ye gereksinilir.

Bu sartlar altinda pirivat NADH’dan elektronlar alarak glikolizin devami i¢in gerekli
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olan NAD"yi yenilerken laktata indirger. Glikoliz, sitrik asit dongisii ve elektron

transfer zinciri birlikte glikoz molekiilii bagina 36 ATP molekuli aretir (8).
2.1.5 Fruktoz Metabolizmasi

Fruktoz birgok besin maddesinde bulunan altt karbonlu bir monosakkarittir.
Gunumiizde her ikisi de hemen hemen esit miktarda glikoz ve fruktozdan olusan siikroz
veya yuksek fruktozlu misir surubu formundaki seker, tretilen birgok gida triiniine
eklenmektedir. Fruktoz titketimi son 30 yilda carpici bir sekilde artmistir (49). Sekerle
tatlandirnillmis igecekler, diinya capinda, diyetlerde ilave bir seker kaynagidir. Gazli
igecekler, meyve aromali igecekler ve spor i¢ecekleri bunlara dahildir. Ortalama olarak,
ginlik kalori miktarinin yaklasik %7'sine (50) ve diyete eklenen sekerlerin
yaklagik %50'sine (51) katkida bulunur. Her ne kadar gazli icecek tiikketimindeki
trendler son yillarda azalmig olsa da, amerikali genglerin neredeyse %66's1 giinde en az
bir bardak sekerli igecek tiikketmektedir (52). Seker alimina katkida bulunan diger ana
katki maddeleri arasinda, yasa bagli olarak gunlik enerji aliminin yaklasgitk %4

ila %9'una katkida bulunan seker ve tatlilar bulunmaktadir (51, 53).

Glukoz ve fruktoz ayni kimyasal formile sahiptir (C¢Hi206) ancak glukozda asimetrik
karbon atomu tizerinde aldehid grubu bulunurken fruktozda keton grubu bulunmaktadir
(Sekil 2.2.) (10).

A CH.OH
o4O u HOCH; .0 OH
| H = B |
o NG /G :-N'_"‘;/m,uu
H oH oH 0
Glukoz Fruktoz
B P CH,OH
HC C—_CI
1
H——OH HO——H
HO H H'—‘I'—'DH
H—-0H H~-OH
H—-OH CH,OH
CH,OH
Glukoz Fruktoz

Sekil 2.2. Glukoz ve fruktozun kimyasal yapist (10).
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Alinan fruktoz, esas olarak, fruktoz i¢in yuksek afiniteye sahip olan (Km = 6 mM)
GLUTS olarak da bilinen heksoz tasiyict SLC2AS yoluyla bagirsak liimeninden pasif
olarak emilir. GLUTS, enterositlerin limen membraninda yiiksek oranlarda ifade
edildigi gibi ve bazolateral yizeyde de ifade edilmektedir (54). Periferik plazmadaki
fruktoz konsantrasyonlart tipik olarak yaklagik 0.04 milimolardir (mM), fruktoz
tiketiminden sonra akut olarak 10 kat artabilir ve 2 saat i¢inde aglik seviyelerine geri
donebilir (55-57). Bu hizli degisim, buyik olgide karaciger tarafindan fruktozun
verimli bir gsekilde ozitlenmesine aracilik eder. Karaciger oral glukoz yuktnin
sadece %15 ila %30'unu, oral fruktoz yukiniin %70'ini metabolize edebilir (58, 59).
Karaciger yutulan fruktozun ¢ogunu metabolize etmesine ragmen, bagirsak kendisi oral
fruktoz yikiiniin %30'una kadar metabolize edebilir (60, 61). Tum fruktolitik enzimler
ince bagirsakta ve ozellikle de en yiiksek GLUTS seviyelerinin gozlendigi jejunumda
yiiksek oranda eksprese edilir (62). Fruktoz aliminin ardindan, plazma fruktozu, portal
damarda, yaklagtk 0.2 mM'ik periferik dolasim seviyeleri esliginde disik
konsantrasyonlarina ulagabilir, bu da periferik fruktoz konsantrasyonlarinin nadiren

yiksek mikromolar araligint agtigini gosterir (63).

Glikoz metabolizmasi, hiicresel metabolik durum ve enerji durumuna gore,
karacigerdeki glikolizde glikolitik akigi sinirlayan fosfofruktokinaz (PFK) basamagiyla
sik1 bir sekilde diizenlenir (64). Fruktoz ise ketohekzokinaz (KHK) ile F1P’a fosforile
edilir ve daha sonra gliseraldehit ve dihidroksiaseton fosfat olugturmak tizere aldolaz B
ile ayrilir. Hem gliseraldehit hem de dihidroksiaseton fosfat daha sonra gliserol-3-
fosfata (G3P) veya gliseraldehit-3-fosfata (GA3P) donustirilebilir. Bu triosfosfatlar,
fosfolipitler ve triasilgliserol sentezinde omurga olusturmak ic¢in ayrica metabolize
edilebilirler (65). Gliserol-3-fosfat, asil gliserol molekullerini tretir ve bunlar daha
sonra ¢ok disiik yogunluklu lipoprotein sentezi i¢in kullanilir (66). Ayrica, sitozolik
asetil-CoA, de novo lipogenez i¢in karbon ve trigliseritlere esterlenen uzun zincirli yag
asitleri i¢in karbon saglayabilir (67,68). Belirgin bir sekilde, GA3P glikoliz ig¢ine
girdiginde, glikokinaz ve G6P’1n iki hiz sinirlayicit asamasini atlar (Sekil 2.3.) (69).
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Sekil 2.3. Fruktoz Metabolizmasi

Fruktoz metabolizmasinda, KHK, PFK’in aksine insilin ve sitrattan bagimsizdir ve
ATP tarafindan inhibe edilmez. Bu fruktokinazin strekli aktivasyonuna izin verir ve
herhangi bir negatif geri besleme dongusiine duyarsiz kilar. Dahasi, KHK iki izoformda
bulunur, KHK A ve C, C ana hepatik izoformdur ve glukokinazdan 10 kat daha biyiik
bir Km 'ye sahiptir (70). KHK, ATP kullanir ve yiiksek fruktoz metabolizmasi
nedeniyle hiicre i¢ci ATP ve fosfat seviyelerini hizla tiketir ve ADP ve adenosin
monofosfat (AMP) havuzunu arttinir. Hepatik fruktoliz simirsiz oldugundan, fruktoz
yikleri heksoz ve trioz fosfat havuzlarinda glikoliz, glikojenez, glikoneojenez,
lipogenez ve oksidatif fosforilasyon dahil olmak tizere tim merkezi karbon metabolik
yolaklari i¢in potansiyel olarak arttirilmig substrat saglayan buyiik, hizli gelisimlere

neden olabilir (64).

Fruktoz beslenmesi ayrica urik asit iretimine katkida bulunan piirin sentezini uyarabilir
(71). Artan dolagimdaki uirik asit seviyeleri, eklemlerde trik asit kristallerinin birikmesi
nedeniyle agrili inflamasyonla karakterize bir durum olan gut riskini artirir (72). Ayrica,

artmig serum Urik asit seviyeleri ve gut, farkli popiilasyonlarda diger kardiyometabolik
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risk faktorleriyle iligkilidir (73-75). Artan urik asit seviyelerinin bagimsiz olarak
metabolizmanin 6énemli yonlerini dizenleyebilecegi ve kardiyometabolik riske katkida
bulunabilecegi gosterilmistir (76-80). Metabolize fruktozun biyik ¢ogunlugu diyet
seker kaynaklarindan elde edilirken, insanlar ve hayvanlar fruktozu endojen olarak
sentezleyebilmektedir. Cok cesitli dokularda aktif olan sorbitol (polyol) yolu, glukozdan
endojen fruktoz olusumundan sorumludur (81,82). Bu yolda, glukoz ilk 6nce aldoz
rediktaz (83) ile sorbitol'e indirgenir. Sorbitol daha sonra sorbitol dehidrojenaz (84)
tarafindan fruktoza okside edilir. Fizyolojik olarak endojen olarak sentezlenen fruktoz,
sperm i¢in birincil enerji kaynagidir ve dogurganlik i¢in 6nemli olabilir (85-86).
Plasenta ayrica, gelismekte olan fetlsin, fruktoz sentezlemek i¢in kullanabilecegi
sorbitol sentezleyerek, iireme ve gelisim biyolojisinde endojen fruktoz igin daha genis

bir rol oldugunu diistindiirir (88).

2.2.KANSER

Kanser viicudumuzdaki hiicrelerin kontrolstiz bir sekilde boluniip ¢ogalmasi ile ortaya
c¢ikan oOlumcill bir hastaliktir. Kanserin gelisimine yonelik temel gorts, kanser
hiicrelerinde, genetik faktorler, c¢evresel etmenler ve yasam bigimine bagli olarak
normal hiicre proliferasyonu ve homeostazi diizenleyen mekanizmalarda bozulmalar
meydana geldigi yontundedir. 100'den fazla farkli kanser tirii vardir ve spesifik
organlarda timor alt tipleri bulunur. Bu kanser tiplerinin ¢ogunda hiicreler cesitli
faktorlerden etkilense de gelisimleri sirasinda benzer fonksiyonel yetenekleri

kazanmaktadir (Sekil 2.4.). Bu fonksiyonel degisiklikler asagida kisaca agiklanmigtir (1).
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Sekil 2.4. Kanser hiicrelerinin kazanilmig yetenekleri
2.2.1.Biiyiime Sinyallerinde Kendine Yeterlilik

Normal hiicreler, pasif durumdan aktif proliferatif duruma ge¢gmeden Once mitojenik
buylume sinyallerine ihtiya¢ duyar. Bu sinyaller; buyume faktorleri, hiicre digt matris
bilesenleri, huicreler arasi baglanma ve etkilesim molekulleri gibi sinyallerdir ve
transmembran proteinleri tarafindan hiicrelere aktarilmaktadir. Bu tiir uyarici sinyallerin
yoklugunda normal htcreler ¢ogalmaz. Kanser olusumda etkin onkogenlerin ¢ogu,
normal bityime sinyallerini bir sekilde veya benzer sekilde taklit ederek hareket ederler.
Sonug olarak timoér hiicreleri kendi biytime sinyallerinin ¢ogunu iretebilmekte ve
boylece normal doku mikro ¢evresinden uyarilmaya olan bagimliliklart azalmaktadir.
Ekzojen olarak tiretilen sinyallere bagimliliktan kurtulma, normal olarak, bir doku
icindeki cesitli hiicre tiplerinin uygun davranmalarini saglamak igin calisan, kritik

olarak 6nemli homeostatik mekanizmay1 bozar (1,89).
2.2.2.Biiyiime Karsit1 Sinyallere Duyarsizhik

Normal bir doku i¢inde, ¢oklu antiproliferatif sinyaller, hiicrenin sessizligini ve doku
homeostazint korumak i¢in ¢aligir. Bu sinyaller hem ekstraseliiler matrikse hem de
yakin hiicrelerin yiizeylerine gomiilmiis, hareket edebilen biiyiime inhibitor proteinlerini

ve sabitlenmis inhibitor proteinlerini igerir. Biiylimeyi tegvik eden sinyaller gibi bu
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buylumeyi durduran sinyaller de hiicre i¢i haberlesme yolaklarina bagli transmembran

proteinleri tarafindan hiicrelere alinir (1).

Biuyiimeyi engelleyici sinyaller iki farkli mekanizma ile proliferasyonu engelleyebilir.
Hicreler, aktif proliferatif dongiiden, ekstraseliller sinyallerin izin verdigi durumlarda,
mitozun sessiz (GO) durumuna gegise zorlanabilir. Bu duruma alternatif olarak, hiicreler,
genellikle ozellesmis farklilagma ile baglantili 6zelliklerin edinilmesiyle postmitotik
durumlara girmeye zorlanarak proliferatif potansiyellerini kalict olarak birakmaya

tesvik edilebilir (89).

Kanser htcreleri ise proliferatif sinyallemeyi bir dizi alternatif yolla sirdirme
kabiliyetini kazanabilirler: Otokrin proliferatif stimilasyon ile sonuglanan, konik
reseptorlerin ekspresyonu yoluyla cevap verebilecekleri buyime faktorii ligandlarini
uretebilirler. Alternatif olarak, kanser huicreleri, kanser hicrelerine c¢esitli biyiime
faktorleri saglayarak karsilik veren, destekleyici timorle iligkili stroma i¢indeki normal

hiicreleri uyarmak i¢in sinyaller gonderebilir (1).

Ayrica buyiume faktori bagimsizligi, bu reseptorlerin asagisinda c¢alisan sinyal
yollarinin bilegenlerinin yapisal aktivasyonundan kaynaklanabilir ve bu yollarin ligand
aracili reseptor aktivasyonu ile uyarilma ihtiyacini ortadan kaldirir. Bir dizi farkli asag:
akis sinyal yolunun, bir ligand tarafindan uyarilan bir reseptorden yayildigt goéz 6niine
alindiginda, bu asagr akis yollarindan birinin veya digerinin aktivasyonu sadece iletilen
dizenleme talimatlarinin bir alt kiimesini, aktive edilmis bir reseptor ile yeniden

diizenleyebilir (1).
2.2.3.Apoptozisten Kacinma

Tumor hiicre poptilasyonlarinin sayica genisleme yetenegi, sadece hiicre g¢ogalmasi
hiziyla degil, ayni zamanda hiicre yipranma hiz1 ile de belirlenir. Programlanmig hiicre
olumii olan apoptozis hiicre i¢in bu yipranmaya karsi temel korumadir. Fare
modellerinde ve hiicre kulturlerinde yapilan ¢aligmalarin  yani  sira, insan
karsinogenezinde biyopsi yapilan evrelerin betimleyici analizleri, apoptozise karst
kazanilan direncin, ¢ogu ve belki de tim kanser tirlerinin ayirt edici bir ozelligi

oldugunu gostermektedir (1).
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Son yillarda yapilan ¢aligmalar, apoptotik programin viicuttaki hemen hemen tiim hticre
tiplerinde, belirti gostermeyen formda da olsa bulundugunu gostermektedir. Cesitli
fizyolojik sinyaller tarafindan tetiklendiginde, bir dizi asama ile ortaya ¢ikmaktadir.
Hiicresel membranlar bozulur, sitoplazmik ve nukleer iskeletler pargalanir, sitosol
membran digina ¢ikar, kromozomlar bozulur, niikleus pargalanir ve hepsi 30-120 dk.

sonunda yakindaki htcreler tarafindan yutulur (90).
2.2.4.Smirsiz Boliinme Yetenegi

Biyime sinyali otonomisi, blylmeyi durdurma sinyallerine karsi duyarsizlik ve
apoptosis'e karst direng, hepsi bir hiicrenin biyime programinin kendi
mikrogevresindeki sinyallerden uzaklagmasina yol agar. Temelde ortaya ¢ikan diizensiz
proliferasyon programi makroskobik timorleri meydana getiren genis hiicre
popiilasyonlarinin olusturulmasini  saglamak ig¢in yeterli gorinmektedir. Bununla
birlikte, son 30 yilda yapilan aragtirmalar, hiicre-hticre etkilesiminin, timoér biiyiimesini
ilerlettigine isaret etmektedir. Pek ¢ok ve belki de her tiir memeli hiicresi, ¢ogalmasini
sinirlayan igsel, ozerk bir programa sahiptir. Bu programin, yukarida tarif edilen hiicre-
hiicre sinyal yollarindan bagimsiz olarak g¢alistigi gorilmektedir. Bir klon hiicresinin
makroskopik, hayati tehdit eden bir timor olusturan bir boyuta yayilmasi i¢in bu

etkilesim bozulmalidir (1).

Kiultirdeki normal hiicreler sonlu bir replikatif potansiyele sahiptir. Katlanarak
ilerlediklerinde ve belirli sayida biuyimeyi durdurur ve yaglanma siirecine girerler.
Kiltire edilmig insan fibroblastlar1 yaslansa da pRb ve p53 gibi timor baskilayict
proteinleri devre digt birakarak, sonraki kusaklar i¢in ¢ogalmaya devam edebilirler.
Kiltirde gogaltilan timor hiicrelerinin gogunun dlumsizlestirildigi gorilmektedir, bu
da sinirsiz ¢ogalma potansiyelinin, timor ilerlemesti sirasinda in vivo edinilen ve malign
buyime durumunun gelisimi i¢in gerekli olan bir fenotip oldugunu gostermektedir (96).
Bu sonug, ¢ok asamali timoér ilerlemesi sirasinda bir noktada, premalign hiicre
poptlasyonlarinin, mortalite bariyerini ihlali ile sinirsiz replikatif potansiyel elde ederek

timorojenik sireglerini tamamlayabilecegini gostermektedir (1).
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2.2.5. Siirdiiriilebilir Anjiyogenez

Damarlar tarafindan saglanan oksijen ve besinler hiicre fonksiyonu ve hayatta kalma
icin ¢ok onemlidir. Bir dokudaki hemen hemen tim hiicrelerin kapiler kan damarinin
100 up yakininda kalmast zorunludur. Organogenez sirasinda bu yakinlik, damarlarin
ve parankimin koordineli biiyimesi ile saglanir. Bir doku olusturuldugunda, yeni kan
damarlarinin olugma siireci dikkatle diizenlenir. Yakindaki kilcal damarlara olan bu
bagimlilik nedeniyle, bir doku igindeki ¢ogalan huicrelerin kan damari biyiimesini
tesvik etmek i¢in igsel bir kabiliyete sahiptir. Anormal proliferatif lezyonlarin igindeki
hiicreler baslangigta anjiyojenik yeteneklerden yoksundur ve bu durum genisleme
kabiliyetlerini kisitlar. Daha buiyiik bir boyuta ilerlemek i¢in, yeni baslayan neoplazi
anjiyojenik yetenek gelistirmelidir (92-94). Tumorler anjiyojenez indiikleyicileri ve
karst inhibitorlerin dengesini degistirerek anjiyojenik molekilleri aktive ederler (95).
Tumorlerde angiogenesisin indiklenmesi ve sturdurilmesinin 6nemine dair oldukca
fazla deneysel kanit mevcuttur (92-94). Yaklagik 30 yil 6nce Folkman ve arkadaslar,
timor eksplantlarinin hizla biiytimesi i¢in angiogenesis gerekliligini gostermek iizere in
vivo biyoanalizler kullanmistir (93). Bunlar vaskiler endotelyal biyiime faktori (VEGF)
antikorunun (95) ve VEGF reseptori 2’nin (96) neovaskiilarizasyonu ve farelerde
subkutanéz timorlerin  buyimesini  bozdugunu molekiler olarak kanitlayan
caligmalardir. Her iki sonu¢ da simdi ge¢ asama klinik c¢aligmalarda olan spesifik

VEGF/VEGF-R inhibitorlerinin gelisimini motive etmistir.

2.2.6.Doku Invazyonu ve Metastaz

Er ya da ge¢ insan kanserlerinin ¢ogunun gelismesi sirasinda, birincil timor kutleleri,
etrafindaki dokular istila eden ve yeni koloniler kurmay1 bagarabilecekleri uzak yerlere
giden oOnci hiicreler ortaya ¢ikarir. Tumor hicrelerinin bu uzak yerlesimleri -
metastazlar- insan kanser olimlerinin %90'inin sebebidir (97). Invazyon ve metastaz
yetenegi, kanser hiicrelerinin primer timor kiitlesinden ka¢gmasina ve en azindan
baslangigta besin ve alanin sinirlayict olmadigr viicutta yeni yerlerde kolonize olmasina
imkan saglar. Yeni olusan metastazlar, kanser hiicrelerinin ve konak¢i dokudan alinan
normal destekleyici hiicrelerin amalgamlart olarak ortaya ¢ikar. Primer tiimor kiitlesinin
olusumu gibi, invazyon ve metastazin basarilmasi, diger bes 6zelligi edinme yetenegine

baglidir (1).
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Tumorlerin proliferasyon gosteren kanser hiicresi kitlesinden olustugu ve bu hiicre
kitlesinin belli basli 6zelliklere sahip oldugu yapilan ¢aligmalarla gosterilmigtir. Artik
timor dokularinin birbirleriyle heterotipik etkilesimlere katilan ¢ok sayida farkli hiicre
tipinden olusan karmasik dokular oldugu ve timorle iligkili stromal hiicrelerin, bazi
ayricalik ozelliklerinin gelistirilmesi ve ifadesine katkida bulundugu kanitlanmistir.
Takip eden yillar boyunca caligsmalar tiimorlerin biyolojisinin kanser hiicrelerinin
ozelliklerini siralamakla artik anlagilamayacagini, bunun yerine “timoér mikrogevresinin”

timor olusumuna katkilarini kapsamasit gerektigini ortaya konmustur (98).

Normal dokular, hiicre sayisini, normal doku mimarisini ve fonksiyonunu korumak i¢in
hiicrenin biiyiime ve bolinme dongiisiinii baglatan, biiyiimeyi tesvik eden sinyallerin
tretimini ve salimim dikkatli bir gekilde kontrol eder. Kanser hiicreleri, bu sinyalleri
deregtile ederek, kendi kaderlerinin efendisi olurlar. Etkinlestirme sinyalleri, buyiik
olciide, hiicre i¢i reseptorleri baglayan, tipik olarak hiicre igi tirosin kinaz alanlarini
igeren biiytime faktorleri tarafindan iletilir. Ikincisi, hiicre dongiisii yani sira hiicre
buytmesi (hiicre boyutunda artig) sirasinda ilerlemeyi diizenleyen hiicre ig¢i sinyal
yolaklar araciligiyla sinyaller yaymaya devam eder. Bu sinyaller genellikle hiicre sag

kalimi1 ve glikoliz metabolizmasi gibi diger hiicrenin biyolojik 6zelliklerini etkiler (98).

2.3. KANSER METABOLIZMASI

Yirmi yil oncesine kadar, hucresel glukoz metabolizmast ve genel olarak kanser
metabolizmasi, kanser biyolojisinin ana dallar olarak gorilmezken, giinimiizde kanser
biyolojisinin ayrilmaz bir parcast haline gelmigtir. Kansere kargt gelistirilmeye caligilan
tedavi yontemleri metabolizmalarinda meydana gelen degisiklerin tespiti ve tzerinden

yogun bir gekilde ortaya konmaya c¢aligilmaktadir.
2.3.1. Kanserde Glukoz Metabolizmasi

Tim kanser hiicrelerinin glikoz metabolizmasini yeniden programlamak i¢in kullandigt
bilinen higbir evrensel mekanizma yoktur, ancak kanser hiicrelerinin glikolizde islenen
asamalari, glikoz aliminin yant sira anabolitleri iiretmek tizere modiile edip kullanmak
icin izledikleri ortak bir yol vardir. Metabolik anormallikler kanserin ayirt edici
ozelligidir. Warburg'un hipotezine gore, kanser hiicreleri daha verimli oksidatif

fosforilasyon yerine ana glukoz metabolizmasi modu olarak aerobik glikolizi seger (5).
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Bu durumda normal hiicrelerin aksine, hizli prolifere olan kanser hiicreleri bir molekl
glukozdan elde edilen ATP miktar1 ¢ok az olmasina ragmen glukozu aerobik ortamda
laktata donustirir (4). Aslinda bu davramiglari, prolifere olan hiicrelerin hipoksik
sartlara duyarsiz olmalarin1 saglar ve hiicre gog¢iini, yeni damar olusumunu, immun
sistemden kagist ve radyoaktif direnci gelistirerek timoér invazyonunu arttirmak tizere
kanser dokusuna avantaj saglar (7,98,99). Ayrica kanser dokularinda meydana gelen
artmig glukoz alimi sayesinde niikleozidlerin ve aminoasitlerin iretimine katkida
bulunmakta ve enerji Uretimi i¢in ¢ok hizli bir yol olusturmaktadir (6,7). Insan
kanserlerinin %70'inden fazlasinda, glikolitik genler her yerde asir1 eksprese

edilmektedir (100,101).

Gelistirilmis aerobik glikoliz, aerobik oksidasyon anlamina gelmez, basta mitokondri
disfonksiyonunun, timoér baskilayicilarin kaybinin, hipoksik mikro-ortam ve onkojene
bagli metabolik yeniden programlamanin kanser hicrelerinin anormal enerji
metabolizmasi olaylarini  baglattigi  diasinilmektedir (102).  Ancak yapilan son
aragtirmalarda, ¢ogu kanserde mitokondri fonksiyonunun saglam oldugunu bildirmistir
(103, 104). Warburg etkisi esas olarak maksimum glikoliz oranlari ve piruvat
oksidasyonu arasindaki dengesizligin bir sonucudur (105).

Aerobik glikolizde piruvat, laktik asit dehidrojenaz-A (LDHA) ile laktik aside
donugtaralir. Laktik asitlerin  kanser hiicrelerinde birikmesi, proton bagh
monokarboksilat tagiyict (MCT), 6zellikle MCT1 (106) ve MCT4 tarafindan laktik asit
taginmasini tegvik eder (107,108). MCT'lerin sitoplazmadan hiicre dig1 siviya laktik asit
salgilanmasini hizlandirmak i¢in yiksek miktarlarda eksprese edildigi bulunmustur ve
bu durum timoér mikro ortaminda pH’1 6,6'ya kadar dustrir (109). Mikro-ortamin
asitlesmesine esas olarak kanser hiicrelerinden salgilanan laktik asit neden olur (110).
Laktik asit, normoksik oksidatif timor hiicrelerinde bile VEGF (111, 112), déniistiiriicti
buyiume faktori beta (TGF-B) (113), interlokin-1 (IL-1) ve mTOR sinyal yolagina bagli
hipoksi ile induklenebilir faktor-1o (HIF-1 a)'i aktive eder (114).

HIF-1, glikoz metabolizmast degisimi sirasinda énemli bir diizenleyicidir. Bu ylizden
daha yuksek laktik asit, kanser hiicrelerinde glikolizi arttirmak igin kisir bir dongiye
neden olabilir. Daha yiikksek VEGF ayrica endotelyal hiicre gociini ve dolasimdaki
vaskiiler progenitor hiicrelerin ve vaskiler morfogenezin olusumunu uyararak timor

anjiyogenezini indikler (98).
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Tumor, farkli hucrelerin alt popiillasyonlarindan olusur. Hipoksik ortamdaki kanser
hiicreleri, degistirilmis enerji metabolizmast yolu olarak aerobik glikolizi kullanarak
yiiksek seviyelerde glikoz tiketir, sitoplazmadan yiiksek seviyelerde laktik asit salgilar.
Cok sayida oksijen destegi iceren kan damarlarinin yakinindaki kanser hiicresi, tercihen
ana enerji kaynagi olarak laktik asidi kullanir. Bu yiizden, laktik asit bir atik degildir,
enerji olarak yeniden kullanilir, farkli kanser alt popiilasyonlar1 arasinda enerji aktarimi

yapar (Sekil 2.5.) (98).
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Sekil 2.5. Normal hiicreler ve kanser hiicreleri arasindaki metabolik farkliliklar gosterilmisgtir.

Normal hiicrelerde, glukoz, sitrik asit dongust ve mitokondride oksidatif fosforilasyon
islemi yoluyla tamamen CO2'e okside olan piruvata metabolize edilir. Sadece O2 sinirlt
ise piruvat laktata metabolize olur. Kanser hiicreleri, O2'nin varligina bakilmaksizin
(Warburg etkisi) ¢ogu glukozu laktata c¢evirir. Laktatin salgilanmasi, timoriin
ilerlemesini kolaylastirir. Glikolitik yol boyunca artan glukoz kullanimi, niikleik
asitlerin pentoz fosfat yolu boyunca sentezi igin kullanilan glukoz-6-fosfat gibi
metabolik ara maddeler uretir. Glutaminoliz sirasinda tretilen glutamat, sitrik asit
dongusune yakit ikmali yapmak i¢in ana substrat gorevi gortr. Sitrat tirevli asetil CoA,
lipit Uretimi i¢in kullanilir. Niikleik asit ve lipitlerin artan sentezi, kanser hiicrelerinin

cogalmasini ve biyiimesini tegvik eder (Sekil 2.5).
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Kansere kargt immiin yanita, mikro-ortamdaki yardimci hiicrelere ve sitokinlere bagli
efektor T-hicrelerinin aracilik ettigi bilinmektedir. Timo6r immunitesi, ¢evresel pH'dan
da etkilenir, mikro-ortamdaki asidik pH, immiin htcrelerin tepkisini belirgin bir sekilde
zayiflatabilir (115). Mikro-ortam asitliginin fizyolojik degerlere dogru modulasyonu,

timor i¢ine sizan T lenfositlerinin anerjisini tersine ¢evirir (116).

2.4. mTOR SINYAL YOLAGI

Izole edilmis Giiney Pasifik adast olan Rapa Nui'ye (Paskalya Adast olarak da bilinir)
1964 yilinda Kanadali bir kasifin yaptig1 kesif gezisinde, yeni antimikrobiyal ajanlar
belirlemek amaciyla bir dizi toprak 6rnegi toplandi. Bu orneklerden izole edilen
bakterilerde, Sehgal ve arkadaslari, dikkate deger bir antifungal, immiinosiipresif ve
antitimor Ozelliklerine sahip bir bilesik kesfetti (116-118). Bulundugu bolgeden sonra
rapamisin olarak adlandirilan bu bilesigin daha ileri analizleri yapildiginda (klinik
olarak sirolimus olarak adlandirilmaktadir), kismen hiicre biiytimesi ve proliferasyonu
icin gerekli olan sinyal iletim yollarin1 inhibe etmek i¢in FK506 baglayict protein 12
(FKBP12) peptidil prolizomeraz ile kompleks olusturarak hareket ettigi ortaya ¢ikarildi
(119). Bu ongorilere ragmen, rapamisinin tam etki mekanizmasi, mTOR’un
“memelilerde rapamisin FKBP12 kompleksinin’> dogrudan hedefi olarak tanimladig:
1994 yilina kadar belirsiz kald1 (120). Bu kesiflerden bu yana gecen otuz yildan uzun
bir siire iginde, diinya genelinde yapilan c¢aligmalar, mTOR protein kinazinin, hiicre
buyiumesini ¢evresel kosullarla koordine eden ve hiicre ve organizmal fizyolojisinde

temel bir rol oynayan buytk bir 6karyotik sinyal ag1 olusturdugunu ortaya koydu (121).

mTOR sinyal yolaginin, ribozom biyojenezi ve protein, niikleotit, yag asidi ve lipit
sentezi gibi anabolik siirecleri tegvik ettigi ve otofaji gibi katabolik siirecleri inhibe
ettigi gosterilmistir (121). mTOR, fosfoinositid 3-kinaz (PI3K) ile iligkili kinaz (PIKK)
familyasindaki mTOR Kompleksi 1 (mTORC1) ve mTOR Kompleksi 2 (mTORC2)
olarak bilinen iki ayr protein kompleksinin katalitik alt Gnitesini olusturan serin/treonin
protein kinazdir. mTORCI1 rapamisin duyarlidir ve ¢ ana bileseni ile tanimlanir:
mTOR, Raptor (mTOR ile baglantili diizenleyici protein) ve mLST8 (Secl proteini 8,
GBL olarak da bilinir) (122). Rapamisin-FKBP12 kompleksi dogrudan mTORCI1'i
inhibe ederken, mTORC?2, akut rapamisin tedavisine duyarsizlig ile karakterize edilir.

mTORCI1 gibi, mTORC2 de ayrica mTOR ve mLST8 icerir. Bununla birlikte, Raptor



22

yerine, mMTORC2, muhtemelen benzer bir fonksiyona hizmet eden bir protein olan

Rictor (mTOR'un rapamisine duyarsiz bolumu) igerir (Sekil 2.6.) (123, 124).
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RAPAMYCIN oy
FKBP12 ATP
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kinase domain

:
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Sekil 2.6. mTOR kinazinin domain yapisi ve protein komplekslerinin bilesenleri (132).

mTORC1'in aktivasyonu besinlere ve buyime faktorlerine baglidir. Besin maddelerine
cevap olarak, mTORCI sitoplazmadan lizozomal yiizeye gecer, burada PI3K sinyal
yolagi yoluyla biiyime faktorleriyle aktive edilir. Biyiime ve boliinme i¢in hiicrelerin
protein, lipid ve niikleotit Uiretimini arttirmasi ve aym zamanda otofaji gibi katabolik
yollart bastirmast gerekir. mTORCI1, tim bu islemlerin diizenlenmesinde merkezi bir
rol oynar ve bu nedenle gevresel kosullara cevap olarak anabolizm ve katabolizma
arasindaki dengeyi kontrol eder (123). mTORCI, biyiik ol¢iide iki anahtar efektor olan
p70S6 Kinaz 1 (S6K1) ve elF4E Baglayici Protein (4EBP) fosforilasyonu yoluyla
protein sentezini destekler. mTORC1, S6K1'1 hidrofobik motif bolgesi Thr389 tizerinde
dogrudan fosforile eder, daha sonra fosfoinositide bagimli kinaz-1 (PDK1) ile
fosforilasyon ve aktivasyonunu saglar (125). S6K1, 50 baslik baglama elF4F
kompleksinin pozitif bir regtilatorii olan elF4B (126) dahil olmak tizere, mRNA ¢evirisi
baglatmasini destekleyen birka¢ substrati fosforiller ve aktive eder. S6K1 ayrica,
elF4B'nin bir inhibitéri olan Programlanmig hiicre oliimi 4'in (PDCD4) bozulmasini
fosforile eder ve ekson birlesme komplekslerinin bir bilegeni olan SKAR ile etkilesimi
yoluyla eklenmis mRNA'larin geviri etkinligini arttirir (127). Biytiyen hiicreler, yeni
membran olusumu ve genislemest i¢in yeterli lipit ihtiyact duyar. mTORCI], sterol yanit
veren element baglayici protein (SREBP) transkripsiyon faktorleri yoluyla de novo lipid

sentezini tegvik eder; bu, yag asidi ve kolesterol biyosentezine katilan metabolik
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genlerin ekspresyonunu kontrol eder (128). Yakin zamanda yapilan c¢aligmalar,
mTORCI'in ayrica, DNA replikasyonu i¢in gerekli niikleotidlerin ve biyliyen ve
cogalan hiicrelerde ribozom biyogenezinin sentezini destekledigini ortaya koymustur.
Ayrica mTORCI1, purin sentezi i¢in bir karbon birimi saglayan mitokondriyal
tetrahidrofolat dongiisiiniin bir anahtar bileseni olan MTHFD2'nin ATF4'e bagl
ekspresyonunu arttirir (129). Ek olarak, S6K1, de novo pirimidin sentez yolunun kritik
bir bilegeni olan karbamoil-fosfat sentetaz (CAD) "1 fosforiller ve aktive eder (130).

mTORC1 glikoz metabolizmasinda oksidatif fosforilasyondan glikolize gegisi tesvik
ederek buyimeyi kolaylagtirir; bu, muhtemelen besinlerin yeni biyokiitle i¢ine dahil
edilmesini kolaylagtirir. mTORC1, KHK gibi birkag¢ glikolitik enzimin ekspresyonunu
saglayan transkripsiyon faktori HIFla'nin ekspresyonunu arttirir (131). Dahast,
SREBP'nin mTORC1'e bagli aktivasyonu, NADPH ve proliferasyon ve biiylime i¢in
gerekli diger ara metabolitleri tiretmek i¢in glikozdan karbonlart kullanan oksidatif

pentoz fosfat yolu (PPP) boyunca artan aki saglar (123).

mTORC1'e bagli artan anabolizmaya dogru kayma, sadece biiyiime sonrasi endokrin
sinyallerinin yani1 sira makromolekiiler sentez igin yeterli enerji ve kimyasal yapi
bloklarinin varliginda meydana gelmelidir. Memelilerde, bu girdiler buyiik olgide
diyete baglidir, 6yle ki mTORCI, karaciger ve kas gibi dokularda biyime ve enerji
depolanmasini tegvik etmek i¢in beslenmeyi takiben aktive edilir, ancak aglik durumu
sirasinda inhibe edilir, sinirli kaynaklart korur (123). mTORCI1 ayrica diisik ATP
seviyeleri, hipoksi veya DNA hasar1 gibi biiyimeyle uyumlu olmayan hiicre igi ve

cevresel streslere de cevap verir (132).

Glikoza bagimli instlin salimina ek olarak, beslenme ayn1 zamanda diyet proteinlerinin
sindirimi nedeniyle serum amino asit seviyelerinde bir artisa yol acar. Amino asitler
sadece proteinlerin temel yapitaglart degil ayni zamanda bir¢ok diger metabolik yol i¢in
enerji ve karbon kaynaklart oldugu i¢in mTORCI aktivasyonu, amino asit

konsantrasyonlarindaki diyete bagli degisikliklere siki sikiya baglidir (133).
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2.5. KANSER HUCRE HATLARI

Amerika Birlesik Devletleri (ABD) Baltimore’da 1951 yilinda serviks kanseri nedeniyle
takip edilen Afro-Amerikan bir hastanin kanser dokusundan elde edilen hiicreler
laboratuvarda ilk defa ¢ogaltilarak kultir( yapilmistir. Henrietta Lack adindaki hasta
kanserin ilerlemesi sonucu 4 Ekim 1951°de 6lmiis ancak olimstiz hiicrelerinin kiltiri
adina ithafen ‘’Hela’ adi ile dinya genelindeki laboratuvarlara deneysel amagli
kullanilmaya baglanmigtir. Kanser hiicrelerinin o6limsiiz olmasi ve ¢ok kolay
uretilebilmeleri ¢aligmalarda hiicre kiiltirti gerektiren arastirmalara hiz kazandirmisgtir.
Ancak, ilerleyen sure igerisinde Stanley Gartler 1966’da Amerikan Tip Kultir
Koleksiyonu (American Type Culture Collection=ATCC) kurumunda saklanan 20 insan
hiicresinin 18’inin kromozomal ve biyokimyasal olarak HeLa hiticreleri ile tipatip ayni
oldugunu bildirmis ve 1968 yilinda bu durumu Nature dergisinde yayinlamigtir. ATCC
kayitlarina gore beyaz irktaki bireylerden elde edilmis olmalarina ragmen, siklikla Afro-
Amerikanlarda bulunan A tipi G6P enzim aktivitesi gostermeleri, bu hiicrelerin HeLa
hiicreleri ile kontamine oldugunu gostermistir (134-137). Caligmalarda kullanilan hiicre
hatlar1 gegmise yonelik endigeleri tasgitmakla beraber giiniimiiz teknolojisinin getirdigi
olumlu kosullar ile daha kontrollii tretilmekte ve ¢ok sayida calismada aktif olarak
kullanilmaktadir. Kullanilan bu hticre hatlari insan, fare, rat, maymun, balik, hamster
gibi farkli canlilardan elde edilebildigi gibi farkli hastaliklara yonelik deney modelleri
olusturacak sekilde tasarlanabilmektedir. Bu ¢aligmada Musmusculus farenin meme
bezinden elde edilen 4. evrede epitelyal ve yapiskan ozellikteki 4T1 (ATCC® CRL-
2539™) kanser hiicre hatti, insan (kadin) meme kanseri dokusundan elde edilen
epitelyal ve yapigkan ozellikteki MDA-MB-231 (ATCC® HTB-26™) kanser hiicre
hattr ve insan (erkek) karaciger dokusundan elde edilen epitelyal ve yapiskan 6zellikteki

HEPG2 (ATCC® HB-8065™) kanser hiicre hattt kullanilmistir.



3. GEREC-YONTEM

3.1. GERECLER
3.1.1. Demirbas Malzemeler Aletler

e Laminer airflow (BioTech 20)

e Flouresan Mikroskop (Olympus DP71)

e Konfokal Mikroskop (Zeiss Primo Vert)

e Buzdolabi (Vestel +4 °C)

e Derin Dondurucu (Vestel -20°C)

e Derin Dondurucu (New Brunswick -80°C)

e Otomatik Mikropipetler (Thermo Scientific)
e Otomatik Makropipet (Thermo Scientific)

e Sogutmali Santrifiij (Thermo Scientific)

e Benmari Kiiveti (GFL 1052)

e Sonikator (Bandelin Sonopuls)

e Mikro santrifiij (Thermo Scientific, Micro CL17R)
e Inkiibator (Panasonic)

e Multimod Mikroplate Okuyucu (Thermo Scientific, Varioscan LUX)
3.1.2 Sarf Malzemeler ve Kimyasal Maddeler

e Besiyeri (Gibco DMEM 1X, Capricorn RPMI 1640, Sigma DMEM High
Glucose, Sigma DMEM No Glucose)

e D-Fruktoz (Biomass Ultra Pure %99)

e Fetal Sigir Serumu (Gibco 10270)
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e Tripsin Edta (Capricon)

e Penisilin Streptomisin (Sigma, Penisilin: 10000 units/mL+streptomisin 10mg/mL)

e Fosfat Buffer Salin (Thermo Scientific, pH;7,4)

e L-Glutamin (Gibco, 200mM, 20 mL)

e Kailtiir Flasklart ve Petri Kaplari (Corning 25cm?, 75 cm?, 125 cm?)

e Primer Antikorlar (Hexokinase I, Hexokinase II, Ketohekzokinaz (fruktokinaz),
S6 Ribozomal Protein, pS6 Ribozomal Protein, Glut I, Glut II)

e Paraformaldehid

¢ Dimetil sulfoksit (DMSO)

e Sekonder antikor (Anti-Rabbit IgG, F(ab')2 Fragment (Alexa Fluor® 488
Conjugate))

e Normal Donkey Serum

e Falkon tupler (15 ml, 50ml)

e Pipet uglar (0.5-10 pl, 10-200 ul, 100-1000 pl)

e Serolojik Pipetler (Sml, 15ml, 25ml)

e Cryo Tupler

e DAPIigeren kapatma soliisyonu

e Polilizinli lam ve lamel

o Triton ™ X-100
3.2. YONTEM

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

3.2.1.1. Hiicre Hatlan

Bu caligmada farkli kanser hiicre hatlarinin glukoz ve fruktoz kullanim kapasiteleri

degerlendirilmistir. Bunun igin Erciyes Universitesi Histoloji Embriyoloji Anabilim
Dali’nda kullanilan asagida ozellikleri belirtilen kanser hiicre hatlart kullanilmigtir.

e 4TI hucre hattt (ATCC® CRL-2539™): Musmusculus farenin meme bezinden
elde edilen 4. evrede epitelyal ve yapigskan 6zellikteki kanser hiicre hattidir.

e MDA-MB-231 hiicre hatti (ATCC® HTB-26™): Insan (kadin) meme kanseri

dokusundan elde edilen epitelyal ve yapiskan 6zellikteki kanser hiicre hattidir.
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e HEPG?2 hiicre hatti (ATCC® HB-8065™): Insan (erkek) karaciger dokusundan

elde edilen epitelyal ve yapigkan 6zellikteki kanser hiicre hattidir.

3.2.1.2. Besiyerlerinin hazirlanmasi

Laboratuvar ve caligma ortami caligmaya baglamadan oOnce ve ginlik c¢aligsma
tamamlandiktan sonra %70’lik alkol ile dizenli olarak temizlendi. Bitiin malzemeler
37°C sicakligindaki su banyosunda isitildiktan sonra %70’lik alkol ile temizlenerek
steril kabin i¢ine alind1 ve deney gruplarina gore besiyerleri hazirlandi. Protokollerde
hiicre hatlarina 6zgu belirtilen besiyerleri kontrol ve deney gruplar arasinda farklilik

ortaya ¢gitkmamasi igin DMEM/F12 olarak standart tutuldu.

Yiiksek glukoz (HG) gruplarnin besiyeri;, DMEM/F12, yuksek glukoz (4500 mg/L
glukoz) igeren besiyerine %10 fetal sigir serumu, %1 L-glutamin, 50 pg/ml penisilin ve

100 pg/ml streptomisin eklenerek hazirlandi.

Yiiksek fruktoz (HF) gruplarinin besiyeri; DMEM/F12, glukozsuz, fruktozsuz media
igerisine 4500 mg/L. fruktoz (%99 ultra saf D-fruktoz Bioss), %10 fetal sigir
serumu, %1 L-glutamin, 50 pg/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin eklenerek

hazirlandi.

Kontrol gruplarmmin besiyeri; standart DMEM/F12 %10 fetal sigir serumu, %1 L-

glutamin, 50 pg/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin eklenerek hazirlandi.

Hazirlanan besiyerleri 0,22 pm filtreden gegcirildi ve +4°C’de saklandi ve her

kullanimdan énce 37°C sicakligindaki su banyosunda 1sitildi.
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HiicreHatt: Deney Gruplar: ve Besiyeri Icerikleri
Yiiksek Glukoz 24 saat | Yiiksek Fruktoz 24 saat | DMEM/F12 24 saat
4T1 Yiiksek Glukoz 48 saat | Yiiksek Fruktoz 48 saat | DMEM/F12 48 saat
Yiiksek Glukoz 72 saat | Yiiksek Fruktoz 72 saat | DMEM/F12 72 saat
Yiiksek Glukoz 24 saat | Yiiksek Fruktoz 24 saat | DMEM/F12 24 saat
MDA-MB- | Yiiksek Glukoz 48 saat | Yiiksek Fruktoz 48 saat | DMEM/F12 48 saat
231 Yiiksek Glukoz 72 saat | Yiiksek Fruktoz 72 saat | DMEM/F12 72 saat
Yiiksek Glukoz 24 saat | Yiiksek Fruktoz 24 saat | DMEM/F12 24 saat
HEPG2 Yiiksek Glukoz 48 saat | Yiiksek Fruktoz 48 saat | DMEM/F12 48saat
Yiiksek Glukoz 72 saat | Yiiksek Fruktoz 72 saat | DMEM/F12 72 saat

3.2.1.3. Hiicrelerin Cozdiiriilmesi

Falkon tiiplerin i¢ine deney gruplarina gore 5 ml ilgili besiyeri eklendi ve -80 °C’deki
cryo tip igerisinde bulunan hiicreler 37°C’de hizla ¢ozdiiriilerek bu besiyeri i¢ine alindi.
Hiicreler 1800 rpm’de santrifiij edildi ve siipernatant atilarak 15 ml taze besiyeri eklendi.
Yavasca pipetleme yapilarak T-25 flaska alindi 37°C'de %5 CO; ve nemlendirilmig
inkiibator i¢ine yerlestirildi. Ertesi giin besiyeri degistirilerek %70-80 oraninda ¢ogalana

kadar giinliik olarak besiyerleri degistirildi.
3.2.1.4. Hiicrelerin Sayilmasi ve Pasajlanmasi

Hicreler konfokal mikroskop altinda incelenerek %70-80 oraminda ¢ogaldiktan sonra
flask i¢indeki besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler 3 kez steril PBS ile yikandi. Flaska 2,5
ml Tripsin-EDTA (%0.25) eklenerek 3 dk boyunca 37°C'de %5 CO, ve nemlendirilmig
inkiibator i¢inde bekletildi. Sonrasinda kontrol edilerek eger hiicreler yiizmiiyorsa 1dk
daha bekletilerek tiim hiicrelerin flasktan ayrilmasi saglandi. Hiicrelerin zarar gérmesini
engellemek i¢in hizlica eklenen tripsinin 2 kat1 kadar (5 ml) besiyeri eklendi ve igerik
15 mI’lik falcon tup igine alindi. 1800 rpm’de 5 dk santrifiyj edildi. Stiipernatant atilarak
10 ml taze besiyeri eklendi. Hiicre sayimi i¢in hticreler 1:1 oraninda tripan mavisi ile
muamele edilerek Thoma laminda sayildi. 1ml i¢indeki hiicre sayisi= Thoma laminda

sayilan ortalama hiicre say1st x seyreltme faktorii x 10* formila kullanilarak hesapland.
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Ortalama hiicre sayisi 3 defa 1 mm® ’lik alandaki 16 kare sayildiktan sonra, toplam
hiicre sayistnin 3’e bolinmesiyle elde edildi. Her 1 mm” alan hacim olarak 0.1 mm? ’e,
bu da 10*mL’ye esit oldugu icin, mL’deki hiicre sayisini bulmak igin 10* ile carpildi.
Alinan 6rnek hacmine egit miktarda tripan mavisi konuldugu i¢in 2 kat seyreltme
yapilds, bu yiizden 2 ile garpildi. Hiicrelerin homojen dagilmast i¢in pipetleme yapilarak
flasklara ekim yapildi (4x10°-1x10°) ve flasklar inkiibatére yerlestirildi. Deneylerin ti¢
kere tekrar edilerek yapildi.

Sekil 3.1. Thoma Lami
3.2.1.5. Hiicrelerinin Dondurulmasi

Flask i¢indeki besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler 3 kez steril PBS ile yikandi. Flaska 2,5
ml Tripsin-EDTA (%0.25) eklenerek 3 dk boyunca 37°C'de %5 CO, ve nemlendirilmig
inkiibator i¢inde bekletildi. Sonrasinda kontrol edilerek eger hiicreler yiizmiiyorsa 1dk
daha bekletilerek tim hiicrelerin flasktan ayrilmasi saglandi. Hiicrelerin zarar gormesini
engellemek i¢in hizlica eklenen tripsinin 2 kat1 kadar (5 ml) besiyeri eklendi ve igerik
15 ml’lik falcon tup igine alindi. 1800 rpm’de 5 dk santrifiyj edildi. Stipernatant atilarak
pellet 1900 pl besiyeri ile dikkatlice dagitildi ve igerik cryo tiip i¢ine alinarak 100 ul
dimetil stlfoksit (DMSO) eklendi ve tarihi ile pasaj sayisi yazilarak -80°C dondurucuya
kaldirildi.
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3.2.2. immiinflouresan Boyamalar

Hiucreler lamlarin tzerine ekildi ve deney gruplarina gore besiyeri kullanilarak,
37°C'de %5 CO, nemlendirilmis inkiibator i¢inde deney gruplarina gore belirlenen
surelerde immiinflouresan boyamalar i¢in kiltire edildi. Lamlar PBS ile
yikanarak %4’luk paraformaldehid i¢ine alindi. Hicreler 15 dk boyunca tespit oluktan
sonra 3 kez PBS ile yikandi. Bloklama tamponu (1X PBS %35 normal serum %0,3
Triton ™ X-100) ile 60 dk boyunca muamele edildi. Primer antikor olarak GLUT]I,
GLUT2, HK1 ve pS6 kullanmildi. Antikorlar tretici firmalarin talimatlart dogrultusunda
antikor diliisyon tamponu (1X PBS %1 BSA %03 Triton ™ X-100) ile diliie edilerek
hazirlandi. Bloklama tamponu uzaklastirildiktan sonra hazirlanan primer antikorlar
uygulanarak lamlarin yiizeyi coverslip ile kapatildi ve +4°C'de inkiibe edildi. Ertesi giin
oda sicakliginda 5 dk bekletildikten sonra 3 kere 5 dk boyunca PBS ile yikama yapild.
Omekler antikor diliisyon tamponu ile seyreltilen sekonder antikorda oda sicakliginda
1-2 saat boyunca karanlikta inkiibe edildi. Karanlik ortamda 3 kere 5 dk boyunca PBS
ile yikama yapildiktan sonra 4 ', 6-Diamidino-2-Fenilindol, Dihidrokloriir (DAPI) igeren
kapatma solusyonu ile kapatildi. Olympus (DP71) flouresan mikroskopta
gorintilenerek DP Maneger programinda her bir gruptan 10 adet fotograf ¢ekildi.
Cekilen her bir fotograftan 100 hiicrenin yogunlugu Image J programi ile dlgtlerek
“Yogunluk = Entegre Yogunluk-(Sec¢ilen hiicrenin alan1 X Arka plan okumalarinin

ortalama floresani)’” formiliine gore hesaplandi.

3.2.3 Western Blot

Western Blot analizi yapmak i¢in hiicrelerin besiyerleri uzaklagtirilip steril PBS ile
yikama yapildi. Hucreler flasklardan kaziyici ile kaldirilarak 2 ml ependorf tiiplere
alindi 1500 rpmde santrifiij edildikten sonra stipernatant atildi ve kalan pellet tizerine
500 ml ripa lizis tamponu eklendi. Hicrelerin pargalanmasi i¢in her 3 dk da bir
vortekslenerek 15 dk boyunca buz iizerinde bekletildi. Sonrasinda sonikator yardimiyla
pelletin par¢alanmasi saglandi. Ardindan 10000 rpm’de 30 dakika boyunca santrifiij
edildi ve stipernatantlar yeni ependorflara alinarak proteinlerin konsantrasyonu Bradford
teknigiyle belirlendi. Kullanilincaya kadar stok proteinler olarak etiketlendi -20°C’ de

saklandi.
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Protein konsantrasyolarinin élgimi i¢in 6ncelikle 2mg/ml konsantrasyonda olan stok
albumin seri sekilde diliie edilerek standartlar hazirlandi. “’Blank’” olarak distile su
kullanildi. Standartlar, blank ve oOrnekler sirayla 96 kuyucuklu plate’e 5 ul olacak
sekilde yiklendi. Sonra uzerlerine 200 pl Bradford Reagent (Biorad) eklenerek
Varioscan cihazinda 37°C’de 20 dk boyunca inkibe edildi ve 595 nm dalga boyunda
protein dlgimleri yapildi. Standart soliisyonlarin egrisi %99 ¢iktiginda 6lg¢timler dogru
kabul edildi. Her bir 6rnegin konsantrasyonuna gore hesaplamalar yapilarak protein
degerleri esit olacak sekilde jele yiuklenecek proteinler ayarlandi. %10’luk ayirma jeli
hazirlanarak (Resolver A 2ml + Resolver B 2 ml + %10 APS + TEMED, Biorad,
TGX™ FastCast™ Acrylamide Solutions) cam kasete dokiildii ve jelin polimerize
olmast i¢in 20 dk beklendi. Bu sirada %4’luk yukleme jeli (Stacking A 0.5 ml +
Stacking B 0.5 ml + %10 APS + TEMED, Biorad, TGX™ FastCast™ Acrylamide
Solutions) hazirlanarak 20 dk sonra polimerize olan ayirma jelinin tzerine dokuldi.
Yikleme jeli polimerize olduktan sonra kaset western tankindaki yiiriitme tamponu
icine alindi. Hazirlanan 6rnekler ve marker jele yiiklenerek 120 Volt’da yaklagik 40 dk
yuratildi. Daha sonra proteinler PVDF membrana transfer edildi. Membran
kullanilmadan 6nce 1 dk soguk metanol ile aktive edildi. Transfer islemi Biorad Mini
Protean Elektroforez sisteminde membran transfer tamponu ile 1slatilarak ve membran
buyukligiine uygun program kullanilarak gergeklestirildi. Transferden sonra membran
Ponceau S boya ile muamele edilerek protein membranda varlig: tayin edildi. TBS-T ile
yikama yapilarak %5’°lik yagsiz siit tozu ile oda sicakliginda bloke edildi. Antikorlar
uretici firmalarin talimatlart dogrultusunda antikor diliisyon tamponu (1X TBS-T + %5
BSA) ile diliie edilerek hazirlandi. Membranlar primer antikorlarla bir gece boyunca
+4°C’de inkiibe edildi. Ertesi giin membranlar 15’er dk 3 kez tampon soltiisyonu (1X
TBS-T + %0,02’lik Tween 20) ile yikandi. Sekonder antikorlar (Goat Anti-Mouse IG
HRP, Goat Anti-Rabbit IG HRP) uretici firmalarin talimatlari dogrultusunda antikor
dilisyon tamponu (1X TBS-T + %5 BSA) 1:1000 oraninda ile diltie edilerek hazirlandi.
Membranlar sekonder antikorlar ile 1 saat boyunca oda sicaklifinda inkibe edildi.
Sonrasinda aymi sekilde yikama yapildi ve membranlara 5 dk boyunca HRP substrati

(ECL) uyguland: ve biorad goruntileme cihazinda goriintillendi.
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3.2.4 Istatistiksel Analiz

Verilerin normal dagilima uygunlugu histogram, q-q grafikleri ve Shapiro-Wilk testi ile
degerlendirildi. Varyans homojenligi Levene testi ile test edildi. Kiiresellik varsayimi
Sphericity testi ile degerlendirildi. Uygulama, grup ve zaman faktorlerinin pS6, GLUTI,
Glut2 ve HK1’e etkisinin incelenmesinde tekrarli dlgimlerde ii¢ yonli varyans analizi
(3-way RM ANOVA) kullanildi. Her bir uygulama ve her bir grupta 24, 48 ve 72. saat
olgtimleri igin tekrarlayan ol¢iimlerde tek yonlii varyans analizi uygulandi. Ug farkli
uygulama ve ¢ farkli grup i¢in tek yonli varyans analizi kullanildi. Coklu
karsilagtirmalarda Bonferroni ve Tukey testi kullanildi. Verilerin analizi Turcosa Cloud
(Turcosa Ltd Co) istatistik yaziliminda gergeklestirildi. Anlamlilik degeri p<0.05 olarak
kabul edildi.



4. BULGULAR

4.1. Immiinflouresan Bulgular

Biitin deney gruplarina ait hiicreler pS6, GLUT1, GLUT2 ve HKI1 proteinleri ile
immiunoflouresan boyandi ve her gruptan 10 adet fotograf ¢ekilerek toplamda rastgele
secilen 100 hiicrenin flouresan yogunlugu Image J programinda hesaplandi.
Immiinflouresan boyamalar 3 tekrarli yapildi. Cekirdek boyamalar1 DAPI ile yapildi.
Bitin deney gruplarinda pS6 antikoru ig¢in yapilan boyamalarda hiicrelerin
sitoplazmalarinda yaygin bir sekilde her alanda protein ekspresyonu gozlendi. Ayni
gruplar igerisinde hiicreler arasi ekspresyon diizeylerinin farklilik gosterdigi belirlendi
(Sekil 4.1), (Sekil 4.2), (Sekil 4.3). GLUTI1 antikoru i¢in yapilan boyamalarda 4T1
DMEM, 4T1 HG, 4T1 HF gruplarinda hemen hemen biitin hucrelerde sitoplazmada
yaygin protein ekspresyonu vardi (Sekil 4.4). HEPG2 DMEM, HEPG2 HG, HEPG2 HF
gruplarinda ise GLUT1 protein ekspresyonu hiicrelerin ¢ogunda hiicre membranini
cevreleyecek sekilde ince yogun bir hat seklinde gozlendi (Sekil 4.5). MDA-MB-231
DMEM, MDA-MB-231 HG, MDA-MB-231 HF gruplarinda ise protein ekspresyonlari
sitoplazmada yaygin alanlar seklinde gorildi. MDA-MB-231 HF gruplarinda ise yogun
protein ekspresyonu vardi (Sekil 4.6).

GLUT?2 antikoru i¢in yapilan boyamalarda protein ekspresyonlart HEPG2 HG, HEPG2
HF gruplarinda hiicre membranina yakin yogun alanlar seklinde gozlemlenirken (Sekil
4.8.) diger gruplar arasinda belirgin bir farklilik yoktu (Sekil 4.7.), (Sekil 4.8.). Butiin
deney gruplarinda HK1 antikoru i¢in yapilan boyamalarda protein ekspresyonu
sitoplazma igerisinde yaygin yogun alanlar seklinde gozlendi (Sekil 4.10.), (Sekil 4.11.)
(Sekil 4.12.).
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FITC DAPI FITC+DAPI

4T1 DMEM

4T1 HG

4T1 HF

Sekil 4.1. 4T1 deney gruplarina ait pS6 immiinoflouresan boyama. pS6 ckspresyon
yogunlugu FITC, hucre ¢ekirdegi DAPI, pS6 ekspresyon yogunlugu+nukleus
(eslestirilmis olarak) FITC+DAPI verilmektedir. Olgek cubugu=50 um.

FITC DAPI FITC+DAPI

HEPG2 DMEM

HEPG2 HG

HEPG2 HF

Sekil 4.2. HEPG2 deney gruplarina ait pS6 immimnoflouresan boyama. pS6
ckspresyon  yogunlugu FITC, hiicre ¢ekirdegi DAPI, pS6 cekspresyon
yogunlugu+nukleus (eslestirilmis olarak) FITC+DAPI verilmektedir.  Olgek
cubugu=50 um.
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Sekil 4.3. MDA-MB-231 deney gruplarina ait pS6 immiinoflouresan boyama. pS6
ckspresyon  yogunlugu FITC, hiicre ¢ekirdegi DAPI, pS6 cekspresyon
yogunlugu+nukleus (eslestirilmis olarak) FITC+DAPI verilmektedir. Olgek

cubugu=50 um.
FITC DAPI FITC+DAPI

-- o

4T1 HG

4T1 HF

Sekil 4.4. 4T1 deney gruplarna ait GLUT1 antikoru immiinoflouresan boyama.
GLUT1 ekspresyon vogunlugu FITC, hiicre ¢ekirdegi DAPL, GLUT1 ekspresyon
yogunlugu+nukleus (eslestirilmis olarak) FITC+DAPI verilmektedir. Olgek

cubugu=50 um.
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FITC DAPI FITC+DAPI

HEPG2 HF

- - o

Sekil 4.5. HEPG2 Deney gruplarma ait GLUT1 antikoru immiinoflouresan boyama.
GLUT1 ekspresyon yogunlugu FITC, hiicre g¢ekirdegi DAPI, GLUT1 ckspresyon
yogunlugu+nukleus (eslestirilmis olarak) FITC+DAPI verilmektedir. Olgek
cubugu=50 um.

FITC DAPI FITC+DAPI
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Sekil 4.6. MDA-MB-231 deney gruplarma ait GLUT1 antikoru immiinoflouresan
boyama. GLUT1 eckspresyon yogunlugu FITC, hiicre c¢ekirdegi DAPL, GLUTI
ekspresyon vogunlugu+nukleus (eslestirilmis olarak) FITC+DAPI verilmektedir.
Olgek gubugu=50 um.
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Sekil 4.7. 4T1 deney gruplarnna ait GLUT2 antikoru imminoflouresan boyama.
GLUT2 ekspresyon yogunlugu FITC, hiicre g¢ekirdegi DAPI, GLUT2 ckspresyon
yogunlugu+nukleus (eslestirilmis olarak) FITC+DAPI verilmektedir. Olgek
cubugu=50 um.

FITC DAPI FITC+DAPI

HEPG2 HG

HEPG2 HF

Sekil 4.8. HEPG2 deney gruplarna ait GLUT2 antikoru immiinoflouresan boyama.
GLUT2 ckspresyon yogunlugu FITC, hicre ¢ekirdegi DAPI, GLUT2 ekspresyon
yogunlugu+nukleus (eslestirilmis olarak) FITC+DAPI verilmektedir. Olgek
cubugu=50 um.

37

HEPG2 DMEM



FITC DAPI FITC+DAPI

MDA-MB-
231 DMEM

MDA-MB-
231 HG

MDA-MB-
231 HF

Sekil 4.9. MDA-MB-231 deney gruplarma ait GLUT2 antikoru immiinoflouresan
boyama. GLUT2 ckspresyon yogunlugu FITC, hiicre cekirdegi DAPIL, GLUT2
ekspresyon vogunlugu+nukleus (eslestirilmis olarak) FITC+DAPI verilmektedir.
Olgek gubugu=50 um.

FITC DAPI FITC+DAPI

-- o
--- o
--- o

Sekil 4.10. 4T1 deney gruplarna ait HK1 antikoru immiinoflouresan boyama. HK1
ckspresyon  yogunlugu FITC, hiicre ¢ekirdegi DAPI, HKI1 ekspresyon
yogunlugu+nukleus (eslestirilmis olarak) FITC+DAPI verilmektedir. Olgek
cubugu=50 um.
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HEPG2 HG
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Sekil 4.11. HEPG2 deney gruplarna ait HK1 antikoru immiinoflouresan boyama.
HK1 cekspresyon yogunlugu FITC, hiicre c¢ekirdegi DAPL, HKI1 ekspresyon
yogunlugu+nukleus (eslestirilmis olarak) FITC+DAPI verilmektedir. Olgek
cubugu=50 um.

FITC DAPI FITC+DAPI

DMEM
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Sekil 4.12. MDA-MB-231 deney gruplanna ait HK1 antikoru immiinoflouresan
boyama. HK1 ekspresyon yogunlugu FITC, hiicre ¢ekirdegi DAPI, HK1 ekspresyon
yogunlugu+nukleus (eslestirilmis olarak) FITC+DAPI verilmektedir. Olgek
cubugu=50 um.
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Tablo 4.1. Zaman hiicre hatt1 ve uygulama degiskenlerinin ti¢ yonli anova kullanilarak
karsilagtiriimas.

Degisim Kaynagi pS6 Kareler SD Kareler F p*
toplami ortalamasi

Zaman 2,966E+13 1,948 1,522E+13 115,271 <0.001

Hiicre Hatt1 1,420E+14 2 7,101E+13 507,554 <0.001

Uygulama 3,106E+12 2 10553E+12 11,101  <0.001

Zaman x Hiicre hatti 3,759E+13 3,897 9,646E+12 73,045 <0.001

Zaman x Uygulama 2,145E+13 3,897 5,504E+12 41,679  <0.001

Zaman x uygulama x 7,052E+12 7,793 9,048E+11 6,852 <0.001
Hiicre hatt1

Degisim Kaynag1 GLUT1

Zaman 2,093E+13 1,813 ILIS4E+13 199,991 <0.001
Hiicre Hatt1 5,430E+12 2 2,715E+12 51,747  <0.001
Uygulama 4,143E+12 2 2,072E+12 39,489 <0.001
Zaman x Hiicre hatti 9,179E+12 3,626 2,532E+12 43,862 <0.001
Zaman x Uygulama 5,469E+12 3,626 I,508E+12 26,135 <0.001

Zaman x uygulama x 1,327E+13 7,252 1,831E+12 31,716  <0.001
Hiicre hatt1

Degisim Kaynagi GLUT2*

Zaman 7,934E+14 1,000 7,933E+14 1,116 0,291
Hiicre Hatt1 8,247E+14 2 4,124E+14 1,158 0,315
Uygulama 6,639E+14 2 3,319E+14 0,932 0,315
Zaman x Hiicre hatti 1,279E+15 2,000 6,392E+14 0,900 0,407
Zaman x Uygulama 1,366E+15 2,000 6,830E+14 0,961 0,383

Zaman x uygulama x 2,564E+15 4,000 6,409E+14 0,902 0,462
Hiicre hatt1

Degisim kaynagi HK1

Zaman 3,755E+13 1,830 2,052E+13 261,348 <0.001
Hiicre Hatt1 2,607TE+13 2 1,304E+13 175,451 <0.001
Uygulama 2,619E+12 2 1,310E+12 17,625 <0.001
Zaman x Hiicre hatti 2,583E+12 3,661 7,055E+11 8,987 <0.001
Zaman x Uygulama 3,7714E+12 3,661 1,014E+12 12,924  <0.001

Zaman x uygulama x 6,657E+12 7,332 9,092E+11 11,582 <0.001
Hiicre hatt1

Yapilan istatistiksel analizlere gore Tablo 4.1’de zaman, hiicre hatti ve uygulama
degiskenlerinin ti¢ yonli Anova kullanilarak kargilagtirilmast verilmistir. pS6, GLUT1
ve HK1 antikorlarinda hiicre hatt1, uygulama ve zaman etkilesimleri istatistiksel olarak
anlamli bulunurken (P<001) GLUT2 antikorunda anlamli bir etkilesim bulunmamigtir

(P>005)
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Sekil 4.13. pS6, GLUTI, GLUT?2 ve HK1 antikorlarinin flouresan yogunluklarinin 24., 48., ve

72. saatlerdeki degisiminin hiicre hatlaria gore dagilim grafigi

Yapilan istatistiksel analizlere gore Tablo 4.2°de pS6, GLUTI1, GLUT2 ve HKI1
antikorlarinin flouresan yogunluklarinin 24., 48., ve 72. saatlerdeki degisiminin hiicre

hatlarina gore dagilimi gosterilmistir.

pS6 antikorunun 24., 48. ve 72. saatlerdeki degisiminin 4T1, HEPG2 ve MDA-MB-231
hiicre hatlarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farkli oldugu belirlenmigtir
(p<0.001). Bu farkliligin pS6 antikoru i¢in 24. saatte HEPG2 grubundan, 48. ve 72.
saatler i¢in ise MDA-MB-231 grubundan kaynaklandig bulunmustur.

GLUT1 ve GLUT?2 antikorlarinin 48. ve 72. saatlerdeki degisiminin 4T1, HEPG2 ve
MDA-MB-231 huicre hatlarinda istatistiksel olarak anlamli dizeyde farkli oldugu
belirlenmistir (p<0.001).

HK1 antikorunun 24., 48., ve 72. saatlerdeki degisiminin 4T1, HEPG2 ve MDA-MB-
231 hiicre hatlarinda istatistiksel olarak anlamli dizeyde farkli oldugu belirlenmigtir

(p<0.001)
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Sekil 4.14. pS6, GLUT1, GLUT2 ve HK1 antikorlarinin flouresan yogunluklarnin 24., 48., ve
72. saatlerdeki degisiminin DMEM, HG ve HF uygulamalarna gére dagilim grafigi.

Yapilan istatistiksel analizlere gore Tablo 4.3’de pS6, GLUTI1, GLUT2 ve HKI1
antikorlarinin flouresan yogunluklarinin 24., 48., ve 72. saatlerdeki degisiminin DMEM,

HG ve HF uygulamalarina gore dagilimi verilmigtir.

ps6 antikorunun 24, 48 ve 72saatlerdeki degisiminin DMEM, HG ve HF
uygulamalarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farkli oldugu belirlenmistir
(p<0.001). pS6 ekspresyon yogunlugu HF gruplarinda zamana bagli olarak artmig ve
72. saatte en yiksek seviyeye ulasmistir. DMEM ve HG gruplarinda ise zamana bagli
olarak digis gozlenmistir. pS6 antikorunun ekspresyonunun artmasi diger gruplara

kiyasla HF gruplarda proliferasyonun aktif olarak devam ettigini gostermektedir.

GLUT1 antikorunun flouresan yogunlugunun 24., 48. ve 72. saatlerdeki degisiminin
DMEM, HG ve HF uygulamalarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farkli oldugu
belirlenmistir (p<0.05). Bitin gruplarda GLUT1 ekspresyon yogunlugunda 48 ve 72.

saatlarde azalma gozlenmistir.

GLUT2 antikorunun 48. ve 72. saatlerdeki degisiminin DMEM, HG ve HF
uygulamalarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farkli oldugu belirlenmistir
(p<0.001). Yiksek fruktoz gruplarinda zamana bagli olarak GLUT2 ekspresyon

yogunlugunda disis gézlenmistir.
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HK1 antikorunun flouresan yogunlugunun 24., 48. ve 72. saatlerdeki degisiminin
DMEM, HG ve HF uygulamalarinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farkli oldugu
belirlenmistir (p<0.05). Butiin gruplarda HK1 ekspresyon yogunlugu 72. saattte en alt
seviyededir.

GLUTI1, GLUT2 ve HK1 antikorlarinin flouseran yogunluklarinda ortaya ¢ikan bu
degisiklikler zamana bagli olarak htcrelerin sekeri kullanma kapasitelerinde diisiis

oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.15. 4T1 hicre hattinda pS6, GLUTI1, GLUT2 ve HKI1 antikorlarinin flouresan
vogunluklannin 24.; 48., ve 72. saatlerdeki degisiminin DMEM, HG ve HF uygulamalarma
gore dagilim grafigi.

Yapilan istatistiksel analizlere gore tablo Tablo 4.4’te 4T1 hiicre hattinda pS6, GLUT]I,
GLUT2 ve HK1 antikorlarinin flouresan yogunluklarinin 24., 48., ve 72. saatlerdeki
degisiminin DMEM, HG ve HF uygulamalarina gore dagilimi gosterilmistir.

4T1 hiicre hatinda DMEM, HG ve HF uygulamasinda pS6, GLUT1, GLUT2 ve HK1
antikorlarinin ekpresyonunun zamanla azaldigl ve bu azalmanin istatistiksel olarak ileri

diizeyde anlamli oldugu bulunmustur (p<0.001).

4T1 hiicreleri glukozu fruktoza gore daha etkin kullanalarak pS6, GLUTI1, GLUT2 ve
HK1 antikorlarini daha yogun eksprese etmistir.
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Sekil 4.16. HEPG2 hiicre hattinda pS6, GLUT1, GLUT2 ve HK1 antikorlarinin flouresan
vogunluklannin 24.; 48., ve 72. saatlerdeki degisiminin DMEM, HG ve HF uygulamalarma
gore dagilim grafigi.

Yapilan istatistiksel analizlere gore Tablo 4.5. HEPG2 hicre hattinda pS6, GLUT]I,
GLUT2 ve HK1 antikorlarinin 24., 48., ve 72. saatlerdeki degisiminin DMEM, HG ve

HF uygulamalarina gore dagilimi gosterilmistir.

HEPG?2 hiicre hattinda DMEM, HG ve HF uygulamasinda pS6, GLUT1, GLUT2 ve
HK1 antikorlart ekpresyonunun zamanla degistigi ve bu degisimin istatistiksel olarak

ileri diizeyde anlamli oldugu bulunmustur (p<0.001).

HEPG2 hiicre hattinda HF uygulamasinda pS6, GLUTlve GLUT2 antikorlarinin
flouresan yogunlugunun 72. saatte birbirine paralel sekilde arttigi gosterilmistir. Bu
sonuglar ile HEPG2 hiicrelerinin diger hticrelerin aksine fruktozu kullanarak 72. saatte

proliferasyona devam ettigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.17. MDA-MB-231 hiicre hattinda pS6, GLUT1, GLUT2 ve HKI1 antikorlarmin
flouresan yogunluklarinin 24., 48, ve 72. saatlerdeki degisiminin DMEM, HG ve HF

uygulamalarina gore dagilim grafigi.

Yapilan istatistiksel analizlere gore Tablo 4.6’da MDA-MB-231 hiicre hattinda pS6,
GLUTI1, GLUT2 ve HK1 antikorlarinin 24., 48., ve 72. saatlerdeki degisiminin DMEM,

HG ve HF uygulamalarina gore dagilimi gosterilmektedir.

MDA-MB-231 hiicre hattinda DMEM, HG ve HF uygulamasinda ps6 antikoru
ekpresyonunun DMEM ve HF uygulamalarinda zamanla degistigi ve bu degisimin

istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli oldugu bulunmustur (p<0.001).

MDA-MB-231 htcre hattinda DMEM, HG ve HF uygulamasinda GLUT1, antikoru
ekpresyonunun DMEM ve HF uygulamalarinda zamanla degistigi ve bu degisimin

istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli oldugu gosterilmistir (p<0.001).

MDA-MB-231 htcre hattinda DMEM, HG ve HF uygulamasinda GLUT2, antikoru
ekpresyonunun HG ve HF uygulamalarinda zamanla degistigi ve bu degisimin

istatistiksel olarak ileri diizeyde anlamli oldugu gorilmektedir (p<0.001).

MDA-MB-231 huicre hattinda DMEM, HG ve HF uygulamasinda HK1 antikoru
ekpresyonunun zamanla degistigi ve bu degisimin istatistiksel olarak ileri duzeyde

anlaml1 oldugu bulunmustur (p<0.001).
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MDA-MB-231 hiicre hattinda pS6, GLUT1, GLUT2 ve HK1 antikorlarinin flouresan
yogunluklarinin 24., 48, ve 72. saatlerdeki degisiminin DMEM, HG ve HF
uygulamalarina bagli olarak zamanla degiserek azaldigi ve buna bagl olarak sekeri

kullanma kapasitesinin zamanla diistiigii gosterilmisgtir.

800000001 _ LpgLigma
LN = dmem
1
hf
TO0000 00
G00000 001
S00000 00—
400000 00
300000 00—
I T I
24 45 ¥2
saat

Sekil 4.18. Zamana bagli olarak DMEM, HG ve HF deney gruplarindaki ortalama yogunluklar

gosterilmigtir.

Yapilan istatistiksel analizlere gore Sekil 4.18’de zamana bagli olarak DMEM, HG ve
HF deney gruplarindaki ortalama yogunluklar gosterilmistir. HG gruplart DMEM
gruplarina gore 24., 48., ve 72. saatlerde daha yogun ekspresyon gostermektedir. Zaman
bagli olarak digiis gosteren ekspresyon dizeyleri 72. saatte her iki grupta da en alt
seviyededir. HF grubunda ise 24. saatte diger gruplara gore daha az ekspresyon
yogunlugu gozlenmektedir. 48 saatte ise diger gruplarda gozlenen diigiisiin aksine HF
grubunda ekspresyon yogunlugu artmaktadir. 72. saatte ise HF grubunda ekspresyon

yogunlugu en alt seviyededir.
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4.2. Western Blot Bulgular

HEPG?2 hiicre hattinda DMEM, HG ve HF besiyerlerinde 24., 48. ve 72. saatlerdeki
GLUT5 protein ekspresyon miktart western blot analiz ile gOsterilmigtir.
“’Housekeeping’’ gen olarak s6 proteini kullanilmistir. Deney gruplarindan elde edilen
hiicreler ripa buffer ile lizat haline getirilmis ve albimin standartlar1 hazirlanarak BCA

analizi ile protein miktar tayini yapilmistir (Sekil 4.19.).

Sekil 4.19. BCA analizinde okuma i¢in hazirlanan 96 kuyucuklu plate gorintiisii

BCA analizi i¢in yapilan okuma sonucu standart egri R? grafiginde 0.9 ile 1 arasinda
olmast gereken R? degeri 0,994 olarak elde edilmistir (Sekil 4.20.). Elde edilen

sonuglara gore stok proteinlerden yiikleme ornekleri hazirlanmistir.
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Sekil 4.20. Proteinlerin miktar tayini i¢in yapilan BCA’da standart egri R? grafigi
(y=0,000976353x - 0,0120412 R2: 0,994).

Marker ile birlikte ornekler jele yuklenerek kosturulmus ve membrana transfer

edilmistir. Membranda protein varliginin kontroli i¢in Ponceau S boya ile membran
boyanmistir. Bantlar halinde protein varlig1 gosterilmistir (Sekil 4.21.).

Sekil 4.21. Western blot analizi i¢in proteinlerin membrana transferinden sonra yapilan
Ponceau S boyama ile membranda protein bantlarinin gériiniimd.

54
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Membranlar antikorlar ile muamele edildikten sonra membran gorintileri alinarak
(Sekil 4.22.), ekspresyon yogunluklari image j programinda hesaplanmistir. HEPG2
kanser hiicre hattinda GLUTS ekspresyonu gruplar arasinda karsilagtirildiginda 24., 48.,
ve 72. saatlerde HF gruplarda protein ekspresyon duzeylerinin diger gruplara gore

yiiksek oldugu gozlenmistir (Sekil 4.23.).
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Sekil 4.22. HEPG2 hiicre hattinda GLUT5 protein ekspresyonun western blot analizi ile
gosterilmesi. Kontrol S6 protein ekspresyonu ile gosterilmistir.
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Sekil 4.23. HEPG?2 hiicre hattinda DMEM, HG ve HF gruplarinda 24., 48, ve 72. saatlerde
GLUTS proteininin ekspresyon grafigi.



5. TARTISMA ve SONUC

Gunumiizde bir¢ok kanser tiirinde genetik yatkinligin 6nemi (138, 139) 1yi belirlenmis
olsa da genetik risk faktorleri buytk oranda degistirilemez (140, 141). Buna karsilik,
sigara ve alkol tiikketimi, uyku dizeni, beslenme ve kanser riskini degistirdigi kanitlanan
fiziksel egzersiz gibi yasam tarzi se¢imleri degistirilebilir. Obezitenin rolini kabul
etmeden enerji tiketimi ile kanser riski arasindaki baglantilar1 tartismak mumkiin
degildir. Viicut kitle indeksi (BKI) 30kg/m” usti olarak tanimlanan obezite, artik
sanayilesmis tilkelerde 185 milyondan fazla yetigkin, gelismekte olan diinyada ise 115
milyon ve 5 yas alti1 18 milyondan fazla ¢ocugu etkilemektedir (142). ABD'de,
nifusun %24'tine esdeger 72 milyon yetigkin obez ve ntufusun %50'sinden fazlasi ise
kilolu olarak tanimlanmaktadir (143). “Fast-food” un kuresellesmesi, doymus yag
asitleri, trans yaglar, yiiksek rafine seker icerigine sahip “alkolstiz igecekler” ve yiiksek
yaglt diyetler bu salgina katkida bulunmada 6zellikle etkili olabilir (144). ABD'de her
yil 250.000 ile 350.000 arasinda obezite ile ilgili 6lim meydana gelmektedir ve bu
durum akciger (154.000), kolon (48.000), meme (40.000) ve prostat (30.200)
kanserinden kaynaklanan 6liim oranlarint agmaktadir. Aslinda, son analizler asir1 kilo ve
obezitenin erkeklerde tim kanser olumlerinin %14%na, kadinlarda ise kanser
olumlerinin %20'sini olusturabilecegini ongérmustir (145). Obezitenin kansere nasil
katkida bulundugu tam olarak anlagilmamakla birlikte 6nerilen mekanizmalar arasinda,
dislipidemi ve artan kanser riskine bagli olan insilin direnci gibi kronik metabolik
anormallikler bulunmaktadir (146,147). Genetik, ¢evresel ve psikolojik faktorlerin timi
obezite gelisiminde rol oynamaktadir, ancak bireysel obezite riski kalori alimi ve
fiziksel aktivitenin azalmasi ile yakindan ilgilidir. Amerika Birlesik Devletleri Tarim
Bakanligi’'nin ABD’deki gida tiiketimiyle ilgili yillik yayinlanmig gegmis verilerine

dayanarak, 1910 ve 1985 yillar1 arasinda kalori alim1 oldukga sabit kalmasina ragmen,
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1985-2000 yillar1 arasinda ~%12 (300 kalori/gin), 1999-2000 arasinda erkekler
icin %7,3 (179 kalori/giin) ve kadinlar i¢in %23,3 (355 kalori/giin) arttigr tespit
edilmistir. Karbonhidratlar alinan kalori miktarimizi arttirmaktadir (144). Ornegin,
1976-1980 yillarinda, yetigkin erkek ve 20-74 yaslar1 arasindaki kadinlarin ginlik 1039
ve 700 kilokalori karbonhidrat tikettigi belirflenmigstir. 1999-2000 arasinda bu, sirasiyla
1283 ve 969 kilokalori karbonhidratlara kadar yukselmistir. Bu artigin %80'1 sekerli
iceceklerden kaynaklanmaktadir. Bunlarin igeriginde seker olarak siikroz (%50
glukoz, %50 fruktoz) ve yiksek fruktozlu misir surubu (%55 fruktoz, %45 glukoz)
bulunmaktadir (144, 148). Bu bulgular baz1 yazarlarin ABD'de artan rafine karbonhidrat
ve oOzellikle fruktoz tiketiminin gismanliktaki hizli artigla, hiperlipidemi ve bozulmusg
insiilin etkisiyle iliskili problemlerle iliskili oldugunu énermesini saglamistir. Ornegin,
insanlarda ve hayvanlarda yiksek fruktoz tiketimi, obezite, hipertansiyon ve
hiperlipidemi dahil olmak iizere bircok metabolik anormallik ile iliskilendirilmistir

(146).

Insanlarda, fruktoz beslenmesi, ozellikle hiperinsiilinemik bireylerde hiperlipidemiye
neden olmustur. Ayrica tip 2 diyabetli hastalarda yuksek lifli, yiiksek karbonhidratli,
disik yagli diyetlere fruktoz eklenmesi kan sekeri kontroliinii iyilestirmesine ragmen
onemli kilo alimina neden olmustur. Yapilan bir ¢aligmada 8 hafta boyunca fruktoz ile
beslenmenin si¢anlarda hiperinsilinemi, instlin direnci, bozulmus glukoz toleransi,
yiksek sistolik kan basinci, artan kalp agirligt ve kontrollere kiyasla azalmig
adiponektin diizeylerine neden oldugu gosterilmistir. Ek olarak, fruktoza maruz
birakilan siganlardan tiretilen aort, endotel ve kardiyak dokusunda artmis timidin
katilim1 ve azalmig epitelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) aktivitesi gorilmustur (149,
150). Yiksek fruktoz diyetleriyle beslenen siganlarda hepatik lipogenezisin 3-15 kat
arttigr ve alkolik olmayan yagli karaciger hastaligi olan hastalarda fruktoz tiketiminin

kontrollerden 2-3 kat daha yiiksek oldugu bildirilmigtir (151).

Yiiksek oranda sindirilen ve emilen ve yiiksek kan sekeri ve insiilin seviyelerine neden
olan besinlerdeki diyetler, timor biiyiimesini destekleyen metabolik bir ortama katkida
bulunabilir. Son zamanlarda yapilan baz1 ¢aligmalar, sadece ytksek oranda karbonhidrat
tiketimi olan bireylerde degil, 6zellikle yiiksek fruktoz aliminda da kanser riskinin

arttigimt gostermigtir. Ortalama 7.9 yil boyunca 38.451 kadini takip eden prospektif
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hemsire sagligr caligmasinda toplam 174 kolorektal kanser tespit edildi. Diyet aliminin
ayrintilt  analizi yapilarak glisemik yik, toplam karbonhidrat, fiber olmayan
karbonhidrat ve fruktoz aliminin sirasiyla 2.85-, 2.41-, 2.6- ve 2.1 kat artan kolorektal
kanser riski ile iligkili oldugu tespit edildi (152). Buna karsilik, Saglik Calisanlarinin
Izleme Calismas1 47.781 erkek ile yapilan prospektif bir ¢alismada, meyve veya meyve
olmayan kaynaklardan gelen yiiksek fruktoz tiiketimi, prostat kanseri riskinin

azalmastyla iliskilendirilmisgtir (153).

Fruktozun, hali hazirda iyi anlagilmayan dokuya 6zgii bir sekilde, farkli diizeylerde
kanser riskini tagiyabilecegi muhtemeldir. Diizensiz hiicresel metabolizma kanserin
temel bir faktorudiur ve ozellikle de yiiksek oranda karbonhidrat metabolizmasi hizla
boliinen hiicrelerin bir isaretidir (154). Tartisildig1 gibi, baz1 epidemiyolojik ¢aligmalar
fruktoz, obezite, instlin direnci ve kanser arasinda olasi bir baglanti oldugunu
gostermistir. Fruktozun dogrudan kanser gelisimini sagladigina dair ikna edici kanit
bulunmamakla birlikte, mevcut kanitlar fruktozun tiimoérogenezi tesvik etmek i¢in izin
verilen sekilde hareket ettigini gostermektedir. Ornegin, kanserojen, N-nitrosomorfolin
(NNM) uygulanan si¢anlarin i¢me sularina fruktoz eklenmesi, hepatik timor
oranlarinda iki katlik bir artisa neden olmus ve sadece su igen hayvanlarla
kargilagtirlldiginda  atipik pankreas asiner hiicre nodillerinin goériilme sikligin
arttirmigtir (155). Daha yakin tarihli bir ¢aligsma, insan meme kanseri MDA-MB-231
hiicrelerinin  fruktoz ile muamele edilmesinin, hicre yizeyi glikan yapisin
degistirdigini ve hiicresel gogtin ve istilalarin hizlandirilmasint sagladigini gostermistir
(156). Bagka bir ¢alismada kanser hiicrelerinin, glukoz bulunmamasina ragmen fruktoz
iceren ortamlarda egdeger oranda buylyebildigi ve bu durumun bazi kanserlerde
fruktozun, kanser biiyiimesi ig¢in alternatif bir karbonhidrat substratt olarak hizmet
edebilecegini ortaya koymustur (157). Bir calismada pankreas kanserli hastalarda
dolagimdaki fruktoz konsantrasyonlarini dlgmek igin spesifik bir enzim bazli fruktoz
analizi ve gaz kromatografisi kutle spektroskopisi kullanilmis ve bunlarnt saglikli insan
deneklerdeki seviyelerle karsilagtirildiginda pankreas kanseri hastalarinda ortalama
dolagimdaki aglik fruktoz seviyeleri, 0,5-1 mM araliginda olan saglikli bireylere kiyasla
2,5 kat daha yiikksek oldugu bulunmustur (158). Bunlara ek olarak, fruktoz kan
trigliseritlerini (159, 160) toplam plazma kolesteroliini, diisitk yogunluklu ve ¢ok disiik

yogunluklu lipoprotein kolesteroliinii ve serbest yag asidi seviyelerini artirarak lipid
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metabolizmasinda buyik degisiklikler yapmaktadir (161). Fruktoz ayrica androjen
bagimsiz prostat kanserinde SREBP-1gen ekspresyonunu arttirmaktadir (162, 163).

Glikoz ve fruktoz 6-karbonlu sekerlerdir ve galaktoz ile birlikte insan hiicresel
metabolizmast i¢in  en onemli ¢ sekeri olusturur. Kanser karbonhidrat
metabolizmasinin ¢ogu arastirmasi, tartigmasiz kanser biylimesi i¢in en onemli
karbonhidrat olan glukoza odaklanir. Fizyolojik glukoz konsantrasyonu, insilin ve
glukagon igeren hormonlar tarafindan 5 ila 7 mM arasinda siki bir sekilde kontrol edilir,

ancak insan dolagimdaki serum fruktoz seviyeleri hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir.

Kanser metabolizmasinda glukozun yeri bir¢ok arastirmada gosterilmis ancak herhangi
bir geri besleme mekanizmas:t ile kontrol edilmeyen, diger bir deyisle “’sinirsiz
kullanilabilme kapasitesine sahip’” fruktoz metabolizmastyla ilgili ¢aligmalar ancak son
zamanlarda giindeme gelmistir. Kanser hiicreleri biiyiimek, prolifere olmak ve bagka
organlara metastaz yapabilmek i¢in glukozu ¢ok iyi metabolize eder. Kanserde glukoz
metabolizmasinin anlagilmast kanseri durdurabilmek i¢in kullanilacak en iyi yollardan
biri olarak kabul edilmektedir. Glukoz ve fruktoz metabolizmasina ait yolaklar hiicre
icinde birbiri ile siki bir etkilesim halindedir. Bu baglamda aslinda fruktoz
metabolizmasinin anlagilmast da kanser tedavisi igin glukoz metabolizmas: kadar
onemlidir. Biz bu c¢alismada farkli kanser hiicre hatlarinda, yuksek glukoz ve yiiksek
fruktoz iceren besiyeri ortamlarinda hucrelerin hangi karbonhidrat kaynagini daha iyi
metabolize ettigini ve proliferasyonun zamana bagli degisimini gosterdik. Bu baglamda
dokuya ozgu farkli etkileri oldugu dusiniilen fruktozun glukoza kiyasla karaciger

kanseri ve farkli canlilardaki meme kanserleri tizerine etkisini degerlendirdik.

Bu caligmada yapilan istatistiksel degerlendirmeler sonucunda MDA-MB-231 hiicre
hattinda GLUT1, GLUT2 ve HKI1 protein yogunluklarindaki degisim miktarinin
birbirleri ile uyumlu oldugu gorulda. Yiksek glukoz gruplarinda proteinlerin
ekspresyon yogunluklart DMEM ve yiiksek fruktoz gruplarina gore daha yuksekti.
MDA-MB-231 hiicre hattinda glukozun fruktoza kiyasla proliferasyon i¢in daha i1yi bir
ortam olusturdugu gozlendi. Gupta ve arkadaglarinin yapmig oldugu bir c¢aligmada
MDA-MB-231 hiicre hattinda yiiksek glukoz uygulamasinin siklin D1 ifadesinin, p38
ve ERK fosforilasyonunun artmasina neden oldugu ve insilin uygulamasi ile birlikte

GSK-3pB, NF-kB, ve ERa gibi proliferasyonu dogrudan veya dolayl: etkileyen genlerde
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ortaya ¢ikan degisiklikler sonucunda hiicre proliferasyonunu destekledigi one

strilmustar (164).

Bu ¢aligmada 4T1 ve HEPG2 hiicre hatlarinda sekerin hiicre i¢ine alinmasini saglayan
GLUTI1 ve GLUT?2 ekspresyon diizeyleri DMEM ve yiiksek glukoz gruplarinda HK1 ile
korale sekilde degisiklik gosterdi. Yiksek fruktoz gruplarinda ise daha dusik HK1
ekspresyonu vardi. Bunun sebebinin HK1 yerine fruktozun metabolize edilmesinde
etkin KHK aktivitesi oldugu distnilmektedir. Fan ve arkadaglarinin yaptiklan
caligmada fruktozun, ozellikle glukoz eksikliginde meme kanseri hiicreleri tarafindan
secici bir gsekilde kullanilabilecegini ve yiiksek fruktoz uygulamasinin, meme kanserinin
ilerlemesini in vivo hizlandirabilecegini gostermistir. Ayni zamanda hiicre i¢i fruktoz
katabolizmasinin hiicre proliferasyonu igin gerekli olup olmadigini belirlemek adina,
GLUTS ve KHK i¢in gen susturucu shRNA kullanilarak bu proteinlerin ekspresyonlar
baskilanmig ve fruktozun hiicre ¢ogalmasi tizerindeki etkilerini belirlenmistir. Sonuglara
gore, KHK veya GLUTS'in yoklugunun fruktoz igeren ortamda 4T1 ve MCF-7
hiicrelerinde bluyimeyi énemli 6lgiide inhibe ettigi ancak glukoz igeren ortamda hiicre
buylumesini etkilemedigi gosterilmigtir. Ek olarak fruktozun, iglevsel GLUTS'in
varligina bagli olarak HelLa ve A549 hiicrelerinde sagkalimi anlamli dizeyde artirdig

gosterilmistir (165).

4T1 hicre hattinda proliferatif marker olan pS6 ekspresyonunda DMEM ve yuksek
glukoz gruplarinda 24., 48., ve 72. saatlerde kademeli disis gorilurken 48 ve 72.
saatlerde yuksek glukoz ve DMEM besiyerine kiyasla yiiksek fruktoz grubunda daha
yogun bir sekilde ekspresyon goriilmustir. Sonuglara gore hiicre kultiiric ortaminda
ilerleyen zamanlarda dahi 4T1 hucrelerinde glukoza kiyasla fruktozun hucrelerin

proliferasyonu tizerinde etkin olmaya devam ettigi gérilmiistiir.

Yapilan ¢aligmalarda triple-negatif meme kanseri fenotiplerinin, normal meme hiicreleri
icin Ol¢ilen minimum fruktoz alim degerlerine gore diger fenotiplerden 8-10 kat daha
yiksek oldugu bildirilmigtir (166-168). Bu sebeple normal meme hiicreleri ile
kiyaslandiginda meme kanseri hiicrelerinde bulunan fruktoza 6zgi tasiyict GLUTS'in
ekspresyonunun daha fazla oldugu veya meme kanseri fenotipleri arasinda farkli
diizeylerde eksprese edildigi disinilmektedir. Fruktoz karacigerde metabolize edildigi

icin karaciger hiicrelerinde GLUTS ekspresyonu yiiksektir. Caligmamizin sonuglarina
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gore karaciger kanser hiicre hattt olan HEPG2’de GLUTS’in DMEM ve yiiksek glukoz
gruplarina kiyasla beklenen gekilde hem gruplar arasinda hemde 24., 48., ve 6zellikle 72.
saatlerde en fazla yiiksek fruktoz gruplarinda eksprese oldugu gosterilmistir. Ayni
zamanda HEPG?2 hiicre hatti i¢in 72. saatte diger gruplara gore yiksek fruktoz grubunda
pS6 daha yogun eksprese edilmistir. Bu farklilik ¢ok yiiksek olmasa bile kultur
ortaminda 72. saatte proliferasyonun daha aktif durumda olmast fruktozun avantaj
sagladigint distindirmektedir. DMEM, vyiiksek glukoz ve yiksek fruktoz deney
gruplarinda zamana bagli olarak ortalama ekspresyon yogunluklarina bakildiginda
yiksek glukoz gruplarinda, DMEM gruplarina gore ekspresyon yogunluklari daha
yiksekti ve yogunluklar her iki grupta da 24., 48., ve 72. saatlerde kademeli olarak
dusts gosterdi. Yuksek fruktoz gruplarinda ise 48. saatte diger gruplarin aksine
ekspresyon yogunluklarinda artig gdzlenmesi yiiksek fruktozun kanserin ilerlemesinde

proliferasyonu tegvik edebilecegini gostermektedir.

Ozetle, rafine fruktoz alimi, nispeten ¢ok az miktarlarda bile olsa degismis hiicre
metabolizmasi, artmig enflamatuar yanit, instlin direnci, hiperlipidemi ve hiperglisemi
dahil olmak tizere ¢ok sayida metabolik etkiye yol agmaktadir. Son zamanlarda yapilan
buytk epidemiyolojik caligsmalar, bu bilegenlerin (instulin direnci, adipokin Uretimi,
anjiyogenez, glukoz kullanim1 ve oksidatif stres / deoksiribo diikleik asit (DNA) hasari)
kiimelenmesinin bazi kanserlerin riskini artirmak ic¢in nasil bir araya gelebilecegini
gostermektedir (169). Kanser hiicre metabolizmasinin daha iyi anlagilmasi, ¢esitli
ortamlarda gelisen mekanizmalarin ¢oézilmesinin anahtari olabilir. Fruktoz, fruktoz
metabolizmast ve kanser arasindaki iligkinin daha fazla karakterizasyonu, yalnizca
kanser etiyolojisine bir bakig acist saglamakla kalmayip, ayn1 zamanda kanserin teshis
ve tedavisi i¢in yeni stratejiler saglayabilir. Glukoz ve fruktoz metabolizmasindaki
benzer adaptasyonlar potansiyel olarak yeni tedavi segeneklerini artirabilir. Bu genel
arastirma alaninin nihai amaci, sekerlerin farkli metabolik yolaklar1t ve substrat
olusumunu taklit edebilen ve kanser i¢in goriintileme ve terapotikler igin tagiyict olarak
islev goren veya kanseri tesvik etmek i¢in seker substratlarinin zararli etkilerini bloke
etmeye yarayan bilesikleri tasarlayabilmektir. Kanserde fruktoz aracili eylemleri segici
olarak hedeflemenin olasi faydalar su anda bilinmemektedir ve fruktoz aracili eylemleri
spesifik olarak hedef alan farmakolojik ajanlar mevcut degildir. Fruktoz gibi diger

sekerlerin kanser hiicresi ¢ogalmast ve gelisimindeki rolini anlamaya yonelik
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caligmalar, baglangi¢ asamasindadir ancak kanser huicrelerinin bu sekerleri cesitli
metabolik islemler i¢in kullanma seklindeki temel farkliliklari ortaya ¢ikarmaktadir.
Glukoz ve fruktozdaki bu metabolik farkliliklarin daha fazla sayida kanser turtinde
degerlendirilmesi ve bu bulgularin tam olarak 6neminin ortaya ¢ikabilmesi igin ek in
vivo c¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Fruktoz gibi monosakaritlerin metabolizma,
oksidatif stres, DNA hasari, insilin direnci ve enflamasyon gibi hiicresel olaylari
dizenledigi kesin molekiler mekanizmalar, kanser hiicresi biyolojisi ve farmakolojik
miudahale stratejilerinde heyecan verici yeni yollar saglayacaktir. Bu, muhtemelen
artmaya devam edecek olan obezite ile iligkili kanserlerin halk saglig etkileri goz oniine
alindiginda, ozellikle 6nemli olacaktir. Kanserdeki fruktoz aracili etkilerin engellenmesi
i¢cin farmakolojik yontemler arama cabalarina paralel olarak, yasam tarzi aligkanliklarini
degistirme eylemleri artinlmali ve fruktoz tiketimi de dahil olmak tzere saglikli bir

vicut agirligini koruma ve rafine seker alimint azaltma yoniinde ¢aligmalar yapilmalidir.
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