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IV.OZET

LOSEMi HUCRE HATLARINDA GLUKOZ KISITLAMASINDA STAT3 GEN
EKSPRESYONLARININ ARASTIRILMASI
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Tez Danismani: Prof. Dr. Mustafa Baki CEKMEN
Ikinci Tez Damigmani: Dr. Ogr. Uyesi Burcu YUCEL

Subat 2019, 57 sayfa

Kanser, normal hiicrelerde anormal ve kontrolsiiz hiicre biiyiimesiyle olusan ve diger dokulara
da yayilabilen genetik bir hastaliktir. Kanser hiicreleri de normal hiicreler gibi vital ihtiyaglarini
karsilayabilmek icin besine ihtiyag duyarlar. Besinlerin enzimler araciligiyla enerjiye
dontistimii metabolik yolaklarda gergeklesir. Kanser hiicrelerinin normal hiicrelere oranla, artan
biyosentez ihtiyaglar1 bulunur. Metabolik yolaklarin yeniden programlanmasi artmis metabolit

kullanimi diizenler. Glukoz ise kanser hiicrelerinin tiikkettigi metabolitlerin baginda gelmektedir.

Calismamizda diisiik ve yliksek glukozlu besiyeri ortaminda segtigimiz 3 ldsemi hiicre hatti

iizerinden glukoz metabolizmasinin kanser i¢in terapdtik etkisini arastirmay1 hedefledik.

Kanser hiicrelerinde; glukozun kisitlandigi durumlarda glukoz tagiyict GLUT3 ve onkojenik bir
transkripsiyon faktorii olan STAT3’ te paralel olarak ekspresyon degisimi belirledik. Ayrica
glikolizde yer alan PKM2 gen ekspresyonlarinda da degisimler oldugunu tespit ettik.

Bulgularimiz kanser metabolizmasinin diizenlenmesinde STAT3 geninin rolii oldugunu ve

ileride yapilacak ¢aligmalar i¢in de 6n veriler olustugunu belirtmektedir.

Anahtar Sozciikler: Glukoz; Losemi; STAT3; Kanser Metabolizmasi



V.ABSTRACT

EXPLOITING STAT3 GENE EXPRESSIONS OF LEUKEMIA CELL LINES TO
GLUCOSE LIMITATIONS

ALTUNDAG KARA Sedef,
Master Thesis in Department of Biochemistry, School of Medicine
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa Baki CEKMEN
Second Supervisor: Dr. Ogr. Uyesi Burcu YUCEL

February 2019, 57 pages

Cancer is a genetic disease caused by abnormal and uncontrolled cell growth in normal cells
and spreading to other tissues. Cancer cells, like normal cells, need nutrients to fulfill their vital
needs. The transformation of nutrients into energy through enzymes occurs in metabolic
pathways. Cancer cells have increased biosynthesis needs compared to normal cells. The
reprogramming of metabolic pathways regulates the use of increased metabolites. Glucose is

one of the metabolites consumed by cancer cells.

In our study, we aimed to investigate the therapeutic effect of glucose metabolism on cancer

through 3 leukemia cell lines in low and high glucose medium.

In cancer cells; we found a change in the expression of glucose in GLUT3 and an oncogenic
transcription factor STAT3. We have also found changes in PKM2 gene expression in

glycolysis.

Our findings indicate that the STAT3 gene plays a role in the regulation of cancer metabolism
and that preliminary data are generated for future studies.

Key Words: Glucose; Leukemia; STAT3; Cancer Metabolism
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1.GIRIS

Kanser hiicreleri kontrolsiiz ¢ogalma ile karakterize olup normal hiicrelerden;
hiicrenin biiylimesini siirdiirmesi, biliylimeyi baskilayict faktorlerden kaginmast,
apoptoza kars1 direnci, immortal sekilde c¢ogalmay1 baslatmasi, anjiyogenezi
uyarmasi ve invazyon ile metastazi aktif hale getirmesi Ozellikleriyle ayrilir. (1, 2)
(Sekil 1). Bu 6zelliklerin disinda, kanserli hiicrelerin (kendi) enerji metabolizmalarini
yeniden programlamalar1 ve bagisikliktan sisteminden etkilerinden kaginmalar1 da
olduk¢a 6nem kazanmustir. Kanser hiicrelerinin normal hiicrelere oranla daha fazla
glukoz kullandigi ve hizlanmig bir glikolitik metabolizmaya sahip olduklar1 Otto
Warburg tarafindan 1920°li yillarda gosterilmistir (3). Aerobik glikolizin Warburg
efekti olarak da adlandirilan bu fenomende aslinda ortamda glukoz fazlasiyla
yeterlidir; fakat hizlanmis glikoliz nedeniyle normal TCA siklusu ¢ok az (~%S5)
kullanilir. Ozellikle hizli biiyiiyen ve gelisen kontrolsiiz ¢ogalmalarda, Warburg
efekti diye adlandirilan (totalde substrat diizeyinde 4 ATP sentezi olan) aerobik
sartlardaki anaerobik glikoliz hakimdir. Bu durum sonraki yillarda farkli
arastirmacilar tarafindan da dogrulanmistir (4). Bu tezde aerobik glikoliz olarak
kastettigimiz siire¢ Warburg efekti olarak adlandirilan durumu belirtmektedir.
Bilindigi gibi kontrolsiiz ¢ogalmalarda glukoz ihtiyac1 artmaktadir. Bu hiicreler
biiylime ve sagkalim igin aerobik glikolizi (WE) tercih etmektedirler. Gerekli
enerjinin aerobik glikolizden (WE) karsilanmasi su sekilde agiklanmaktadir; kanser
hiicreleri, ortamdaki glukozun siirsiz olmasi nedeniyle kisa siirede enerji tirettigi (4
ATP) glikolizi tercih eder. Ciinkii gercek aerobik glikoliz (TCA) hem daha fazla
zaman gerektirir hem de oksidatif fosforilasyon (ETZ) islemlerine ihtiyag¢ duyar. Bu
nedenle bu hiicreler yiiksek enerji elde edilse de TCA+ETZ islemlerini tercih
etmemektedir (5). Az enerji elde edilen ama ¢ok daha hizla gergeklesen glikolizi
kullanmaktadir.

Artan glukoz kullanimiyla birlikte, hiicrelerin ¢ogalmasinda veya inhibisyonunda
gorevli sinyaller metabolik yolaklarin da diizenlenmesinde gorev alir (6). Hiicre
cogalmasi veya inhibisyonu ile ilgili genlerdeki mutasyonlar sonucu bazi hastaliklar
gelisebilir (7). Akut Myeloid Loésemi (AML) bu hastaliklardan birisidir ve kan
hiicrelerinin anormal iiretimi ile karakterizedir. AML gelisiminde Fl1t3, Ras, c-Kit,

JAK2, RUNXI1, C/EBPa, p53, NPM ve MLL genlerinde mutasyon oldugu



gosterilmistir (8). Bu genlerden bazilar1 hiicre ¢ogalmasi ve inhibisyonunda yer
alirken, bazilar1 ise metabolik yolaklardaki islemlerle ilgilidir. Glukoz
metabolizmasinda yer alan genlerin  AML’ de hiicre proliferasyonunda etkili
olduklar1 bilinmektedir (9). Buna 6rnek olarak, glikolizde yer alan ve piruvat kinaz
enzimini kodlayan PKM2 genini gosterebiliriz. Tiimorigenez sirasinda, PKM2
geninde normal dis1 (genellikle indiiksiyon) aktivasyon gozlenmektedir (10).
Glukozun kanser hiicrelerine alinmasi normal hiicrelerde oldugu gibi 6zel tasiyici
proteinlerle gergeklesir. Bu proteinler GLUT protein ailesidir (11). GLUT ailesinin
on dort iiyesinden, GLUT1 ve GLUT3 kanser hiicrelerinde en fazla eksprese olan
tastyicilardir (12). Glukoz tasiyici proteinlerin ve o6zellikle GLUT3’iin kanser
hiicrelerinde artmis ekspresyonlari gosterilmistir (13). Ancak kanser hiicrelerinde
GLUTS3 ekspresyonunu diizenleyen p53, HIFla, AKT ve myc gibi genler {izerinde
aragtirmalar yapilmistir fakat lizerinde heniiz yeterince c¢alisilmamis birgok gen de
bulunmaktadir (14,15).

STAT proteinlerinin timor proliferasyonu ve sagkalimina ek olarak, kanser
metabolizmasinda da merkezi bir rol oynadigina dair ¢aligmalar mevcuttur (16,17).
STAT proteinleri, Interferon (IFN) sinyal yolaklarmin anahtar bilesenleri olarak
tanimlanan transkripsiyon faktorleri ailesindendir (18). Tirozin kinaz {izerinden
uyarilarak fosforile olan STAT, dimer olusturarak STAT-DNA yanit elemanlarina
baglanir, boylece gen ekspresyonunu dogrudan diizenler (19). STAT proteinlerinde
biri olan STAT3’in mutant formunun kanserlerdeki artmis ekspresyon ile
onkogenezde rol oynayan proteinlerden biri oldugu gosterilmistir (19).

Bu tez c¢alismasinin amaci, diisiik glukoz konsantrasyonlarinda NB-4, K-562, HL-60
hiicre hatlarimin, hiicre ¢ogalmasi ve canliliklari ile GLUT3, PKM2 ve STAT3 gen

ekspresyonlarindaki degisimin arastirilmasidir.



2.GENEL BILGILER

2.1.Kanser

Kanser, somatik hiicrelerde meydana gelen kontrolsliz hiicre boliinmesi ve
biiyiimesini i¢eren genetik bir hastaliktir (1, 21). Hiicrelerde, hiicre dongiisiiniin
kritik kontrol mekanizmalarindan birisi olan DNA replikasyonunun S fazi sirasinda,
oldukga fazla ve siirekli araliklarla gergeklesen kontrol seviyelerine ragmen hatalar
meydana gelebilir (22). Bu hatalar, kromozomal kiriklar, translokasyonlar ve
delesyonlar olabilir. Mutasyon olarak adlandirilan bu degisimlere kimyasal ajanlar,
X-ray ve UV iginlarini iceren radyasyon gibi faktdrler de neden olabilmektedir (1,
21). Kanser daha ¢ok edinsel olarak olugmaktadir; kalitsal olarak mutasyon aktarimi
ilging bir sekilde %5 civarinda bildirlmektedir (23).

Proto-onkogenler, DNA tamir genleri ve tiimér siipresor genlerde meydana gelen
mutasyonlar kanser olusuma neden olabilir (24). Proto-onkogenler, normal biiyiime
ve farklilasmayr da saglayan genlerdir. Bu genler mutasyon sonucunda
onkogenlerine doniisiirek hiicrenin kontrolsiiz biiylimesine ve ¢ogalmasina neden
olur (24, 25). Tumor siipresor genler ise hiicre boliinmesini baskilar ve
transkripsiyonu, hiicre farklilasmasini, apoptoz siireclerini diizenleyen sinyal iletim
yollarini diizenler (24). Mutasyon sonucunda tiimor siipresor genler inaktif hale

gelebilirler.

2.1.1.Kanser Genetigi

Genetik degisiklikler sonucu meydana gelen mutasyonlar normal hiicrelerin gelisim
ve hiicre farklilagma stireglerinde regiilasyon bozukluklarina yol agarak hiicrelerde
maligniteye neden olabilir. Kanser olusumundaki somatik mutasyonlarin ¢ogu
onkogenlerde ve tiimor siipresor genlerde gergeklesir. Proto-onkogenler, degiserek
(asir1 uyarilma, mutasyon vb. sonucunda) aktiflesir ve onkogenine doniistirler.
Kanser olusumunda, timor siipresér genlerin islevlerini yitirmelerine sebep olan

mutasyonlar da rol almaktadir. (25, 21).
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Sekil 1. Kanserin 6zellikleri (Hanahan, 2011, 668)

2.1.1.1.Proto-onkogenler

Proto-onkogenler normal hiicrelerde biiyiimeyi ve proliferasyonu diizenleyen genleri
iceren sinyal yolaklarinda yer alan genlerdir. Proto-onkogenlerin fonksiyonlarini
kaybedecek mutasyonlara ugramasiyla, onkogenler aktif hale gelir. Proto-
onkogenler, bir hiicrenin kanserli olmasina neden olabilir. Bu mutasyonlar ¢ogu
durumda, DNA dizisinin degismesi sonucunda olusan bozuk fonksiyonlu bir protein
(islevsiz, az islevli vb.) iiretimine neden olur. Sonugta bu durum hiicreye zararlidir ve
olasilikla hiicrenin hiicre dongiisiinii tamamlamasin1 Onler. Bununla birlikte,
mutasyonun yerine, sekline ve ortaya ¢ikis Ozelliklerine gbre organizma zarar
gormeyebilir. Bir hiicre iliremezse, mutasyon yayillmaz ve hasar minimum
diizeydedir. Bununla birlikte, nadiren, bir gen mutasyonu, bir pozitif regiilatoriin
aktivitesini artiran bir degisiklige neden olur. Hiicre dongiisii diizenlemesinde yer
alan bir protein olan Cdk'nin, hiicre dongiisiinii ilerletebilmesi icin etkinlestirilmesine
izin veren bir mutasyon buna ornektir. Cdk 6rnegi proto-onkogen olarak kabul edilen
birgok genden sadece biridir. Ayrica en ¢ok bilinen proto-onkogenlerden Ras ve Myc

genleri hiicrelerde sinyal iletimi ve proliferasyonda rol oynar (22).



2.1.1.2.Tiimér Siipresor Genler

Timor siipresor genler, normal hiicrelerde boliinmeyi baskilayan bir grup genden
olusur. Bu genlerdeki islev kayiplar1 kontrolsiiz hiicre boliinmesiyle birlikte timor
olusumuna neden olur. En bilinen timor siipresdr gen protein bozuklugu olan,
retinoblastoma hastaliginda; RB1 proteini, p53 ve p2l'in ortak etkileri sonucunda,
belirli olaylar tamamlanincaya kadar hiicre dongiisiiniin ilerlemesi durdurulmaktadir.
Timor siipresor genlerinden biri mutasyona ugramis bir hiicre, hiicre dongiisiinii
durduramayabilir. Mutasyona ugramis p53 genleri, tiim insan timor hiicrelerinin
yarisindan fazlasinda tanimlanmistir. P53 geni, hiicre dongiisiinii durduran (DNA
onarimi i¢in zamana izin veren) genleri, DNA onarimina katilan genleri veya DNA

hasar1 onarilamadiginda hiicre 6liimiinii baglatan genleri aktive eder (22).

2.1.2.STAT3

STAT transkripsiyon faktorlerinin, ilk olarak 1990'larin basinda, interferon
uyarisindan sonra, transkripsiyona aracilikta rol aldiklar1 gosterilmistir. 1990’ lardan
itibaren tanimlanan JAK-STAT" lar olarak bilinen sinyal yolunda gorev alan 4 JAK
proteini (JAK 1-3, TYK?2) ile sitoplazmada bulunan 7 adet STAT geni (STAT 1-4,
STAT5a, STAT5b, STAT6) belirlenmistir (12, 26).

STAT proteinleri sitoplazmik sinyal proteinleri ve niikleer transkripsiyon faktorleri
olarak 2 sekilde islev goriirler (18). Normal hiicrelerde STAT proteinleri, hiicre
transmembran reseptoriine baglanan ligandin ¢esidine gore ligand ile nukleus
arasinda dogrudan iletisimi saglayarak hedef gen ekspresyonunu artirir veya inhibe
ederler (27). STAT proteinleri kanser gelisiminde rol oynayan g¢esitli genlerin
aktivasyonunu saglamasiyla onkojenik 6zellik kazanir. Onkojen STAT proteinlerinin
stirekli aktivasyonu kanser hiicrelerinin proliferasyonunu, biiytimesini ve sagkalimini
dogrudan etkiler (18).

STAT proteinleri tasidiklart 6 ayr1 domain yardimiyla hem kendi aktivasyonlarimi
hem de hedef molekiil aktivasyonunu saglarlar. Bu yapilar sirasiyla dimerizasyonun
gerceklestigi N-terminal domaini, sarmal bobin domaini, DNA baglanma domanini,
reseptor baglanma dimerizasyon bolgesi olan SH2 (Src-homoloji) domaini, C-
terminal domaini ve transaktivasyon domainlerini igerir (26). STAT’ larin normal ve
kanser hiicrelerinde yapisal olarak aktif hale gelmesinde, JAK proteinleri aracili

fosforilasyonlar1 ve dimerizasyonlar1 sozkonusudur (28). Sitokinler ve biiyiime



hormonlar1 gibi ligandlar, hiicre yiizeyi transmembran proteinlerine baglanarak,
JAK proteinlerinin fosforilasyonu saglarlar. Bu fosforilasyon JAK proteinlerinin
aktivasyon bolgesi tizerinden tirozin rezidiilerinde gergeklesir (12, 18, 26). Bu
fosforilasyon STAT proteinlerinin  SH2 (Src-Homoloji domain 2) domaini igin
baglanma bolgelerini olusturur (26). SH2 domaini ilgili bolgelere baglandiktan sonra,
STAT monomerleri dimer haline gelir. Olusan STAT dimerleri sitoplazmadan
nukleusa translokasyon yaparlar. Ardindan bu STAT dimerleri, niikleer lokalizasyon
sinyal (sarmal bobin) domainleri ile DNA iizerindeki yanit elemanlarina
(HYE:palindromik yap1) baglanirlar. Bu baglanma yerleri promotor bolgeye c¢ok
yakindir. Transaktivasyon domaini ile C terminal domainininin Serin-727
pozisyonunda fosforilasyonuyla birlikte, hedef genlerin transkripyon uyarilir (28,
18).

Ozellikle STAT3’ iin Serin-727 fosforilasyonuyla, hiicrelerde enerji metabolizmasim
diizenleyerek ¢cogu durumda hiicrenin hayatta kalmasini, ¢ogalmasini ve maligniteyi

tesvik ettigi bilinmektedir (26).

2.2.Kanser Metabolizmasi

Kanser hiicreleri; hiicrenin biiylimesini  siirdiirmesi, biiylimeyi baskilayici
faktorlerden kaginmasi, apoptoza karst direnci, immortal sekilde c¢ogalmay1
baslatmasi, anjiyogenezi uyarmasi ve invazyon ile metastaz olusturmas: gibi
kendilerini normal hiicrelerden ayiran 6zelliklere sahiptirler. Bu 6zelliklerin yanisira
bagisiklik sisteminden kaginma ve hiicresel metabolizmalarini yeni ortam kosullarina
adapte edebilmeleri 6zellikleri vardir (2).

Kanser metabolizmasi hakkindaki ilk ¢alisma 1920’ lerde Alman Fizyolog Otto
Warburg tarafindan yapilmistir (29, 30, 6). Yaptigi calismalarda tiimorlerin,
ortamdaki Oz’ ye maruz kalmasina ragmen, fazla miktarda glukoz tiiketerek, laktat
sekresyonunu gerceklestirdigi ve normal oksidatif fosforilasyondan yararlanmadigini
gostererek; ilaveten bu hiicrelerin mitokondrilerindeki hasarlardan dolayr az verimli
olan glikolizi segtigini One sirmiistir (31, 17, 32, 33). Daha sonra yapilan
calismalarda, “Warburg etkisi” olarak adlandirilan aerobik glikolizin hakim olma
nedeninin, oksidatif fosforilasyondaki (mitokondri) bozukluktan ziyade, artan



biyosentez ihtiyacinin hizli bir sekilde giderilmesi amaciyla olustugu gosterilmistir
(31, 34, 35, 36, 37) (Sekil 2).

Ileriki yillarda yapilan diger ¢alismalarda da c¢ofu tiimér hiicresinde oksidatif
fosforilasyonun kusurlu olmadigi ancak hiicrelerin yine de aerobik glikolizi tercih
ettigi gosterilmistir (15, 37, 38, 39). Kanser hiicrelerinin bu metabolik degisimi,
onkojenlerin hem dogrudan hem de dolayli etkisi sonucunda ortaya g¢ikabilir (31).

Ea Sarny ki Proliferatif doku [iimor

+1-0,
Glukoz Glukoz Glukoz
0, Piruvat l 0O, Piruvat
Piruvat
\ 85
) Laksat
l Laktat
Laktat
Cco, Co,
OKsldatif fosforilasyon Anaerobik glikoliz Aerobik glikoliz
(Warburg etkisi)
36 mol ATP / mol 2 mol ATP / mol 4 mol ATP / mol glukoz
glukoz glukoz

Sekil 2. Warburg etkisi (Vander Heiden, 2009, 10)

2.3.Glukoz Metabolizmasi

Glikoliz, hiicre metabolizmasina enerji saglamak i¢in glukozun hiicre i¢ine, alinarak
piruvata doniismesine yol agan tek bir olaylar zinciri olarak tasvir edilmesine ragmen
bir dizi glikolitik ara tirtinle farkli biyosentetik onciiller {ireten bir yolaktir (31).
Anaerobik kosullarda ise glukoz piriivat iizerinden laktata donisiir. Esasen
glukozdan piriivat olusuncaya kadarki reaksiyonlar anaerobik kosullarda ve aerobik
kosullarda aynidir. Glikoliz sirasinda, alt1 karbonlu bir glukoz molekiilii, her biri {i¢
karbon atomu igeren iki piruvat molekiiliine dontistiiriiliir. Her glukoz molekiilii i¢in,
2 ATP molekiil baslangi¢c asamalarin1 yonlendirerek enerji saglamak iizere hidrolize
edilir, ancak sonraki adimlarda 4 ATP molekiili tretilir. Glikolizde molekiiler

oksijen kullanilmamasina ragmen, oksidasyon meydana gelir. Bu elektronlar NAD +



(NADH iireten) tarafindan glukoz molekiiliinden tiiretilen bazi karbonlardan saglanir
(21).

Glikolizin sonunda iiretilen piruvat molekiilleri, mitokondri i¢ine tasinir.
Mitokondride, piruvat, koenzim A (CoA) tarafindan toplanacak olan iki karbon asetil
grubuna (bir karbon dioksit molekiilii ¢ikarilarak) dontistiiriilecektir. Sonucunda elde
edilen Asetil CoA bilesigi hiicre tarafindan ¢esitli sekillerde kullanilabilir, ancak asil
islevi, glukoz katabolizmasinda piruvattan tiiretilen asetil grubunu sitrik asit
dongiisiine iletmektir. Piruvatin asetil CoA'ya doniistimii gibi, sitrik asit dongiisii de

mitokondri matrisinde gergeklesir (22).

Glukoz 6-fosfat

P / Niikleotidler

Fruktoz 6-fosfat
GLIKOLIZ l -— Dihidroksiaseton ~————— Lipitler

Aminoasitler

. ’ .
serin  #————n3 fosi‘oghserat / Primidinler
Fosfoenolpiruvat

Alm\l

Piruvat
Kolestrol

l / Yag asitleri
Aspartat k_‘ Sitrat

Difer aminoasitler ___ Okzaloasetat \
Primidinler /
f SITRIK
ASIT
\ DONGUSU
\ a-ketoglutarat

Siiksinil-Koa \' Glutamat
Hem grubu / \_/ Diger aminoasitler
Klorofil Piirinler

Sekil 3. Glikoliz ve Oksidatif Fosforilasyon reaksiyonlari (Alberts, 2015, s:85, 98)

Glikoliz ve sitrik asit dongiisii sirasinda substrat diizeyinde ATP az miktarda
tiretilirken, ATP' nin ¢ogu sitrik asit dongiisii sirasinda olusan NADH VE FADH?2
molekiillerindeki hidrojen atomlarmin protonlari ve yiiksek enerjili elektronlarinin
bir seri kimyasal reaksiyondan sonra son elektron alicisi oksijene gegmesiyle

baslayan bir siirecten kaynaklanir. Oksidatif fosforilasyon olarak adlandirilan bu olay



mitokondrinin i¢ zarinda yerlesik halde bulunan protein komplekslerinde gergeklesir.
Elektron tagmimini saglayan bu komplekslerin tamamina Elektron Tasima Sistemi

denir (22) (Sekil 3).

Asit

Sekil 4. Elektron Tasima Sistemi (Fawler et al, 2013, s:112)

2.3.1.Glukoz Tasiyicilar:

Cogu memeli hiicresi, canliliklarini ve metabolizmalarini siirdiirebilmek siirekli
olarak glukoza ihtiyag duyar (11).

Glukoz hidrofilik bir bilesiktir; basit difiizyon ile lipit ¢ift tabakasindan gegemez ve
bu nedenle sitosol igine spesifik tasinmasi icin dzel tasiyici proteinler gerektirir. ince
bagirsak liimeninde ve bobregin proksimal tiibiillerinde polarize epitelyal hiicrelerde
enerji bagimli bir Na*/glukoz (GLUT 2) ko-transporter bulunur. Sadece yukarida
sozii edilen hiicrelerde bu transporter, glukoz alimini saglamak i¢in Na* 'nin elektro-
kimyasal gradyanindan faydalanir. Yaygin bir glukoz tasima sistemi de mevcuttur.
Tiim memeli hiicreleri, GLUT olarak adlandirilan proteinlerden, bir veya daha fazla

liyesini igerir (40). Insanlarda farkli genler tarafindan kodlanan, glukoz ve diger



heksoz tasiyicilart igin farkli afinitelere sahip 14 glukoz tasiyici izoform 3 farkl
grupta incelenir;

1-1. Grup: GLUT1, GLUT 2, GLUT 3, GLUT 4, GLUT 14

2-11.Grup: GLUT 5, GLUT 7, GLUT 9, GLUT 11

3.11.Grup: GLUT 6, GLUT 8, GLUT 10, GLUT 12, GLUT 13 (HMIT) (41).

Her bir glukoz tastyicisi, dokuya spesifik ekspresyon, metabolik ve hormonal

regililasyona cevap bakimindan birbirinden farkli zar proteinleridir.

Tablo 1. Glukoz tastyici ailesi ve eksprese olduklari dokular

Glukoz Tasiyic1 Protein
Tipi Ekprese oldugu doku

Biitiin dokularda (Beyin ve
eritrositlerde daha yiiksek

GLUT1 ekspresyon)
GLUT?2 Karaciger, Pankreas, Retina
GLUT3 Beyin
GLUT4 Iskelet Kas1, Yag, Kalp
GLUT5 Ince bagirsak, Testis, Bobrek
Dalak, Lokosit Hiicreleri,
GLUT6 Beyin
GLUT7 Ince Bagirsak, Prostat
GLUTS8 Testis, Beyin
GLUT9 Karaciger, Bobrek
GLUT10 Karaciger, Pankreas
GLUT11 Kalp, Yag
GLUT12 Kalp,iskelet Kasi
GLUT13 (HMIT) -
GLUT14 -

2.3.2.Kanser Hiicresinde Glukoz Metabolizmasi

Normal hiicreler proliferasyonlar1 ve biiyiimeleri igin lipitler, proteinler ve
niikleotidler gibi yapi taglarinin biyosentezini karsilamak amaciyla besinlere ve
enerjiye ihtiya¢c duyarlar. Glukoz, karbon iskeletinin kontrollii oksidasyonuyla

NADH ya da FADH; formunda, elektronlarin elektron tasima zinciri (ETZ) gegisi ile
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ATP olusumu saglayarak gerekli enerji iiretilmesinde onemlidir (31,42,43). Ayrica
glukozun piruvata doniislimii sirasinda {iretilen ara maddeler normal hiicre
proliferasyonunu destekler (17, 44, 14). Normal hiicrelerde glukoz esas olarak
glikoliz ile katabolize olarak piruvat tretilir (33, 45). Hipoksik durumda bu piruvat
tiretimi laktata doniisiir. (46). Fakat kanser hiicreleri hem hipoksik hem de hipoksik
olmayan ortamlarda, enerji iiretimi az olan glikolizi (aerobik glikoliz WE) segerler.
Buradaki amag hizla artan hiicre kitlesinin ihtiyaglarini kisa siirede karsilamaktir

(6, 47, 36).

Timor hiicresi proliferasyonu sirasinda lipitler, proteinler ve niikleotidler gibi
makromolekiillerin hizli sentezi gerekir (48, 49). Gereken makromolekiil sentezi i¢in
farkli kanser hiicreleri aminoasitleri, niikleotidleri ve yag asitleri gibi molekiilleri
besin olarak kullanir (17, 33). Normal hiicrelerde oldugu gibi kanser hiicrelerinin
proliferasyonlar1 ve sagkalimlari igin yiiksek enerji gerekir (50,51). Kanser hiicreleri
ihtiyaglar1 olan enerjinin karsilanabilmesi igin Kullanilan aerobik glikoliz (WE),
oksidatif fosforilasyondan ¢ok daha az verimlidir ve 36 ATP yerine sadece net 2
ATP diretir (52, 14). Bu ATP’ ler kanser hiicrelerinin metabolik olarak degisen
sartlara gore programlanmasini ve yagamsal ihtiyaglarini karsilamalari i¢in kullanilir.
Aerobik glikoliz (WE), normal glikoliz ve TCA+ETZ’ de iiretilemeyen ATP
eksikligini telafi etmek icin, gerekli glukoz alimimi ve glikolitik enzimleri kodlayan
genleri regiile eder ve hiicre igine glukoz alimi artmis olur (53).

Kanser hiicrelerinin artmig glukoz kullandigi bilgisinden yola ¢ikilarak; kanserin
teshisinde glukoz analogu olan Flor-18 isaretli florodeoksiglukoz (F-18DG) yontemi
gelistirilmistir (54, 55 ,56, 57).

2.4.Losemi

Kanda ve kemik iliginde bulunan kan hiicrelerinin yapimi (hematopoiezis) sirasinda
progenitor hiicrelerin (blast) DNA’ larinda olusan bir hasar neticesinde ortaya ¢ikan
blastlarin olgunlagsma siireglerinde meydana gelen bozunma I6semi olarak
tanimlanmaktadir (8, 1). Blastlar (progenitor hiicreler) kontrolsiiz olarak gogalarak
l6semi hiicrelerini olustururlar ve islevsizdirler. Losemi hiicreleri kontrolsiiz

cogalarak, normal 16kositlerin yerini alir; kanda ve kemik iliginde birikirler. Olusan
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l6semi tipleri kaynaklanan hiicreye ve patofizyolojisine gore birbirinden farkli
olabilir (58, 59).
Losemi ve lenfomalarda farkli formlarda olduk¢a spesifik kromozom
translokasyonlar1 belirlenmistir (1). Bu translokasyonlar, blastlarin yenilenme ve
farklilasmalariyla ilgili genleri igerir (8, 7).
Ldsemilerin 4 ana tipi vardir;
1-AML (Akut miyeloblastik 16semi): Lokositlerden, graiilosit (bazofil, notrofil,
eozinofil) ve monositlerin progenitdr hiicrelerinde genetik mutasyon sonucu ortaya
cikar (58,59). Kromozom t(22;9) translokasyonu (Phidelphia kromozomu) ve
kromozom 5 ve 7 delesyonlar1 sonucu olusabilir (60, 61).
2-APL (Akut premiyoblastik 16semi): AML’ ye gore daha az progenitoér hiicre
mutasyona ugrar.
3-ALL (Akut lenfoblastik 16semi): Lenfositlerin progenitdr hiicrelerinde genetik
mutasyon sonucu ortaya ¢ikar (59).

-B-prekiirsor Lenfoma (%75)

-T- prekiirsér Lenfoma (%20)

-Burkitt Lenfoma (%5)
4-CML (Kronik miyeloblastik 16semi): Ozellikle graniildsitlerin ~ progenitor
hiicrelerinde kromozom t(22;9) translokasyonu (Phidelphia kromozomu ) ile olusur
(61).
Normal fonksiyon géremeyen (undiferensiye) lenfosit ve 16kositlerden dolayr immiin
sistem bozulur; organizma enfeksiyonlara karsi savunmasiz kalir. Kemik iliginde
artan 16semi hiicreleri nedeniyle, kemik iligindeki normal eritrosit ve trombositler
baski altina alinir yapilarinda bozulma goriilebilir (58).
Alkilleyici ajanlar, kimyasal ajanlar, Topoizomeraz II inhibitorleri, benzen, iyonize
radyasyon, ve viral ajanlar da 16semilere neden olabilmektedir (1).
Akut 16semilerin, kompleks ve heterojen yapilari, terapdtik tedavilerinin
gelistirilmesinde zorluklara neden olabilmektedir (7, 58).
Losemi hiicrelerinin yiiksek glikolitik metabolizmasi, bu hiicrelerin genel anlamda
metabolik regiilasyon ¢aligmalar1 i¢in uygun deney modelleri haline getirmektedir (9,
1).
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3.GEREC VE YONTEM

“Losemi hiicre hatlarinda glukoz kisitlamasinda STAT3 gen ekspresyonlarinin

arastirilmas1” isimli calismamiz Istanbul Medeniyet Universitesi Bilimsel Arastirma

Projesi Birimi (Proje No:1109) tarafindan desteklenmistir.

3.1.Gerecler

3.1.1.Kimyasallar

Tablo 2. Calismada kullanilan Kimyasallar

Uriin Marka
Tris-HCI Fisher
Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) Fisher
DMSO Fisher

RPMI1640 w/o L-glutamin, glukoz PAN Biotech
Glukoz Soliisyonu Gibco
RPMI 1640 w/o L-glutamin Gibco
Dulbecco's phosphate-bufge;?g saline (DPBS) w/o Mg*? Gibco
Fetal Bovin Serum (FBS) Sigma
Penisilin/Streptomisin Sigma
L-glutamin Gibco

SYBR® Green PCR Master Mix Applied Biosystems

Etanol (C2Hs0) Merck
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3.1.2 Kitler

Tablo 3. Calismada kullanilan Kitler

Uriin Marka
Amplex (R) Red Glukoz Ol¢iim Kiti (500) Invitrogen
RNeasy Plus Mini Kit (50) Qiagen
WST-1 Hiicre canlilig1 kiti (500) Intron Biotechnology
QuantiTect Rev. Transcription Kit (50) Qiagen

High-Capacity RNA-to-Cdna Kit (50)

Applied Biosystems

3.1.3.Cihazlar

Tablo 4. Calismada kullanilan Cihazlar

Cihaz Marka
Distile Su cihazi Millipore Elix
Qubit florometre Invitrogen

Real-Time PCR cihazi

Qiagen Rotor Gene Q

Nanodrop

Denovix DS-11

MultiSkanGo Plate Reader

Thermo Scientific

Kar-Buz makinesi

Brema

Laminer FLow Kabin Class Il

Thermo Scientific

CO; Inkiibator Thermo Scientific
Santrifiij Beckman Coulter
Santrifiyj Hettich MIKRO 120
Invert Mikroskop Zeiss
Derin dondurucu -86° Panasonic
No frost Buzdolabi (+4,-20) Bosch
PipetAid Eppendorf
Thermal Cycler BioRad
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3.1.4.Sarf Malzemeler

Tablo 5. Calismada kullanilan Sarf Malzemeler

Malzeme Marka
Serolojik Pipetler (5, 10, 25 ml) SPL Life sciences
Falkon Tiipleri (15, 50 ml) CAPP®
Hiicre Kiiltiir Flasklar1 (T25, T75) SPL Life sciences
Petri Kaplar1 (100mm)
Well Plate (6, 12,96 ) SPL Life sciences

Mikropipet Uglar1 (10, 200, 1000pul)
Mikro Santrifiij Tiipleri (1,5 ml)
Pudrasiz Eldiven (S, M, L)
Soliisyon Rezervuari (50 ml)
80-well Mikro Santrifiij Tiip Raklar1
96-well Pcr tiip Raklar1
Kriyojenik tiip (2ml) Corning
8-stripli Pcr Tiipleri Thermo Scientific

3.2.Yontem

3.2.1.Hiicre Kiiltiirii

Calismada kullanilan  biitin  hiicre hatlarma, %10 FBS (Sigma), %1
penisilin/streptomisin (Sigma), %1 L-glutamin iceren RPMI 1640 (Gibco) besiyeri
kullanilmistir.Hiicreler %5 CO2’li ortamda kiiltiire edilmistir. Calismada kulllanilan

hiicre hatlar listesi tablo 5’de verilmistir.

Tablo 6. Calismada kullanilan Hiicre hatlari

Hiicre Hatti Hiicre Tipi
K-562 Losemi
Nb-4 Losemi
HL-60 Losemi
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3.2.1.1.Diisiik Glukozlu Hiicre Kiiltiirii

Tablo 7. Diisiik ve normal (yiiksek) glukozlu besiyeri hazirlanmasi

1 mM Glukoz Igeren Besiyeri 10 mM Glukoz Iceren Besiyeri

RPMI 1640 besiyeri (glukoz ve RPMI 1640 besiyeri (glukoz ve

glutamin igermeyen) glutamin igermeyen)
%10 FBS %10 FBS
%1 pen/strep %1 pen/strep
%1 L-glutamin %1 L-glutamin
1 mM Glukoz (1M Stok 10 mM Glukoz (1M Stok
sollisyonu) sollisyonu)
3.2.2.Hiicre Sayimm

Losemi hiicre hatlarinda deneyler i¢in hiicre ekimi ile diisiik ve yiiksek glukozlu
besiyerlerinde hiicre proliferasyonunu gozlemlemek i¢in manuel olarak Thoma lami
ile hiicre sayimi yapildi.Hiicrelerden sayim i¢in homojen sekilde 500 ul alinarak 20
ul Thoma lamina yiiklenerek sayilacaktir. Alinan partikiil sayisindan mililitredeki

hiicre sayis1 agagidaki gibi hesaplandi.

Hiicre sayis1 (mL)= Sayilan partikiil sayis1x 10* x (diliisyon kat sayis1)

3.2.3.Wst-1 ile Hiicre Canhlig Ol¢iimii
Hiicre canliligi ol¢iimii icin WST-1 Cell Proliferation Assay kit (Intron
Biotechnology) kullanildi. Protokol asagida verilmistir.

Tablo 8. WST-1 Cell Proliferation Assay kit protokolii

Kit Bilesenleri Hacim
Wst-1 Reagent 1ml
Electro Containing Solution 100 pl

Hiicrelerin kontrol ve deney gruplari i¢in uygun besiyerinde 20.000 hiicre/ml olacak
sekilde hazirlandi. 96 kuyucuklu platelere her kuyucuga 100 pl hiicre

stispansiyonlarindan ekim yapildi.
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Plate 3 giin 37°C’de, %5 CO2’li etiivde inkiibe edildi. 3. giiniin sonunda Kitin
protokoliine uygun 10 ul WST-1 soliisyon karigimindan her bir kuyucuga eklendi.
37°C’de %5 CO2’li etiivde 2 saat inkiibe edildikten sonra MultiSkanGo Plate Reader
kullanilarak 440nm’ de absorbans Ol¢iimii yapildi. Rolatif canlilik degerleri

hesaplanarak GraphPad Prism version6 ile grafik ¢izimleri yapildi.

3.2.4.Real-time PCR

Glukoz tasiyict GLUT3 ve transkripsiyon faktorii STAT3 ile house-keeping gen
olarak RPLPO i¢in primerler Primer3 programi ile dizayn edildi. Diisiik ve yiiksek
glukozlu besiyerinde 3 giin inkiibasyondan sonra hiicreler toplanarak Real-time pcr

ile gen ekspresyonlar1 kontrol edildi.

3.2.4.1.RNA izolasyonu
K-562, Nb-4 ve HL-60 hiicre hatlarindan RNA izolasyonu RNeasy Plus Mini Kit’ in
protokoliine uygun yapildi.

+ Hiicreler toplandiktan sonra 1500 rpm’ de 4 dk santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra atik besiyeri uzaklastirildi.PBS ile yikanarak tekrar
1500 rpm’ de 4 dk santrifiij edildi ve atik PBS uzaklastirildi.

# Pelletin tizerine 350 ul RLT lizis buffer ve 350 ul %70 Etanol eklendi.
Yavas bir sekilde birkag defa pipetaj yapilarak pellet ¢coziildii.

% 700 ul Lizat RNeasy mini spin kolonun iginde bulundugu toplama
tiiplerine transfer edildi. 13000 rpm’ de 15 sn santrifiij edildi.

# Kolonlar yeni toplama tiiplerine transfer edilerek iizerlerine 700 pl RW1
wash buffer eklendi. 13000 rpm’ de 15 sn santrifiij edildi. Toplama
tiiplerindeki atik uzaklastirildi.

+ Kolonlar tekrar ayn1 toplama tiiplerine yerlestirildi ve iizerine 500 ul RPE
buffer eklendi. 13000 rpm’ de 15 sn santrifiij edildi. Toplama tiiplerindeki
atik uzaklastirildi.

+ Kolonlar tekrar ayni toplama tiiplerine yerlestirildi ve {izerine ikinci kez
500 pl RPE buffer eklendi. 13000 rpm’ de 2 dk santrifiij edildi. Toplama
tiiplerindeki atik uzaklastirildi.
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+ Kolonlar yeni toplama tiipiine yerlestirilerek membranin kurumasi i¢in
13000 rpm’ de 1 dk tekrar santrifiij edildi.

+ Kolonlar RNAse-free mikrosantrifiij tiiplere transfer edilerek iizerine 30
ul RNAse-free su konuldu ve 13000 rpm’ de 1 dk santrifiij edildi.

* Santrifiijden sonra buz lstiine alindi ve konsantrasyonlari nanodropla
Olciildi. Elde edilen Rna’ lar daha sonra Cdna sentezi igin kullanilmak

tizere -80°C’ ye kaldirildi.

3.2.4.2.cDNA Sentezi
Elde edilen RNA’ lar High-Capacity RNA-to-Cdna Kit (Applied Biosystems)
kullanilarak  protokole uygun sentezlendi. Biitiin islemler buz iizerinde

gerceklestirildi.

Tablo 9. cDNA sentezi i¢in kullanilan kitin protokolii

Karisim Bilesenleri 1X (Hacim)

2X RT Buffer Mix 10pl
20X RT Enzyme
Mix tul
RNA Omegi (1 pg/ul olacak sekilde

hesaplama yapild1.)

Niiklease-free su
Total 20ul

Rna hacimleri iizerine total hacim 20 pl’ ye tamamlanarak Thermal Cycler’ da once
37°C’ de 60 dk, sonra 95°C 5 dk inkiibe edildi. inkiibasyon tamamlaninca Cdna’ lar
1:8 oraninda Niiklease-free su ile diliie edilerek qRT-PCR i¢in kullanilmak tizere

-20°C’ ye kaldirildu.
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3.2.4.3.qRT-PCR
gRT-PCR reaksiyonu SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) ile
Qiagen Rotor Gene Q cihazi kullanilarak yapildi. Calismada kullanilan primerler

Tablo 9’ da verilmistir.

Tablo 10. qRT-PCR i¢in kullanilan kitin protokolii

qRT Karisim Bilesenleri 1X (Hacim)

SYBR® Greel_l PCR Master 10 ul
Mix
Primer Forward (10 um) 0,5 ul
Primer Reverse (10 pm) 0,5 ul
cDNA 3ul
dH20 6 ul
Total 20 ul
Tablo 11. qRT-PCR Kosullari
qRT Pcr Kosullar:
Baslangi¢ denatiirasyonu 95°C 10 dk
Denatiirasyon 95°C 15sn
Baglanma 60°C 60 sn
Sentez 72°C 15sn
Bekleme 4°C 00
Tablo 12. qRT-PCR primer listesi
Gen Primer Yonii (5'3") Primer Dizisi
Forward AGCATCTACAACCCTGAAGTG
RPLPO Reverse AGCAAGTGGGAAGGTGTAATC
GLUT3 Forward TTCAAGAGCCCATCTATGCC
Reverse GACCAAGATAGCCCCAATACAG
Forward GACTACACTGGCAGAGAAACTC
STATS Reverse CTCCCGCTCCTTACTGATAAAG
Forward AAGTGTGACGAGAACATCCTG
PKM2 Reverse ACCATTTTCCACCTCCGTC
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3.2.5.Glukoz Tiiketimi

Glukoz tiiketimi Amplex (R) Red Glukoz Olgiim Kiti kullanilarak gergeklestirildi.
Protokol asagida verilmistir.
1-Stok Soliisyonlarimin Hazirlanmasi
+ 10 mM Amplex Red Reagent Soliisyonu
Kit i¢inde bulunan 5 tiip amplex red reagenttan 1 tiipiinii ve DMSO’ u oda
sicakligina getirdik. 1 tiip reagent 60 ul DMSO kullanilarak ¢6ziildii.
+ 1X Reaction Buffer
5X Reaction buffer’ dan 4 ml alinarak 16 ml dH20O ile 1X buffer hazirlandi.
(10 ml stok soliisyonlarinin hazirlanmasi, 10 ml 6rneklerde kullanim)
+ 10 U/l Hrp Stok Soliisyonu
Hrp 1 ml 1X reaction buffer kullanilarak ¢6ziildii. (-20°C” de saklandi.)
+ 100 U/l Glukoz Oksidaz Stok Soliisyonu
Glukoz oksidaz 1ml 1X reaction buffer kullanilarak ¢oziildii.
+ 400 mM (72 mg/ml) Glukoz Stok Soliisyonu
72 mg glukoz tartilarak 1ml 1X reaction buffer kullanilarak ¢oziildii.
2-Glukoz Tiiketiminin Ol¢iimii
* Glukoz Standart Egrisinin Hazirlanmas:
Standart egri i¢in 0 pm,25 pm,50 um,100 pm ve 200 um glukoz
konsantrasyonlari kullanildi.
+ Working Soliisyonu
Total 2.5 ml olacak sekilde 50 6rneklik working soliisyonu hazirlandi.
-25 ul 10 mM Amplex Red Reagent Soliisyonu
-50 ul 10 U/1 Hrp Stok Soliisyonu
-50 ul 100 U/1 Glukoz Oksidaz Stok Soliisyonu
-2.375 ml 1X Reaction Buffer
+ Standartlarin ve 6rneklerin yiiklenmesi
Ornekler her kuyucukta 50 pl olacak sekilde 1X reaction buffer kullanilarak
1:10 seklinde diliie edildi.
Standartlar ve 6rnekler well plate’ in her kuyucuguna 50 pl olarak yiiklendi.

Uzerlerine 50 pl working soliisyonundan eklenerek 30 dakika oda
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sicakliginda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonundan ardindan MultiSkanGo

Plate Reader ile 560 nm’ de 6l¢iim yapildi.

3.2.6.Istatistiksel Hesaplamalar

Elde edilen sonuglardan her biri veri i¢in Ortalama + Standart Sapma olarak ifade
edilmistir. Farkli gruplar i¢inde ve arasinda anlamli bir fark olup olmadigini analiz
etmek ic¢in Student’s t-test uygulanmistir. Biitiin analizler ve grafikler GraphPad

Prism V6 programi kullanilarak yapilmistir.
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4 BULGULAR

4.1.Diisiik Glukozlu Ortamda Hiicre Proliferasyonu

K-562, NB-4 ve HL-60 16semi hiicreleri, 10 mM (yiiksek) ve 1 mM (diisiik) glukoz
iceren besiyerlerinde 72 saat inkiibe edildi. Hiicre proliferasyonlarit hiicre sayim
yontemi ile belirlendi. Diisiik glukozlu ortamda K-562 ve NB-4 hiicre hatlarinda
hiicre ¢ogalmasinin azaldigr belirlendi ve istatistiksel olarak anlamli bulundu
(p<0.001). HL-60 hiicre hattinda hiicre sayisinda azalma goriilse de bu azalig
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi ("p > 0.05) (Sekil 5).

Resim 1. 10 mM (Yiiksek) ve 1 mM (Diisiik) Glukoz igeren besiyerlerinde K-562

hiicrelerinin proliferasyonu.

Resim 2. 10 mM (Yiiksek) ve 1 mM (Diisiik) Glukoz i¢eren besiyerlerinde NB-4

hiicrelerinin proliferasyonu.
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Resim 3. 10 mM (Yiiksek) ve 1 mM (Diisiik) Glukoz igeren besiyerlerinde HL-60

hiicrelerinin proliferasyonu.

600000
Il 10 mM Glukoz/ml

Il 1M Glukoz/ml

4000004

200000

Rélatif Hiicre Proliferasyonu

Hiicreler

Sekil 5. 10 mM (Yiiksek) ve 1 mM (Diisiik) Glukoz igeren besiyerlerinde hiicre
proliferasyonu. 20000 hiicre/ml seklinde 72 saat inkiibe edildiler. (**p < 0.01, "™p >
0.05.)

4.2.Diisiik Glukozlu Ortamda Hiicre Canlihg:

K-562, NB-4 ve HL-60 I16semi hiicrelerinin diisiik glukozlu ortamda hiicre
canliliklart WST-1 hiicre canlilik testi ile Olgilildii. Diisiik glukozda K-562
hiicrelerinde canlilik oranm1 %100°den %58.36° ya, NB-4 hiicrelerinde %46.21° ya ve
HL-60 hiicrelerinde %77.30° a distiigii tespit edildi. Her {i¢ hiicre hattinin diisiik
glukozlu ortamda hiicre canliliklarinin azaldig: istatistiksel olarak anlamli bulundu

(****p<0,0001, ***p < 0.001) (Sekil 6).

23



1507 K Kk K * Kk k Kk

* Hl 10 mM Glukoz/ml
Il 1 wM Glukoz/ml
100

50

Hiicre Canliligi %

Hiicreler

Sekil 6. Diisiik glukozun hiicre canliligina etkisi. 20000 hiicre/ml seklinde 72 saat
inkiibe edildiler. (****p<0,0001, ***p < 0.001)

4.3.Losemi Hiicre Hatlarinin Glukoz Tiiketimi

K-562, NB-4 ve HL-60 16semi hiicrelerinin giinliik glukoz tiikketimleri Amplex (R)
Red Glukoz Ol¢iim Kiti kullanilarak gerceklestirildi. Hiicrelerin 72 saatlik
proliferasyonlarima gore hiicre basina diisen giinlilk glukoz tiiketim miktarlari

asagidaki sekilde hesaplandi (Sekil 7).

Giinliik Glukoz _ Baslangi¢ 72 saat sonunda
titketimi - glukoz - besiyerinde kalan
(mM/hiicreler/24saat) miktar: (mM) glukoz miktar: (mM)

Baslangic hiicre miktari+ 72 saat
sonunda sayilan hiicre miktar:

3 Giin (72 saat)

0.000008 7

Hl 10mM Glucose/ml
0.000006
0.000004

0.000002

creler/24saat)

0.000000 -

Glukoz tiketimi (mM /hii

Sekil 7. Hiicre hatlarmin giinliik glukoz tiiketimleri. 20000 hiicre/ml seklinde 72 saat
inkiibe edildiler. (**p < 0.01)
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4.4. Disiik Glukozlu Ortamda GLUT3, PKM2 ve STAT3 mRNA

Ekspresyonlari

4.4.1.GLUT3 mRNA Ekspresyonlar:

K-562, NB-4 ve HL-60 losemi hiicrelerinin diisiik glukozlu ortamda GLUT3 mRNA
expresyonlarina qPCR yontemiyle bakildi. K-562 hiicrelerinde diisiik glukozda azalig
hesaplandi. Istatistiksel olarak da anlamli bulundu (**p < 0.01). NB-4 ve HL-60
hiicre hiicrelerinde ise azalis olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamlilik

bulunmadi ("p > 0.05) (Sekil 8).

GLUT3
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Sekil 8. Diisiik glukozlu besiyerinde GLUT3 mMRNA ekspresyonlarinin analizi.
20000 hiicre/ml seklinde 72 saat inkiibe edildiler. (**p < 0.01, "p > 0.05.)

4.4.2.PKM2 mRNA Ekspresyonlari

K-562, NB-4 ve HL-60 16semi hiicrelerinin glikolizde yer alan piruvat kinaz M2
(PKM2 geninin diisiik glukozlu ortamda mMRNA expresyonlarina qPCR yontemiyle
bakildi

PKM2 geninde; K-562, NB-4 ve HL-60 hiicrelerinde diisiik glukozda azalig
hesaplandi. Hiicre hatlarinda istatistiksel olarak anlamlilik bulundu ( ***p < 0.001,

**p < 0,01, *p < 0.05 ) (Sekil 9).
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Sekil 9. Diisiik glukozlu besiyerinde PKM2 mRNA ekspresyonlarinin analizi. 20000
hiicre/ml seklinde 72 saat inkiibe edildiler ( ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05)

4.4 3.STAT3 mRNA Ekspresyonlari

K-562, NB-4 ve HL-60 16semi hiicrelerinin diisiik glukozlu ortamda STAT3 mRNA
expresyonlarma qPCR yontemiyle bakildi. K-562 ve HL-60 hiicrelerinde STAT3
ekspresyonunda diisiik glukozda azalis hesaplandi. Bu azalis istatistiksel olarak da
anlamli bulundu (p<0.005). NB-4 hiicrelerinde ise azalis olmasina ragmen

istatistiksel olarak anlamlilik bulunmadi (™p > 0.05) (Sekil 10).

STAT3

1.517
- ns Il 10mM Glukoz/ml

Bl 1mM Glukoz/ml

Rolatif mRNA Kat Degisimi

Hiicreler

Sekil 10. Diisiik glukozlu besiyerinde STAT3 mRNA ekspresyonlarinin analizi.
20000 hiicre/ml seklinde 72 saat inkiibe edildiler. (*p < 0.05, ™p > 0.05.)
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5.TARTISMA

Kanser, hiicrelerde genetik degisiklikler sonucu kontrolsiiz hiicre boliinmesi ve
biiyiimesinin oldugu hastaliklar grubudur (62). Normal hiicrelerde oldugu gibi kanser
hiicreleri de hayatta kalmak ve ¢ogalmak i¢in enerjiye ihtiya¢ duyarlar (37). Bu
enerjiyi glukoz, glutamin ve yag asitleri gibi besin maddeleri iizerinden saglarlar.
Kanser hiicrelerinde artmis glukoz kullanimi vardir ve ortamdaki oksijen miktarindan
bagimsiz olarak glukozu glikoliz ile yikarak enerji elde ederler (3). Aerobik glikoliz
ya da Warburg etkisi olarak da bilinen bu fenomen kanser hiicre metabolizmasinin
temel mekanizmalarindan biridir (54). Kanser hiicrelerinin bu artmis besin ihtiyaglari
sonucu tiimor mikrogevresinde de azalmis makromolekiil seviyelerinin bulundugu
Onerilmistir (63). Kanser hiicrelerinin az besin bulunan ortamda yasama ve
cogalmalarini devam ettirmek i¢in nasil adaptif mekanizmalar gergeklestirdiklerinin
bilinmesi yeni ila¢ hedeflerinin belirlenmesinin yani sira teshis ve tedaviye de katki
saglayacagi disiiniilmektedir. Ancak in vivo kosullardaki ortamin in vitro hiicre
kiiltiirtinde saglanmasi oldukga giigtiir.

Hepatokarsinom hiicre hatlarinda yapilan bir ¢alismada diisiik glukozlu ortamda
hiicrelerin glukoz tiiketimlerinin daha fazla oldugu belirlenmistir (47).
Adenokarsinom hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada diisiik glukozlu ortamda hiicre
canliliklariin azaldigr gosterilmis, ayrica glikolizin inhibisyonu 1ile glukoz
tilketimlerinin azaldig1 belirtilmistir (33). Adenokarsinom hiicrelerinde yapilan diger
calismada da diisik glukozlu ortamda hiicre proliferasyonlarinda azalma
belirtilmistir (64).

Glioblastoma hiicre hatlari ile yapilan bir calismada da yine diisiik glukozlu ortamda
hiicre canliliklarinin azaldigi belirlenmistir (65).

Biz bu ¢alismamizda K-562, NB-4 ve HL-60 16semi hiicre hatlarini diisiik (ImM) ve
normal (10mM) glukoz iceren besiyerinde cogalttik. K-562 ve NB-4 hiicrelerinin
diisiik glukozlu ortamda hiicre ¢ogalmalarinin azaldigi istatistiksel olarak anlamli
bulundu. Diisiik glukozlu ortamda hiicrelerin canliliklart wst-1 yontemi ile 6l¢iildii ve
K-562 ve NB-4 hiicrelerinin hiicre canliliklarmin azaldigini belirledik. HL-60
hiicrelerinde ise hiicre canlilifindaki azalma diger hiicrelere kiyasla daha az bulundu.

Wst-1 deney sonucunda hiicrelerin canlilik degerleri K-562 hiicrelerinde %100°den
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%58.36” ya, NB-4 hiicrelerinde %46.21° ya ve HL-60 hiicrelerinde %77.30° a
diistiigii belirlendi.

Losemi hiicre hatlar1 ile yapilan bir ¢alismada NB-4 ve HL-60 hiicre hatlarinin
glukoz azligina kars1 duyarliliklart ¢alisilmistir. NB-4 ve HL-60 hiicre hatlarinda
glikolizin baskilanmasi ile hiicre canliliklarinda azalma tespit edilmistir. Glukoz
tiiketimlerinin ise NB-4 hiicre hattinin HL-60" a gore daha fazla oldugu gézlenmistir.
NB-4 hiicre hatlarinda glukozsuz ortamda hiicre canliliklariin azaldigi durumda,
ortama glukoz eklenmesi ile canliligin 2 katina ulastigi gosterilmistir (65).

Glukozun hiicre ig¢ine alinmasinda rol oynayan spesifik glukoz tasiyicilarinin artmis
ekspresyonlari ¢ogu tiimorde belirlenmistir. Glukoz tasiyicilarindan GLUTI’ in
meme, GLUT2’ nin pankreas ve mide, GLUT4’ iin akciger ve pankreas, GLUTS’ in
ise akciger kanserlerinde artmis bir ekspresyona sahip oldugu bilinmektedir (11).
GLUT3’ iin ise artmis ekspresyonlari glioma, meme, akciger, retinoblastoma, kolon
ve bir¢ok kanserde gozlenmistir (11). Literatiirde ise endometrial ve meme kanserli
hastalarda GLUT3 eckspresyonunun hem mRNA hem de protein diizeyinde
ekspresyonlar1 gosterilmistir (67). Glioblastoma hiicrelerinin bir alttipinde artmis
GLUT3 ekspresyonu ile birlikte glukoz tiikketimlerinin de olduk¢a yiiksek oldugu
gosterilmistir (68). Kanser tedavisinde kullanilan ilaglara karsi direngli Xenograflar
ile yapilan bir ¢alismada diisiik glukozlu ortamda GLUT3 mRNA ekspresyonunun
arttig1 gosterilmistir. (69). Baska bir c¢aligmada kii¢iik hiicreli olmayan akciger
kanserli hastalarda GLUT3 ekspresyonunun hastaligin seyri ile ilgili bir belirleyici
olabilecegi oOne siiriilmistir (70). Farkli 16semi hiicre hatlarinda GLUT3
ekspresyonunun baskilanmasi ile hiicrelerin apoptoza ugradigini, ayni zamanda bu
hiicrelerin kemoterapiye karsi direngsiz hale geldigi gosterilmistir (71).

GLUT3 ekspresyonunun kanserde yiiksek oranlarda goriilmesi ¢aligmamizda
ozellikle bu glukoz tasiyict molekiilii segmemize neden olmustur.

Calismamizda diisiik glukozlu ortamda GLUT3 mRNA ekspresyonlarinin K-562 ve
HL-60 hiicrelerinde azaldigi, NB-4 hiicrelerinde ise degismedigi belirlendi. Bu
azalma sadece K-562 hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli bulundu.

Piruvat kinaz kas tipi (PKM2) enzimi PKM geni tarafindan kodlanir ve glikolizin son
basamagini katalizler. Bu basamak glikolizde ‘sinirlayic1’ asamalardan biri olup geri

doniistimsiizdiir. Kanser hiicrelerinin biiyiik cogunlugunda PKM2 ekpsresyonunun
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artmis olmasi onun anti-kanser tedaviler i¢in bir hedef olup olamayacagim
diistindiirmiistiir (72). PKM2’nun timor metabolizmasi ve biiylimesindeki gorevine
dair etkilestigi ve birlikte gorev aldig1 proteinler de 6nem kazanmistir. Bagka bir
caligmada hastalardan elde edilen glioblastoma hiicre hattinda GLUT3’ iin siRNA ile
baskilanmasi sonucunda PKM2 mRNA ekspresyonunda azalma goriilmiistiir (68).
PKM?2 genini eksprese eden kiiciik hiicreli akciger kanser hiicrelerinin enjekte
edildigi fare xenograflarinda tiimér olusumu gorilmiistiir (73).

Pankreatik kanser hiicrelerinde yapilan bir ¢alismada normal glukozlu ortamda
PKM2 ekspresyonunun baskilanmasi hiicre biiylimesi ve ¢ogalmasi etkilemezken,
disik glukozlu (0.5mM) ortamda PKM2 ekspresyonunun baskilanmasi hiicre
canliligini artirmustir (74).

Akciger kanser hiicrelerinde yapilan calismada diisiik glukozlu ortamda PKM2 mrna
ekspresyonlar1 serin aminoasit metabolizmasini artirarak hiicre proliferasyonlarini
arttirdig belirlenmis (75).

Calismamizda kullandigimiz  hiicre  hatlarinda  diisiik  glukozda PKM?2
ekspresyonlarinda azalis tespit edildi ve bu azalis istatistiksel olarak da anlamh
bulundu.

STATS3 bir transkripsiyon faktoriidiir. STAT protein ailesi, hiicresel proliferasyon,
apoptoz, anjiyogenez ve immiin sistem yanitini diizenleyen, STAT1-4, STATS5a,
STAT5b ve STATt6 olarak 7 genden olusur (27,49). JAK-STAT sinyal yolaginda
yer alan bu transkripsiyon faktorleri Jak proteinlerine gelen biiyiime faktorleri ve
sitokin sinyalleri dogrultusunda fosforile edilerek aktif hale gelirler (1,26). STAT3
ayrica bir onkogendir. Onkojenik STAT3 geni enerji metabolizmasini diizenleyen bir
mekanizmanin merkezinde, ¢ogu durumda hiicrenin hayatta kalmasini, ¢ogalmasini
ve malignitesini tesvik eder (76). Literatiirde glikolitik aktivitenin ise Ras, Myc gibi
onkogenler ile iligkili oldugu calismalar mevcuttur. Bu c¢alismalarla onkogenlerin
ekspresyonlarinin metabolik degisiklikleri nasil diizenledigi gosterilmistir (77,17).
Boylece kanserde besinlerin fazla tiiketiminin  onkojenik sinyal yolaklarini
diizenledigi 6ne siirmektedir (17,3,78). Yapilan bir ¢alisgmada STAT3’ i eksprese
eden fare embriyo fibroblastlarinda glukozun kisitlandigi durumlarda STAT3
MRNA ekspresyonunda azalma gosterilmistir (13). Diger bir ¢alismada I6semi

hiicrelerinde STATS3 inhibisyonu hiicrelerin apoptozuna ve kemoterapiye direncinin
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azalmasma neden oldugu gosterilmistir (59). Diger bir c¢alismada ise prostat
kanserlerinde STAT3 inhibisiyonunun hiicrelerde apoptozu indiiklendigini tespit
edilmistir (79).

Biz de ¢alismamizda K-562 ve HL-60 hiicrelerinde glukoz kisitlandiginda STAT3
MRNA ekspresyonlarinin azaldigini istatistiksel olarak anlamli bulduk. NB-4
hiicrelerinde ise ekspresyon seviyesinde azalma goriilse bile istatistiksel olarak
anlamli bulunmada.

Sonug olarak bu tez calismasinda 16semi hiicre hatlar1 K-562, NB-4 ve HL-60’1n
glukozu yiiksek oranlarda tiikettigi, glukoz az bulunan ortamda ise hiicre
canliliklariin ~ ve proliferasyonlarinin  azaldigini, GLUT3 ve PKM2 gen
ekspresyonlarinin azaldigini belirledik. STAT3 mRNA ekspresyonunun da azalmasi
bize, 16semi hiicrelerinin diisiik glukozlu ortamda metabolizmanin STAT3 tarafindan
diizenlenmis olabilecegini diigiindiirdii.

Boylece, STAT3 inhibisyonu ile birlikte glukozun kisitlanmasinin birlikte
kullanildig1  tedaviler kanserlerde terapdtik  bir  yaklasim  olabilecegini

diistindiirmektedir.
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6.SONUC VE ONERILER

Calismamizin sonucunda;

1-Diisiik glukozlu ortamda K-562, NB-4 ve HL-60 16semi hiicre hatlarinin hiicre
proliferasyonu belirlendi. K-562 ve NB-4 hiicrelerinin diisiik glukozlu ortamda hiicre
cogalmalarinin azaldig: istatistiksel olarak anlamli bulduk. HL-60 hiicrelerinde ise
azalma belirlenen azalma istatistiksel olarak anlamli bulmadik.

HL-60 hiicrelerinin 1 mM” dan daha diisiik glukozlu ortamda hiicre proliferasyonlari
incelenmelidir.

2-Diisiik glukozlu ortamda K-562, NB-4 ve HL-60 16semi hiicre hatlarinin hiicre
canlilig belirlendi.

K-562, NB-4 ve HL-60 hiicrelerinin hiicre canliliklarinin azaldigini belirledik ve
istatistiksel olarak da anlamli bulduk.

3- K-562, NB-4 ve HL-60 losemi hiicre hatlarinin giinlik glukoz tiiketimleri
belirlendi. HL-60 hiicre hattinin glukozu diger iki hiicre hattina kiyasla daha az
tilkettigini belirledik.

Hiicrelerin  diisiik  glukoz konsantrasyonlarindaki  glukoz tiiketimler:1 de
belirlenmelidir.

4-a. Diislik glukozlu ortamda hiicrelerin GLUT3 mRNA ekspresyonlarina bakildu.
Glut3 mRNA ekspresyonlarmin K-562 ve HL-60 hiicrelerinde azaldigi, NB-4
hiicrelerinde ise degismedigi belirledik. Bu azalma sadece K-562 hiicrelerinde
istatistiksel olarak anlamli bulduk.

4-b. Diisiik glukozlu ortamda STAT3 mRNA ekspresyonlarina bakildi.

K-562 ve HL-60 hiicrelerinde glukoz kisitlandiginda Stat3 mRNA ekspresyonlarinin
azaldiginm istatistiksel olarak anlamli bulduk. NB-4 hiicrelerinde ise ekspresyon
seviyesinde azalma goriilse bile istatistiksel olarak anlamli bulmadik.

4-c. Diisiik glukozlu ortamda PKM2 mRNA ekspresyonlarina bakildi.

Hiicre hatlarmin tiimiinde diisiik glukozda PKM2 ekspresyonlarinda azalig tespit
edildi ve bu azalis istatistiksel olarak da anlaml1 bulduk.

Sonug olarak, diisiik glukoz konsantrasyonunda GLUT3 ve PKMZ2 ile birlikte STAT3
gen ekspresyonlarinin azalmasi, 16semi hiicrelerinde STAT3 onkogeninin diigiik

glukozlu ortamda hiicresel yanitin olusmasinda rolii olabilecegini diigiindiirdii. Bunu
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dogrulamak icin STAT3 aktivasyonuna western blot yontemi ile de bakilmasi

onerilmektedir.
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