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1. OZET

Otto Warburg, yaklasik yiiz yil 6nce, kanser metabolizmasinin nicel arastirmalarina
onculuk ederek kanser hiicrelerinin, Warburg etkisi olarak bilinen aerobik kosullar
altinda artmis glikoliz fenotipi sergiledigini kesfetti. Kanser hiicrelerindeki artmis
glikolizin, mitokondriyal disfonksiyondan kaynaklandigimmi ve ATP eksikliginin bu
sekilde telafi edildigini ileri siirdii. Sonraki c¢alismalar kanser hiicrelerinin glukoza
bagimli olduklar1 i¢in birincil enerji kaynagi olarak keton cisimlerini
kullanamayacaklarin1 géstermistir. Biz de ¢alismamizda meme kanseri hicrelerinin
birincil enerji kaynagi olarak keton cisimlerini kullanamayacaklarini diistinerek
saglikli fibroblast hiicreleri ile farkli meme kanseri hiicrelerinde keton cisimlerinin
canliliga etkisini aragtirdik. Bu nedenle glukoz ve keton cisimleri (B-hidroksibitirat ve
asetoasetat) varliginda/yoklugunda kiiltrlenen meme kanseri hiicrelerinde hicre
canliligini 6l¢tiik. Sonug olarak ii¢ farkli meme kanseri hiicre hattina (MCF 7, MDA
MB 231 ve MDA MB 435) keton cisimlerinin uygulanmasiyla beraber, hiicre
canliliklarinda 6nemli bir azalis goézledik. Elde edilen veriler 1siginda, keton
cisimlerinin kullanilmasima uygun olarak beslenme manipiilasyonunun, meme

kanserinde yeni bir tedavi yaklasimi olarak goz oniine alinabilecegini diistiniiyoruz.

Anahtar kelimeler: Meme kanseri, keton cisimleri, asetoasetat, -hidroksibutirat



2. SUMMARY

About a hundred years ago, Otto Warburg discovered that cancer cells exhibit an
increased glycolysis phenotype under aerobic conditions known as the Warburg effect,
leading to quantitative research on cancer metabolism. He argued that increased
glycolysis in cancer cells is caused by mitochondrial dysfunction and that ATP
deficiency is compensated for in this way. Subsequent studies have shown that cancer
cells can not use ketone bodies as a primary energy source because they are
glucosamine-dependent. We also investigated the effects of healthy fibroblast cells and
ketone bodies in different breast cancer cells on viability, considering that our breast
cancer cells could not use ketone bodies as a primary energy source in our study. This
is why we measure cell viability in breast cancer cells cultured in the presence /
absence of glucose and ketone bodies (B-hydroxybutyrate and acetoacetate). As a
result, we observed a significant decrease in cell viability with the administration of
ketone bodies to three different breast cancer cell lines (MCF 7, MDA MB 231 and
MDA MB 435). We think that nutritional manipulation in the obtained light, suitable
for the use of ketone objects, can be considered as a new treatment approach in breast

cancer.

Keywords: Breast cancer, ketone bodies, acetoacetate, B-hydroxybutyrate



3. GIRIS VE AMAC

Keton cisimleri ekstrahepatik dokular icin etkili bir enerji substratidir. Ancak kanser
hiicreleri onlar1 verimli bir sekilde kullanamazlar (Skinner ve ark., 2009). Cunki
kanserde azalan mitokondri sayisi, mitokondriyal sisme, mtDNA mutasyonlari,
degistirilmis mitokondriyal membran potansiyeli ve anormal mitokondriyal enzim
fonksiyonu da dahil olmak tizere, genis ¢apta mitokondriyal patoloji vardir (Isidoro ve
ark., 2004; Kiebish ve ark, 2008; Modica-Napolitano ve Singh, 2004). Mitokondriyal
yapidaki ve islevdeki bu kusurlar solunum kapasitesini zayiflatir ve hiicrenin hayatta
kalmasi igin substrat seviyesinde fosforilasyona zorlar (Seyfried, 2012). Bu nedenle
mitokondriyal fonksiyon bozuklugu olan kanser hiicreleri, sadece mitokondri
icerisinde metabolize olan keton cisimlerini, enerji i¢in verimli bir sekilde metabolize

edemez (Maurer ve ark., 2015).

Mitokondriyal disfonksiyon, kanser hiicrelerinin ketonlar1 enerji i¢in etkin bir sekilde
kullanamamasini agiklamaktadir. Ancak, in vitro ortamda keton cisimlerinin anti-
kanser etkileri net degildir. Keton cisimleri kanser hicrelerinin sag kalimimi ve
cogalmasini bozabilen birgok 6zellige sahiptir (Poff ve ark., 2014). Normal hiicrelerde,
glikoliz yoluyla olusan piriivat, mitokondriyal oksidatif metabolizma i¢in TCA
siklusuna yonlendirilirken, kanser hiicrelerinde ise gogunlukla laktik asit fermantasyon
yolunda pirtivat kullanilir (Branco ve ark., 2016). Bu durum kanser hiicrelerine gesitli
avantajlar saglar. Bunlardan biri mitokondriyal oksidatif metabolizmanin ve es
zamanlt ROS olusumunun baypas edilmesidir. Kanser hiicreleri normal hiicrelere
kiyasla yiiksek dlzeyde oksidatif stres altindadirlar; bu durum onlara hayatta kalma
avantaj1 saglarken bir yandan da onlar1 ROS aracili apoptotik uyaranlara kars1 daha

duyarli hale getirir (Aykin-Burns ve ark., 2009).



Keton cisimleri ise glikolizi inhibe eder, boylece kanser hicreleri i¢in enerji tretiminin
ana yolunu kisitlar (Wu ve ark., 1988). Kanser hiicreleri, artmis reaktif oksijen
tirlerinin  (ROS) 0retimini saglamakla birlikte, redoks durumundaki kugcik
degisikliklere bile olduk¢a duyarlidir (Schumacker ve ark., 2006). Buna karsilik keton
cisimleri, mitokondriyal ROS iiretimini digiiriir ve normal hicrelerdeki endojen
antioksidan savunmalar1 gelistirirken kanser hiicrelerde gelistirmezler (Veech ve ark.,
2001).

Keton cisimleri kanser epigenomunun kontrolii altinda tiimdr baskilayici genler ve
onkogenlerin ekspresyonunu degistirerek onlarin anti kanser etkilerini ortaya
cikarmaktadir (Ropero ve Esteller, 2007). Yani, kanser hiicrelerinin biiyiime,
proliferasyon, enerji liretimi ve doniisiimii i¢in glukozun bulunabilirligine bagimlidir

(Poff ve ark., 2014).

Bu c¢alismadaki amacimiz meme kanserinde etkin tedavi yaklasimlarinin
gelistirilmesine katki saglamaktir. Meme kanseri hiicre hatlarinin (MCF 7, MDA MB
231 ve MDA MB 435) keton cisimlerine maruz kalmasiyla canliliklarinin azaldigini
gosteren ¢aligmamizin hem literatiire hem de kanser tedavisinde uygulanacak yeni

tedavi yaklagimlarina katki saglayacagini diisiinmekteyiz.



4. GENEL BILGILER

4.1. Kanser

Kanser, gen mutasyonlari olan hiicrelerin anormal ve kontrolsiiz bir sekilde biiyiidiigii
ve bu hiicrelerin ¢evresindeki normal dokulari istila edebilecek veya viicudun diger
bolgelerine yayilma potansiyeline sahip oldugu bir grup hastaliktir (Hanahan ve
Weinberg, 2011).

En son istatistiklere gore Tiirkiye’de bir yil i¢inde yaklasik 174 bin kisiye kanser
teshisi konulmustur. Tirkiye’de 103 070 erkek ve 71 233 kadin kansere
yakalanmaktadir. Erkeklerde en sik goriilen kanserler akciger ve prostat iken,
kadinlarda en sik goriillen meme kanseridir ve meme kanseri her 4 kadin kanserinden
birisi olmaya devam etmektedir. Bir yil i¢inde toplam 17 531 kadina meme kanseri

teshisi konulmustur (Tiirkiye Kanser Istatistikleri, 2017, Ankara).

4.1.1. Meme Kanseri

Meme kanseri hem gelismis hem de gelismekte olan iilkelerde, kadinlarda ¢ok yaygin
gorulen bir kanser turtdar. Erkeklerde meme kanseri ¢ok nadir olup, tim meme
kanserlerinin %1°den az1 erkeklerde goriiliir. Diinya genelinde kanserden O6lim
sebepleri arasinda meme kanseri; tlim cinsiyetlerde, akciger kanserinden sonra ikinci
siray1 almaktadir (Giordano ve ark, 2014; Jemal ve ark, 2009). Diinyada her yil bir
milyon kadina meme kanseri tanisi konuldugu ve 410 000 kadinin bu hastalik

nedeniyle hayatini kaybettigi bildirilmektedir (Montazeri, 2008).

Diinya’da toplam 14 milyon yeni kanser vakasmin gelistigi ve en ¢ok tani1 konulan
kanserlerin sirastyla akciger kanseri (%13) ve meme kanseri (%11,9) oldugu
belirtilmigtir (TUrkiye Kanser Istatistikleri, 2017, Ankara). Sosyoekonomik ve
sosyokiiltiirel yonden birbirinden farkli toplumlarda gozlemlenen meme kanseri
verileri karsilagtirildiginda birbirinden farkli insidans ve mortalite degerleri ortaya

cikmaktadir.



Meme kanseri insidansinin gelismis iilkelerde gelismekte olan Ulkelere gore daha
yiiksek, meme kanserinden 6liimiin ise gelismis iilkelerde gelismekte olan iilkelere
gore daha diistiik olmas1 dikkat ¢ekicidir. Bu durum az gelismis iilkelerde yasayan
kadinlarin meme kanseri teshis, tarama ve tedavi hizmetlerine ulasmaktaki
zorluklardan kaynaklandigin1 gostermistir. Bu yiizden, 6zellikle az gelismis tilkelerde
meme kanserinin erken teshis, tarama ve tedavisine yonelik ¢abalarin arttirilmasi son

derece 6nemlidir (Colditz ve ark, 2006).

Meme kanseri genetik ve cevresel faktOrler arasinda giiclii etkilesimin oldugu
karmagik ve multifaktoriyel bir hastaliktir. Meme kanseri vakalarinin yaklagsik %5-
10'u, BRCA1l veya BRCA2 genleri igindeki ailesel/kalitsal mutasyonlardan
kaynaklanmaktadir. Ayrica meme kanseri tanisi alan kadinlarin yaklagik %20-30'unda
ailenin kanseri Oykiisii vardir. Yapilan epidemiyolojik ¢aligmalarda meme kanseri
etiyolojisinde; endokrin etkenler (6strojen ve progesteron hormon konsantrasyonu ve
metabolizmasi), endokrin dis1 etkenler (iyonize radyasyon, alkol, sigara, metaller,
kozmik radyasyon, elektromanyetik alanlar, organik cozeltiler ve viris gibi biyolojik
ajanlar), davranigsal faktorler (stres, depresyon), genetik yatkinlik, tanimlanmis meme
patolojileri, endojen hormonal faktorler (erken menars, ge¢ menopoz, c¢ocuk
dogurmak, laktasyon/emzirme, indiiklenmis abortus ve diisiik), ekzojen hormonal
faktorler (oral kontraseptifler, dstrojen replasman tedavisi), obezite ve beslenme

aliskanliklar1 tanimlanmustir (Pike ve ark, 1993).

Meme kanserinin, diger malignant sekillerdeki gibi, hucresel proliferasyon,
farklilagsma, 6liim (apoptoz veya nekroz), DNA onarimi, doku bdliimlendirmesi ve
tedaviye yanitlar1 diizenleyen yollardaki bir dizi genetik ve sonug olarak fenotipik
degisikliklerin birikmesi ile ilerledigi disiiniilmektedir. Genis c¢apli genetik
degisiklikler g6z oniine alindiginda, meme kanserinin basta nokta mutagenezi olmak
izere kromozom instabilitesi ile karakterizedir. Bu kromozomal degisiklikler, santral
sinirlerde ve meme epitel hiicreleriyle iliskili ig aparatindaki kusurlardan
kaynaklanabilir. Bununla birlikte, bu kusurlarin kesin patogenezi belirsizdir (Pihan ve

ark., 1998).



4.1.1.1. Hucresel Steroid ve Biiyiime Faktorii Yollar

Ostrojen ve progesteron reseptorleri dimerik gen diizenleyici proteinlerdir. Ostrojen
ve progesteron, iyi bilinen endokrin steroid dlzenleyicilerdir ve meme bezi
patolojisinin birgok yonini module eder. Bu iki hormon, meme epitel blylmesini,
farklilagmasin1 ve hayatta kalmayi yonlendirmek ic¢in birlikte c¢alisir (Dickson ve
Stancel, 2000; Elledge ve Fuqua, 2000; Dickson ve Russo, 2000). Hem &strojen hem
de progesteron hedef genlerin transkripsiyonunu modile etmek icin nukleer
reseptorleri (sirastyla ER ve PR) vasitasiyla etki eder (Elledge ve Fuqua, 2000). ER'ler,
a ve b reseptorlerinden olusan homodimerik veya heterodimerik ttrlerde olabilir. Buna
karsilik, PR daima heterodimerik bir proteindir. Her bir steroid reseptor dimeri, ayni
kokenli palindromik DNA elementleri ile ligand baglama iligkisine izin vermek icin

11 soku proteinleri de dahil olmak iizere diger proteinlerle iliskilidir.

Steroid reseptorlerinin DNA etkilesimi reseptorlerin ¢inko parmak yapilar1 vasitasiyla
gerceklesir ve duyarli genlerin transkripsiyonunu kolaylastirmak icin kararli bir
baglatma kompleksinin olusumunu tesvik eder (Elledge ve Fuqua, 2000; Dickson ve
Russo, 2000).

Steroidler, c-Myc ve EGF reseptéri (EGFR) / HER-2 buyume faktori-reseptor
yolaklar1 gibi niikleer protoonkogenler olarak bilinen hiicre dongiisii diizenleyici
genlerin sentezlenmesini dogrudan modiile edebilme yetenegine sahiptirler (Suchard
ve ark., 1993; Dickson ve Lippman, 1987). Pek cok meme tlimor hucre dizisinde ve
endometriyum ve beyin gibi normal ER iceren dokulardaki PR ekspresyonunun
oOstrojen tarafindan pozitif olarak diizenlendigi gosterilmistir. ER-ve PR-pozitif epitel
hiicre popiilasyonlari, normal bezdeki proliferatif hiicrelerin gogunlugundan farkli olsa
da kanserde bu hiicreler hizla biiyiir (Clarke ve ark., 1998; Khan ve ark., 1999). Daha
onceki calismalar ER ve tiimor bastirict BRCA-1 arasinda bir baglanti kurmustur.
BRCA-1'in normal formunun ekspresyonu, ER'nin transaktivasyonal aktivitesini
bastirir (Fan ve ark., 1999).
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Sekil 4.1. Meme kanseri hiicrelerinde steroid reseptorleri ve blytime faktoru ile
iliskili metabolik yollar. (http://samplexresume.co/er-pr.html adresinden degistirilerek

alinmustir.)
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4.1.1.2. Meme Kanseri Alt tipleri

Meme kanserinde alt tirlerin profili, timor hicrelerinden molekiler ve genetik bilgi
kullanilarak saptanir. Cogu arastirma meme kanserini dort molekiiler alt tipe bdler
(Clark ve ark., 2011):

e Liminal A

e Liminal B

e Uclii negatif / bazal benzeri

e HER?2 tipi

4.1.1.2.1. Liminal A

Liiminal tlimor hiicreleri, meme kanallarini astarlayan i¢ (liimen) hiicrelerden baglayan
meme kanseri hicrelerine benzemektedir. Liiminal A tiimor olma egilimi Ostrojen
reseptori pozitif (ER-pozitif), HER2 reseptdr-negatif (HER2-negatif) ve timor grade
1 veya 2 igerigine baghdir. Meme kanserlerinin yaklasik yiizde 30-70' liminal A
timorleridir (Fan ve ark., 2006; Voduc ve ark., 2010; Foukakis ve Bergh, 2016; Carey
ve ark., 2014; Howlader ve ark., 2014).

4.1.1.2.2. Luminal B

Liiminal B tiimérleri ER pozitif olma egilimindedir. HER2-negatif veya HER2-pozitif
olabilirler.

Meme kanserlerinin yaklasik yiizde 10-20'si luminal B tumdrlerdir (Fan ve ark., 2006;
Voduc ve ark., 2010; Foukakis ve Bergh, 2016; Carey ve ark., 2014; Howlader ve ark.,
2014).



4.1.1.2.3. Uclu Negatif / Bazal Benzeri

Uclii negatif meme kanseri sunlardir:
e Ostrojen reseptorii negatif (ER-negatif)
e Progesteron reseptor negatif (PR-negatif)
e HER2-negatif

Bazal benzeri tiimorler, meme kanallarini ¢evreleyen dis (bazal) hiicrelere benzer
hiicrelere sahiptir. Meme kanserlerinin yaklasik yiizde 15-20'si Uc¢li negatif / bazal
benzeridir (Fan ve ark., 2006; Kohler ve ark., 2015).

4.1.1.2.4. HER? tipi

Molekiler alt tip HER2 tipi, HER2-pozitif ile ayn1 degildir ve tedaviyi yonlendirmek
icin kullanilmaz. Cogu HER2 tipi tiimdrler HER2 pozitif olmasina ragmen, yaklasik
yuzde 30'u HER2 negatiftir (Foukakis ve Bergh, 2016). HER2 tipi timorlerin
oOzellikleri (Voduc ve ark., 2010; Foukakis ve Bergh, 2016; Metzger-Filho ve ark.,
2013):

e ER-negatif

e PR-negatif

e Lenf nodu-pozitif

e Dabha diisiik timor derecesi

Meme kanserlerinin yaklasik yiizde 5-15't HER2 tliriidir (Voduc ve ark., 2010).

10



4.1.2. Kanserde Enerji Metabolizmasi

4.1.2.1. Kanser Hiicrelerinde Glukoz Metabolizmasi

Alman biyokimyaci Otto Warburg, gectigimiz ylizyilin ilk yarisinda kanser dokusunun
oksijen kullanimia bakilmaksizin biiyiik miktarda glukoz tiikettigini gozlemledi
(Warburg ve ark., 1956). Bu gozlem, kanser hucrelerinde aerobik glikolizin
tanimlanmasina yol agti. Kanser hiicrelerinde enerji iiretimi i¢in bu verimsiz yol
“Warburg etkisi” olarak bilinmektedir (Brault ve Schulze, 2016). Baslangigta, kanser
hlcrelerinde artan glikolitik ATP Gretiminin, mitokondriyal genomun mutasyonundan
kaynaklanan azaltilmis mitokondriyal fonksiyonun bir sonucu oldugu diisiintiliiyordu.
Bununla birlikte, simdi kanser hiicrelerinde artan glukoz alimmin ve glikolitik
aktivitenin, glukozdan tiireyen metabolitlerin biyosentetik yollara yonlendirilmesine
izin verdigi bilinmektedir (Sekil 4.2.).
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Sekil 4.2. Kanser hiicrelerinde glukoz metabolizmasi.

Glukozun hekzokinaz 2 (HK2) ile fosforilasyonu, glukozu hiicre iginde tutar. Glukoz-6-fosfat
(G6P), glikoliz, pentoz fosfat yolu veya glikojen biyosentezine girebilir. Fosfofruktokinaz-2 /
fruktoz-2,6-bisfosfataz (PFKFB3 ve PFKFB4) ile allosterik aktivator fruktoz-2,6-bisfosfat
(FR2,6BP) seviyelerinin diizenlenmesi, fosfofruktokinaz 1'in (PFK1) aktivitesini kontrol eder.
3-fosfogliseratin (3PG) fosfogliserat dehidrogenaz (PHGDH) ile serin biyosentezine
yonlendirilmesi, glisin, plirinler ve lipit bas gruplarinin yani sira bir karbon metabolizmasini
Uretir. Pirtivat kinazin M2 izoformunun diisiik aktivitesi (PKM2) glikolitik kaskatin son adimi
kontrol eder ve bdylece biyokimyasal reaksiyonlarda glikolitik ara iiriinlerin kullanilmasina
izin verir. NADPH'nin pentoz fosfat yolaginin oksidatif kolu igindeki iki enzimi olan glikoz-
6-fosfat dehidrogenaz (G6PDH) ve 6-fosfoglukonat dehidrojenaz (6PGD) ile NADPH'nin

iiretilmesi, lipit biyosentezi ve antioksidan {iretim i¢in indirgeyici esdegerlikler saglar.
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Pek cok onkojenik sinyal yolagi, kanser hiicrelerinde glikolitik aktiviteyi etkiler.
Birgok glikolitik enzimin ekspresyonu, onkojenik transkripsiyon faktori c-Myc ve
hipoksi ile uyarilabilir faktér (HIF) tarafindan indiiklenir (Cairns ve ark., 2011).
En iyi galisilan yolaklardan biri, insan kanserinde sik¢a aktive olan fosfatidilinozitol
3-fosfat kinaz (PI3K) yolagidir. Normal hiicrelerde, PI3K, hiicre yiizeyi iizerindeki
reseptor tirozin kinazlara baglanan biiylime faktoriine tepki olarak aktiflestirilir. Bu,
PI3K'nin lipit kinaz aktivitesini uyarir ve bir lipit ikinci mesajcist olan
fosfatidilinozitol 3,4,5-trisfosfat (PIP3) "1 Uretir (Vanhaesebroeck ve ark., 2012). Bu,
serin / treonin kinaz Akt (c-Akt / PKB) de dahil olmak iizere birgok asagi akim
efektoriinii aktive eder. Akt, insiilin sinyallemesinin en 6nemli aracilarindan biridir ve
farkli dokularda bir takim 6nemli metabolik hedef proteinlere sahiptir ve bdylece kan

akisindan glukozun uzaklagtirilmasini kontrol eder (Manning ve Cantley 2007).

Kanser hiicrelerinde Akt, glukoz tasiyicilart 1 ve 4'in (GLUT1 ve GLUT4) plazma
membranina lokalizasyonu arttirarak glukoz alimini arttirir.  Akt, glikolitik
basamaklarin ilk ve geri dondiiriilemez basamaginmi katalize eden ve mitokondriyal
membrana lokalizasyonu arttiran enzim olan hekzokinaz 2'nin (HK?2) fosforilasyonuna
da yol agar (Gottlob ve ark., 2001; Majewski ve ark., 2004). Bu, glukozun glukoz-6-
fosfata donustiirtilmesini mitokondriyal ATP {iretimine baglar ve kanser hiicrelerini
apoptozdan korur. Akt ayrica, fosfofruktokinaz-2 / fruktoz-2,6-bisfosfataz (PFK-2 /
Fru-2,6BPaz) kalp izoformunu fosforilleyerek glikolitik aktiviteyi module eder. Bu iki
fonksiyonlu enzim ailesi, glikolizin ikinci geri dondiiriilemez basamagini katalizleyen
enzimin [Fosfofruktokinaz 1 (PFK1)] allosterik aktivatorii olan fruktoz 6-fosfat (F6-
P) ve fruktoz-2,6-bisfosfatin (F2,6-BP) karsilikli doniisiimiinii diizenler. Memeli
genomu, birka¢ PFKFB izoformunu (PFKFB1-4) kodlar (Rider ve ark., 2004). Beyin
izoformunun (PFKFB3) yiiksek kinaz aktivitesi, timor hiicrelerinde glikolizi tegvik
edebilir (Yalcin ve ark., 2009). Bununla birlikte, PFKFB3 inhibisyonu otofajiyi de
uyarir, boylece tiimor hiicrelerinde bir hayatta kalma mekanizmasi saglanir (Klarer ve
ark., 2014). Bir baska PFKFB izoformu olan PFKFB4, fonksiyonel olarak prostat
kanseri hiicresinin hayatta kalmasi i¢in 6nemli bir gen olarak tanimlanmistir (Ros ve

ark., 2012).
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PFKFB proteinleri tarafindan glikolitik aktivitenin diizenlenmesi, AMP ile
aktiflestirilmis protein kinazin (AMPK) fonksiyonuyla siki bir sekilde iliskilidir.
PFKFB3 de dahil olmak tizere bircok PFKFB izoformu, AMPK tarafindan C-terminal
duzenleyici alandaki korunmus bir serin tizerinde fosforile edilebilir. AMPK'ya bagli
fosforilasyon, PFKFB'nin kinaz alaninin aktivitesini arttirir (Barford ve ark., 1991).
AMPK, diisiik ATP seviyelerine tepki olarak aktive edildiginde, AMPK ile PFKFBin

fosforilasyonu, enerji yoksunlugu kosullarinda glikolitik ATP iiretimini arttirir.

AMPK yolunun genel olarak timor baskilayici fonksiyonlarina sahip oldugu
diistintiliirken, deneysel kanitlar AMPK'nin, besinlerin az oldugu durumlarda kanser
hiicrelerindeki biyosentetik siirecleri sinirlamak, boylece antioksidan molekiillerin
yenilenmesi i¢cin NADPH'yi korumak i¢in 6nemli olabilecegini diisiindiirmektedir
(Jeon ve ark., 2012). Oksidatif pentoz fosfat yolaginin (PPP) enzimlerinin ikisi de
kanser hucrelerinde metabolik yeniden programlama ile iliskilendirilmistir.

Glikoz-6-fosfat dehidrojenaz (G6PD), rapamisin kompleksi 1'in (MTORC1)
memelilerin hedefinin asag1 akisindaki metabolik transkripsiyon parcasidir (Duvel ve
ark., 2010). G6PD'nin aktivitesi, dogrudan baglanma yoluyla p53 timor supresori
tarafindan engellenmektedir (Jiang ve ark., 2011). PPP'nin ikinci NADPH (reten
enzimi olan 6-fosfoglukonat dehidrojenazin (6PGD) devrilmesi, akciger kanseri

hiicrelerinde yaslanmaya neden olur (Sukhatme ve Chan 2012).

6PGD, fosfogliserat mutazin (PGM) p53 tarafindan inhibisyonuna yanit olarak 3-
fosfogliseratin (3PG) birikimi ile de engellenir (Hitosugi ve ark., 2012). TP53 ayrica
PFKFB proteinlerinin fruktoz-2,6-bisfosfataz alanina yapisal benzerlik gosteren TP53
ile uyarilan glikoliz ve apoptoz regiilatori (TIGAR) ekspresyonunu indukleyerek
PFKZ1'in aktivitesini duzenler. TIGAR, DNA hasarina tepki olarak glikoliz inhibisyonu
ve metabolitlerin PPP'ye yonlendirilmesi ile sonuglanan F2,6-BP miktarlarini azaltir
(Bensaad ve ark., 2006).
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TP53 ile glikolitik aktivitenin modiilasyonu, hiicrelerin, DNA onarimi igin
nikleotidlerin diretimini arttirmasina izin verir. Bununla birlikte, silme yoluyla
TP53'lin kaybi, biyosentetik reaksiyonlar1 desteklemek i¢in artmis NADPH {iretimiyle

sonuclanir.

Kanser hicrelerinin sag kalimi i¢in dnemli oldugu gosterilen bir diger glikolitik enzim,
fosfogliserat dehidrojenaz (PHGDH)'dir (Locasale ve ark., 2011; Possemato ve ark.,
2011). PHGDH, 3-fosfogliseratin, iki amino asit olan serin ve glisinin biyosentezine
yonlendirilmesini tesvik eder. Glisin, glutatyon tiretimi i¢in gerekli oldugu i¢in, serin
biyosentez yolagi boyunca arttirilmis aki, bu 6nemli antioksidanin yeterli tiretimini
saglayabilir. Serin ve glisin, plrin biyosentezi icin ara urunleri, lipit sentezi icin bas
gruplar1 ve DNA ile histonlarin modifikasyonu i¢in metil gruplar1 saglayan tek
karbonlu metabolizma (folat aracili tek karbon metabolizmasi veya folat ve metiyonin
dongiileri olarak da bilinir) ile yakindan iligkilidir (Locasale, 2013). Glisin
metabolizmasindaki bir¢ok enzim, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri (KHDAK)
kok hiicrelerinde yukart dogru diizenlendigi ve glisini CO2, amonyak ve metil
tetrahidrofolata (metil-THF) doniistiiren glisin dekarboksilazin asir1 ekspresyonu ile

gosterilmistir.

Glisin alimi1 kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi ile de baglantilidir (Zhang ve ark., 2012),
serin in vitro ve in vivo p53 null kanser hiicrelerinin hayatta kalmasi i¢in gereklidir
(Maddocks ve ark., 2013). Kanser hiicrelerinde en iyi ¢alisilan glikolitik enzim piriivat
kinazdir. Bu enzimin kas izoformu (PKM), M1 ve M2 olmak (izere iki ek varyantta
bulunur ve bunlar tek bir ekzonda farklilik gosterir. Ekzon 9, M2 izoformuna
(embriyonik izoform olarak da bilinir, PKM2) 6zglinken, M1 izoformu (PKM1) ekzon
10'u igerir. Kanser hiicreleri de dahil cogalan ¢ogalan hiicreler agirlikli olarak PKM?2'yi
ifade eder (Christofk ve ark., 2008). PKM1'in aksine PKM2, yiiksek aktiviteye sahip
bir tetramerik durum ile diisiik aktiviteli dimerik bir durum arasinda gegis yapabilir

(Mazurek ve ark., 2005).
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Bu, kanser hiicrelerinin son glikolitik reaksiyon yoluyla metabolit akigini ince
ayarlamalarina izin verir ve bdylece biyosentetik reaksiyonlar i¢in glikolitik ara

uridnlerin kullanilmasina izin verir.

4.2. Ketojenik Diyet

Ketojenik diyet, orta ile diisiik protein igerigine sahip yiiksek yagdan ve ¢ok diisiik
karbonhidratlardan (viicudun adenozin trifosfat sentezi igin glukoz yerine yag
yakmasina neden olan) olusur. Genel olarak, agirlik¢a 3:1 veya 4:1 oraninda yag :
karbonhidrat + protein igeriginden olusur (yaklasik %8 protein, %2 karbonhidrat ve
%090 yag) (Allen ve ark., 2014; Lima ve ark., 2014).

[k olarak 1921'de 6nerilen dort temel ketojenik diyet kategorisi vardi (Giordano ve
ark., 2014). Yaygn olani uzun zincirli trigliserit (LCT) temelli diyettir (Wilder, 1921).
Bu diyet, 4:1 oraninda yag: protein + karbonhidrat iceriginden olusur. Ilerleyen
yillarda diger ketojenik diyetler ortaya cikti. Orta zincir trigliserit (MCT) diyeti, klasik
ketojenik diyetlerin siddetli kisitlamalarin1 asmak i¢in sunulmustur (Huttenlocher ve
ark., 1971; Liu ve Wang, 2013). MCT'lerdeki ana yag asitleri kaprilik asit, kaprik asit
ve daha az Olglide kaproik asit ve laurik asittir (Ferreira ve ark., 2014). MCT 'lerin
LCT'ler iizerindeki en biiyiik avantaji, albiiminle karacigere hizla tasinmasi ve daha
verimli bir sekilde emilmesidir. Karaciger alimin1 takiben, karaciger mitokondrisinde
metabolize olurlar ve yag asiti -oksidasyonundan sonra keton cisimlerine doniisiirler
(Giordano ve ark., 2014). Ote yandan, LCT'ler silomikronlara eklenerek kan
dolagimina tasmir. LCT'ler, mitokondriye girmek icin bir tasiyici olarak karnitine
ihtiya¢c duyarlar ve daha sonra B-oksidasyon cevriminden gecerler. MCT'lerle
karsilagtirildiginda, LCT metabolizmasi daha yavas isler ve daha fazla enerji

harcamasini gerektirir (Ferreira ve ark., 2014).
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Ayrica epilepsi tedavisine yardimci olmak igin gelistirilen iki ilave diyet vardir:
Modifiye Atkins diyeti ve Diisiik Glisemik Indeks Tedavisi (LGIT) (Sekil 4.3.).
Degistirilmis Atkins diyeti Johns Hopkins Hastanesinde tasarlanarak, daha az
kisitlayict ve daha lezzetli bir diyet tedavisi olarak onerilmistir (Wibisono ve ark.,

2015; Auvin, 2012).

Atkins diyeti, diger ketojenik diyetlerin aksine protein alimini veya giinliik kaloriyi
asirt derecede siirlandirmaz (Sharma ve Jain, 2014). LGIT ise keton diizeylerini
yiikseltmeden, glisemik indeksi 50'den diisiik olan karbonhidratlarin daha ilimli bir
sekilde alinmasina izin vermektedir (Miranda ve ark., 2012). Tum bu diyetler klinik
tani, yas, cinsiyet, kilo, aktivite seviyesi ve her hastanin en iyi keton diizeylerini elde
etmesine yardimci olmak adina bir diyetisyen tarafindan planlanmalidir (Liu ve Wang,
2013; Paoli ve ark., 2015). Ayrica ketojenik diyetlerin uyumu ve etkinligi, serum ve
idrardaki B-hidroksibiitiratin dl¢tilmesiyle izlenebilir (Gilbert ve ark., 2000).

Ketojenik Diyet Atkins Diyeti
4%

O vaglar () Proteinler @ Karbonhidratlar

Sekil 4.3. Ketojenik diyet ve Atkins diyetinin kalorik bilesiminin karsilastiriimasi.
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4.2.1. Keton Cisim Metabolizmasi

Keton cisimleri, mitokondriyal [-oksidasyonu sirasinda olusan asetil-KOA
metabolizmasini takiben karacigerde tretilir (Sekil 4.4.). Asetil-KoA, ATP (retimi
icin Krebs dongiisiine girebilir ve / veya kandan, kalp ve beyin gibi farkli dokulara
tasinan keton cisimlerine (asetoasetat, B-hidroksibitirat ve asetona) doniistiiriilebilir
(Sekil 4.4.).

SYA
Agil-KoA
i B-OHB
s on iy hsetoaseti-Koh B"“V A
Asetil-KoA HMGS AA /7 B-OHB,
/ HMG-KM'{GL, (———-R,A w
Ener.i : A <o B-OHB
Uretimi ISCOT ATP
i Metabolizmasi

Asetoasetil-KoA /(
lTZ

Asetil-koA ———
Ekstrahepatik

Dokular

Sekil 4.4. Keton cisimlerinin iiretimi ve kullanima.

Karacigerde serbest yag asitleri (SYA), mitokondriyal 3-oksidasyonuna giren asetil-KoA'ya
doniisiir. Bu molekiil, enerji liretmek icin krebs dongiisiine girebilir veya keton cisimlerine
(asetoasetat, B-hidroksibiitirat ve aseton) doniismek ic¢in kandan farkli dokulara tasinir.
Karacigerde iiretilen keton cisimleri beyinde, kalpte veya kasta asetil-KoA yoluyla enerji
kaynag1 olarak kullanmilir. Bu islem, AcAc'den asetoasetil-KoA olusumunda rol oynayan
stiksinil-KoA: 3-ketoasit KoA transferaz (SCOT), asetoasetil-KoA'y1r asetil-KoA'ya
dontstiiren tiyolaz (T2) ve BHB'yi AcAc'ye doniistiren BHBD gibi énemli mitokondriyal

enzimlere baglidir (Branco ve ark.,2016).
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Sirkllasyondaki en buyik keton cisim BHB iken, asetoasetat kimyasal olarak ¢ok
kararsiz ve aseton ise az metabolize edilmistir (Bender, 2014). Normal kosullar altinda
plazmadaki keton cisim konsantrasyonu nispeten diisiiktiir (<0.2 mM), ancak ketojenik
kosullar altinda seviyeleri 7-8 mM'ye kadar yikselebilir (Courchesne-Loyerve ark.,
2013). Beyin, kas veya kalp gibi farkli dokularda, keton cisimleri bir enerji kaynagi

olarak kullanilmak tizere asetil-KoA'ya doniistiirtiliir.

BHB'den enerji geri kazanimi, BHB dehidrogenaz (BHBD) ve siiksinil-CoA: 3-ketoasit
KoA transferaz (SCOT) (Chriett ve Pirola, 2013) olmak uzere iki ana mitokondriyal
enzimin ekspresyonuna baglidir (Sekil 4.5.). Bununla birlikte, keton cisimleri,
hidrojen / karbon oranlarinin daha yiiksek olmasi ve yag asitlerinden farkli olarak
mitokondriyi ayristirmadigi i¢in, pirlivat veya yag asitlerine gore enerjik olarak daha

etkilidir (Tieu ve ark., 2003; Zhou ve ark., 2007).

4.3. Kanserde Ketojenik Diyetin Ongériilen Etki Mekanizmasi

4.3.1. Kanser Hiicrelerinin Glukoz Bagimhihg:

Glikoliz, glukozun oksijen varliginda asetil-KoA'ya dontistiiriiliip mitokondride sitrik
asit dongiisiine giren pirlivata enzimatik olarak pargalanmasina aracilik eder.
Oksijenin olmamast durumunda, piriivat alternatif olarak laktata doniistiiriiliir. Normal
hlcreler, oksidatif fosforilasyon yoluyla etkili bir sekilde ATP iiretmek igin piriivat
tretimini mitokondriyal solunuma baglar ve genellikle laktat {iretiminin yani sira
diisiik glikoliz seviyelerini gosterirler. Normal hiicrelerden farkli olarak, kanser
hucreleri, artmis glikoliz gerektiren ve defektif mitokondriyal solunum nedeniyle
ortaya ciktigr diisliniilen artmis glukoz tliketimini gostermektedir (Warburg, 1956).
Son 60 yildaki sayisiz hayvan iizerinde yapilan ¢aligmalar, sadece kanser hiicrelerinde
artan glukoz tiketiminin gézlemini dogrulamakla kalmayip, ayni zamanda timor sag

kalimi ve metastaz i¢in glukozun 6nemini ortaya koymaktadir (Rigo ve ark., 1996).
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Anormal aerobik glikolize ek olarak, kanser hiicreleri artmis pentoz fosfat yolu
aktivitesine sahiptir (Boros ve ark., 1998). Pentoz fosfat yolu, indirgeyici esdeger iki
molekil olan nikotinamit adenin dinlkleotit fosfat (NADPH) ve riboz-5-fosfattan

uretmek icin glukozu okside hale getirir.

NADPH, glutatyon / glutatyon peroksidaz sistemi ve tiyoredoksin / tiyoredoksin
peroksidaz sistemi icin bir kofaktor gérevi gorur (Buettner,2011). Bu tiyol sistemleri,
H>O> ve organik peroksitlerin detoksifikasyonundan sorumludur, bdylece oksidatif

hasar1 6nleyip onararak redoks dengesini muhafaza eder.

Onceki galigmalar, glukoz yoksunlugunun, insan kanser hiicrelerinde oksidatif strese
ve toksisiteye neden oldugunu, normal hiicrelere goére siiperoksit ve peroksit
sonddrcilerin eklenmesiyle tersine dondiigiinii gostermistir (Ahmad ve ark., 2005).
Ayrica, birgok in vitro ve in vivo ¢alismada, metabolik oksidatif stres iceren
mekanizma yoluyla secici kanser hiicresi toksisitesine neden olmak icin glikolitik
inhibitorlerin kullanimi basariyla arastirilmistir (Aykin-Burns ve ark., 2009; Coleman
ve ark., 2007; Geschwind ve ark., 2002; Trachootham ve ark., 2009).

4.4. Kanser ve Mitokondriyal Mekanizma

Kanser tedavileri, kanser hiicreleri ile normal hiicreler arasinda bulunan metabolik ve
fizyolojik farkliliklardan yararlanmak i¢in tasarlanmistir. Normal hiicrelere kiyasla,
kanser hicreleri artmis glukoz metabolizmasinin yani sira kronik metabolik oksidatif
stresin sonucu olduguna inanilan mitokondriyal oksidatif metabolizma degisiklikleri
sergilemektedir (Aykin-Burns ve ark., 2009; Kroemer ve Pouyssegur, 2008; Spitz ve
ark., 2000) (Sekil 4.5.). Mitokondri, hiicresel ATP iiretiminde elektron tasima zinciri
(ETC) aktivitesinin kullanildig1 oksidatif fosforilasyon siireci boyunca hiicresel enerji
iretiminin diizenlenmesinde yer alir (Attardi ve Schatz, 1988). Mitokondriyal ETC'de,
elektronlar, kompleks I-IV tarafindan kapatilir ve ATP sentez yoluyla ATP iiretimine

(Kompleks V) baglanan transmembran proton gradyaninin olusumuyla sonuglanir.
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Calismalar, bas ve boyun (Zhou ve ark., 2007), prostat (Petros ve ark., 2007),
yumurtalik (Liu ve ark., 2001) ve karaciger (Nishikawa ve ark., 2001) de dahil olmak
lizere birgok insan kanserinde niikleer kodlanmis mitokondriyal proteinlerin
ekspresyonundaki degisiklikler yaninda mitokondriyal DNA mutasyon prevalansinin
arttigmi  gostermistir.  Onceki veriler, mitokondriyal DNA'nin mutasyonlara
duyarliligiin biiyiik oranda bu organeldeki ROS diizeyindeki artistan kaynaklandigini
ileri siirmektedir. Ayrica, son ¢alismalar, meme ve kolon kanseri hiicrelerinin, normal
kolon ve meme hiicrelerine gore belirgin olarak artmig ROS diizeylerini gostermistir.
Bu farkliliklar, mitokondriyal ETC baskilayicilarinin varliginda daha belirgin olmakla
beraber kanser hiicrelerinde artmis ROS {iretiminin baslica kaynagi olarak
disfonksiyonel mitokondriyal ETC'ler oldugu diisiiniilmektedir. Genel olarak, normal
hiicrelere kiyasla kanser hiicre mitokondrisinde hiicre igi O2'de ve H202’de anlaml
bir artis oldugunu gosteren Onemli literatiir vardir ve bu, kanser tedavisinin
giiclendirilmesi igin bir hedef olusturabilecegini gdstermistir (Allen ve ark., 2014;
Coleman ve ark., 2008; Fath ve ark., 2011; Oberley, 2005; Wen ve ark., 2013).
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Sekil 4.5. Amerikan diyetinde ve ketojenik bir diyette normal hicre ve timor hicresi
metabolizmasinin karsilastirilmasi.

Normal hiicrelere kiyasla, timdr hiicrelerinin artmis mitokondriyal DNA mutasyonlarinin yani
sira, niikleer kodlanmig mitokondriyal proteinlerin ekspresyonunda degisiklikler oldugu ve
mitokondriyal solunum sirasinda reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) {iretiminin arttig1
hipotezlesmistir. Artmis tiimor hiicresindeki ROT, glukoz metabolizmasina bagli olarak tiimor
hiicresine bagimlili1 arttirir ve pentoz fosfat sant1 ve glikolizden piriivat yoluyla NADPH ve
pirivat dretilmesine neden olur. NADPH ve pirtvat, hidroperoksitleri azaltir. Ketojenik
diyetler, tiimdr hiicrelerinin NADPH {iretme kapasitesini diisiiriir, ¢linkii ¢ogu dokuda yag
metabolizmasi, pentoz fosfat santina girmek igin gerekli olan glikoz-6-fosfat (G-6-P)
olugturmak igin glukoneogeneze ugrayamaz. Bu nedenle, ketojenik diyetler, NADPH
rejenerasyonunu sinirlandirarak normal hiicrelere gore tiimor hiicrelerindeki oksidatif stresini
daha da artirmaktadir (Allen ve ark., 2014).
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4.5. Kanser Tedavisinde Ketojenik Diyetler

Kanser tedavisinde ketojenik diyetler hem hayvan modellerinde hem de hastalar
uzerinde calisgtlmistir. 1987 yilinin baslarinda, Tisdale ve ark., ketojenik diyet ile
beslenen kolon adenokarsinomali farelerde azalmig timdr agirhigr ve kaseksi
gelisimini gozlediler (Tisdale ve ark., 1987). Baska c¢alismalar ise malign glioma,
kolon kanseri, gastrik kanser ve prostat kanseri ile ketojenik diyetlerin timor
biiyiimesini azalttigin1 ve hayatta kalma oranini iyilestirdigini gostermistir (Maurer ve

ark., 2015; Seyfried ve ark., 2012; Stafford ve ark., 2010).

Ayrica ketojenik diyetler, bazi destekleyici bulgularla, malign glioma modellerinde ve
kiiciik hticreli disindaki akciger kanseri modellerinde radyasyonun etkilerini
guclendirmesiyle ilgili hipotez haline getirilmistir (Allen ve ark., 2014; Abdelwahab
ve ark., 2012).

Ketozis durumunu da tetikleyen agligin, klinik 6ncesi kanser tedavi modellerinde
kemoterapiye cevap vermeyi arttirdigi ve kemoterapi ile goriilen bazi1 normal doku yan
etkilerini iyilestirdigi gosterilmistir. Aclik donemlerinin tiimoérlerin  biiylimesini
geciktirdigi ve bir dizi kanser hiicresi tipinde kemoterapiye duyarliligi artirdig
bildirilmektedir (Lee ve ark., 2014). Yakin tarihli bir calismada ise standart tedavi ile
beraber kalori kisitlamal1 ketojenik diyetle tedavi edilen glioblastoma multiformeli 65

yasindaki kadin hastada diizelmenin goriildiigii gozlenmistir (Zuccoli ve ark., 2010).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Kullanilan Arag¢ ve Geregler
5.1.1. Kullamilan Cihazlar

Calismamiz, Marmara Universitesi Tip Fakiiltesi T1ibbi Biyokimya Anabilim Dali ve
Marmara Universitesi Genetik ve Metabolik Hastaliklar Arastirma ve Uygulama
Merkezi (GEMHAM) laboratuvarlarinda yapildi. Deneylerde kullanilan cihazlarin

listesi asagidadir.

e Distile su cihazi

e Mikroplak okuyucu

e Laminar kabin

e inkiibator

e Masaiistii sogutmali tiip santrifiijii

e Masaiistii sogutmali ependorf santrifiijii
e Faz-kontrast mikroskobu

e Invert mikroskop

e Hassas Terazi

e pH Metre

e Vorteks

o Orbital shaker
e Otoklav
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5.1.2. Kullanilan Kimyasallar

e Penisilin/Streptomisin

e DMEM

e DMEM-F12

e Fetal Bovine Serum (FBS)
e L-Glutamin

e Dimetilsulfoksit (DMSO)
e Tripan mavisi

e Tripsin/EDTA ¢ozeltisi

e Fosfat tamponu (PBS)

e Hucre proliferasyon kiti (MTT)
e SDS

e Metanol

e Asetoasetat (Lityum Tuzu)

e Beta Hidroksibutirat (Sodyum Tuzu)

5.2. YOntemler
5.2.1. Keton Cisimlerinin Hazirlanmasi

Keton cisimlerinden asetoasetat (lityum tuzu, Sigma) ve beta hidroksibutirat (sodyum
tuzu, Sigma) ticari olarak tuz seklinde temin edildigi i¢in fosfat tamponu igerisinde
coziilerek stok ¢ozelti hazirlandi. Bunun ic¢in 6nce 0,001 mol asetoasetat (MA:108,02
g/mol) almarak 10 mL’lik fosfat tamponunda [PBS (1x, w/o Ca*?-Mg*?), Dulbecco]
¢6ziuldl ve pH’1n 7,5 olmasi i¢in 0,1 mol/L HCI kullanildi. Bu sekilde 0,1 M’lik stok
¢ozelti hazirlandi. Beta hidroksibdtirattan (MA:126,09 g/mol) da 0,001 mol alinarak
10 mL’lik fosfat tamponunda ¢0zuldi. Bu sekilde 0,1 M’lik stok ¢ozelti hazirlandi.
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5.2.2. Meme Kanseri Hiicre Hatlar1 ve Hiicre Kiiltiirii

5.2.2.1. Hiicre Hatlar1

Bu ¢alismada, ATCC’den ticari olarak temin edilen MCF 7, MDA MB 231, MDA
MB 435 ve Fibroblast hiicre hatlar1 kullanilmistir.

MCEF 7 hucreleri, 1973 yilinda Dr. Soule ve calisma arkadaslar1 Michigan Kanser
Vakfi'nda metastatik hastalig1 olan 69 yasinda bir hastanin plevral eflizyonundan izole
edildi. MCF 7 yaygin olarak kullanilan bir meme kanseri hiicre hattidir. Tiim diinyada
meme kanseri arastirmalari i¢in, anti kanser ilaglar1 da dahil olmak iizere uygun bir
model hiicre hatti oldugu kanitlanmistir. ER pozitif ve progesteron reseptdr (PR)

pozitiftir ve luminal A molekuler alt tipine aittir (Comsa ve ark., 2015).

MDA MB 231 hiicre hatt1 {iglii negatif meme kanseri alt birimine sahiptir. Uclui negatif
terimi, ER, PR ve HER2 protein ekspresyonundan yoksun meme timdrlerinin

immiinohistokimyasal siniflandirmasini ifade eder.

MDA MB 435hicre dizisi baslangigta 1976'da R. Cailleau ve arkadaslar1 tarafindan
metastatik meme duktal adenokarsinomali 31 yasindaki bir kadinin plevral
eflizyonundan izole edilmistir. Bu hiicre hattt HER2 meme kanseri alt birimine
sahiptir. HER2 terimi, ER ve PR ekspresyonundan yoksun meme tlimorlerinin

immiinohistokimyasal siniflandirmasini ifade eder.
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5.2.2.2. Hicrelerin Cozulmesi

Hicreler -150°C’den alind1 ve hizla ¢6ziinmesi saglandi. Coziinen hiicreler igerisinde
10 ml besi yeri bulunan 15 ml’lik tliplere alinarak 500 x g’de 5 dakika santrifiij edildi.
Ustteki kisim uzaklastirildiktan sonra ¢okelek kismu resiispanse edilerek besi yeri
iceren flasklara ekildi. Flasklar 37°C’de inkiibasyona birakildi, hiicre ¢ogalmasi her

gun takip edildi.
5.2.2.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi ve Cogaltilmalar

Hiicrelerin besi yeri degisimleri, pH degisimine bagli olarak {i¢ dort giinde bir
gerceklestirildi. Pasaj yapmak icin hiicrelerin ekildikleri flasklar1 %70-80 oraninda
doldurmalar1 beklendi. Pasaj sirasinda besi yeri flasklardan uzaklastirildi. PBS ile ii¢
kez yikanan hiicreler, flaskin boyutuna goére eklenen tripsin-EDTA ile 37°C’de 5
dakika inktbe edildi.

Tripsin etkisini ortadan kaldirmak amaciyla eklenen besi yeri ile birlikte 15 ml’lik
tuplere toplanan hiicreler 500 x g’de 5 dakika santrifiij edildi. Ug dort pasajda bir
hlcreler kryovel kullanilarak, %80 besi yeri, %10 FBS, %10 DMSO igeren ortamda
dondurularak daha sonraki deneylerde kullanilacak stoklara hazirlandi. Dondurulan

hicreler bir gece -80°C’de birakildiktan sonra ertesi giin -150°C’ye kaldirildi.
5.2.3. Hemositometrik Hiicre Sayim

Flasklardaki besi yeri uzaklastirildiktan sonra, pasajlamada anlatilan sekilde toplanan
hiicreler, ¢okelek miktarina gore besi yeri ile resiispanse edildi. Hazirlanan hiicre
siispansiyonundan 10 pl alindi, 10 pl tripan mavisi ile pipetaj yapilarak karistirildi.
Toma lami ve lamel arasina boyanan hiicrelerden 10 pl konularak ters-faz isik
mikroskobunda 10x biiyiitmede hiicreler sayildi. Tripan mavisi ile boyanan hucreler
6lii, boyanmayan hiicreler canli olarak degerlendirilerek, asagidaki formile gore

mL’deki hiicre sayis1 hesaplandi.

Hiicre sayisi/ml= Ortalama sayim degeri X seyreltme faktorii x 10*

27



5.2.4. Hiicre Canhhginin MTT Testi ile Incelenmesi

Hiicre canliliginin belirlenmesinde kullanilan MTT stabil bir tetrazolyum tuzu olup,
canli hiicrelerde glikolitik yolakta iiretilen NAD(P)H’e bagimli olarak indirgenir ve
formazan kristallerinin olusmasina sebep olur. Deney sonunda olusan formazan kristali
miktari canli hiicre sayisi ile dogru orantili olarak artar. Hiicreler yukarida anlatildig:
sekilde g¢ogaltilip, sayildiktan sonra 50000 hiicre/kuyu olacak sekilde 1000 pl besi
yeri/kuyu iceren 24 kuyucuklu plaklara ekildi ve 24 saat 37°C’de kuyulara tutunmalari
icin inkiibasyona birakildi. Ertesi giin keton cisimlerinden (beta hidroksibiitirat veya
asetoasetat) hazirlanan ana stoklardan 10 mM ve 20 mM olacak sekilde hiicrelere
uygulandi. Deney kosullart sekil 5.1°de gosterildigi gibi hazirlandi. Bu maddelerin
hiicre canliligima olan etkileri zamana bagli olarak incelenmek iizere, keton cisim
uygulamasindan 24, 48 ve 72 saatin sonunda MTT’den 50ul eklendi. 37°C’de 2 saat

inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyon sonrasinda hiicre canliligi mikroplak okuyucuda (Multiplate Reader)
kullanilarak 540 nm’de Olgiildii. Absorbans degerleri asagidaki formiilde yerine

konularak her bir grubun hiicre canlilik oran1 (%) hesaplandi.
Canlilik (%)= (Orneksaonm-Blanksaonm) / (Kontrolsagnm-Blanksaonm) X 100
5.2.5. Hiicre Hatlarimin Morfolojik incelenmesi

Fibroblast ve meme kanseri hiicre hatlar1 (MCF 7, MDA MB 231 ve MDA MB 435),
keton cisim muamelesinin ardindan 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyondan sonra hiicrelerin morfolojisi incelendi ve ters-faz 11k mikroskobu ile

fotografland1 (10x’lik biiylime oraniyla).
5.2.6. Kullanilan istatistik Yontemler

Bu calismanin istatistiksel analizleri GraphPadPrism yazilimi kullanilarak yapilmastir.
[statistiksel degerlendirmelerde ANOVA testi kullanilarak anlamlilik sinir1 p<0,05

olarak alinmistir.
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6. BULGULAR

Bu ¢alismada meme kanseri hiicre hatlar1 (MCF 7, MDA MB 231 ve MDA MB 435)
ve fibroblast hiicre hattinda keton cisimlerinin canlilik tizerindeki etkisi incelendi.
Canlilik tayini i¢in hem hemositometrik hiicre sayim yontemi hem de MTT testi
uygulandi. Ayrica 151k mikroskopu yardimiyla hiicrelerin morfolojik analizleri yapildi.
Bu islemlerde, kontrol olarak glukoz icerikli besiyeri (DMEM) kullanild1 ve keton
cisimleri iceren ortamlarla karsilastirma yapildi. Bu amacla, 10 ve 20 mM olacak
sekilde keton cisimleri asetoasetat (AcAc) ve [-hidroksibitirat (BHB) tuzlar
kullanildi. Meme kanseri hiicre hatlar1 ile fibroblast hiicre hattinda canlilik testleri
uygulandi. Hicreler DMEM, glukoz igermeyen DMEM ve glukoz igermeyen
DMEM’deki keton cisimleri (10 ve 20 mM asetoasetat, 10 ve 20 mM B-
hidroksibdtirat) ile muamele edildi. Uygulamalardan 24, 48 ve 72 saat sonra

hiicrelerdeki canlilik degisimleri belirlendi.
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6.1. Hemositometrik Hiicre Sayim

Farkli deney kosullarindaki hicrelerde canlilik degisimleri hemositometrik hiicre
saymmi ile incelendi (Sekil 6.1 — Sekil 6.4). Her grubun hiicre sayilar1t DMEM
grubundaki hiicrelerin sayisina oranlandi ve hiicre canlilig1 sonuglar1 % olarak ifade

edildi.

Insan fibroblast hiicrelerinde 24 saatin sonunda kontrol olarak kullanilan DMEM
(glukozlu) ortamina kiyasla glukozsuz DMEM ortamindaki canliligin anlamli bir
sekilde azalmis oldugu gozlendi. Glukozsuz DMEM ortamina eklenen 10 ve 20
mM’lik konsantrasyonlardaki keton cisim ortamlarindaki hiicre canliliginda ise artig
oldugu gozlendi. 48 saatlik ve 72 saatlik keton cisim maruziyetleri gbz 6nine
alindiginda ise kontrol ortamiyla keton cisim ortamlar1 arasinda farkliliklar olustugu
gozlendi. Keton cisimlerinin 48 ve 72 saatlik inkiibasyondan sonra canlilikta daha az
miktarlarda arttirdigi gozlendi. Bu durumun nedenin anlasilmasi i¢in ek deneylerin
yapilmasini gerekmektedir (Sekil 6.1).

Meme kanseri hiicre hatlart olan MCF 7, MDA MB 231 ve MDA MB 435
hiicrelerindeki 24, 48 ve 72 saatlik maruziyette ise kontrol ortamina kiyasla glukozsuz
ortamda canlilikta anlamli bir diisiis gergeklesmistir. 10 ve 20 mM’lik
konsantrasyonlardaki keton cisim takviyeleri canliliktaki azalmayi tersine
cevirememistir. Bu durumun kanser hiicre hatlarinin glikolitik yola bagiml

oluslarindan kaynaklandigimi diisinmekteyiz. (Sekil 6.2 — Sekil 6.4).
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Sekil 6.1. Insan fibroblast hiicrelerinde hemositometrik hiicre sayim1 sonuglari

Sonuglar DMEM grubunun degerlerine oranlanarak % canlilik degerleri seklinde
verilmistir.

DMEM grubuyla karsilagtirildiginda: * p <0,5; ** p <0,01; *** p < 0,001
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Sekil 6.2.

Sonuglar
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DMEM (- Glukoz) 10 mM AcAc 20 mM AcAc 10 mM BHB 20 mM BHB

W24 saat D48 szat O72 s=at

MCEF 7 hiicrelerinde hemositometrik hiicre sayimi sonuglart.

DMEM grubunun degerlerine oranlanarak % canlilik degerleri seklinde

verilmistir.

DMEM grubuyla karsilagtirildiginda: * p <0,5; ** p <0,01; *** p < 0,001
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Sekil 6.3. MDA MB 231 hiicrelerinde hemositometrik hiicre sayim1 sonuglari

Sonuglar DMEM grubunun degerlerine oranlanarak % canlilik degerleri seklinde
verilmistir.

DMEM grubuyla karsilastirildiginda: * p <0,5; ** p <0,01; *** p < 0,001
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@24 szt D4Bsaat O72 saat

Sekil 6.4. MDA MB 435 hiicrelerinde hemositometrik hiicre sayim1 sonuglari

Sonuglar DMEM grubunun degerlerine oranlanarak % canlilik degerleri seklinde
verilmistir.

DMEM grubuyla karsilagtirildiginda: * p <0,5; ** p <0,01; *** p < 0,001
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6.2. Hiicre Canlihgimin MTT Testi ile Incelenmesi

Farkli deney kosullarindaki hiicrelerde canlilik degisimleri MTT testi ile incelendi
(Sekil 6.5 — Sekil 6.8). Her grubun hiicre sayilart DMEM grubundaki hiicrelerin

sayisina oranlandi ve hiicre canlilig1 sonuglar1 % olarak ifade edildi.

Insan fibroblast hiicreleri farkli deney kosullarina maruz birakildiginda 24 saatin
sonunda kontrol olarak kullanilan DMEM (glukozlu) ortamina kiyasla glukozsuz
DMEM ortamindaki canliligin anlamli bir sekilde azalmis oldugu gozlendi. Glukozsuz
DMEM ortamina eklenen 10 ve 20 mM’lik konsantrasyonlardaki keton cisim
ortamlarindaki hiicre canliliginda artis oldugu gézlendi. Bu durumla beraber normal
hiicre hatlarinda, glukozun men edildigi durumlarda keton cisimlerinin enerji olarak
kullanildig1 hipotezini desteklemeye ¢alistik. Saglikli hiicre hatt1 olan fibroblast hiicre
hattinda, keton cisimleri SCOT enzimi araciligiyla enerji substrati olan asetil-KoA’ya
dontismektedir. Bu sekilde fibroblast hiicre hatt1 glukoz eksikliginde ortamda keton
cisimleri varsa bunlar1 enerji substrati haline doniistiirebilir. Ama 48 saatlik ve 72
saatlik keton cisim maruziyetleri géz 6niine alindiginda kontrol ortamiyla keton cisim
ortamlari arasinda farkliliklar olustugu gozlendi. Keton cisimlerinin 48 ve 72 saatlik
maruziyetinden sonra canliliktaki artis daha az seviyede gergeklesti. Bu durumun

nedenin anlagilmasi i¢in ek deneylerin yapilmasini gerekmektedir (Sekil 6.5).

Meme kanseri hiicre hatt1 olan MCF 7 hiicrelerindeki 24, 48 ve 72 saatlik maruziyette
ise kontrol ortamina kiyasla glukozsuz ortamda canlilikta anlamli bir diisis
gerceklesmistir. Ama 10 ve 20 mM’lik konsantrasyonlardaki keton cisim takviyeleri
canliliktaki azalmayi tersine ¢evirememistir. Bu durumun kanser hiicre katlarinda
SCOT enziminin eksikliginden kaynakli oldugunu diistinmekteyiz. Yani, kanser hiicre
hatlar1 SCOT enzimi ekspresyonundaki eksiklik ya da az olusundan kaynakli olarak
keton cisimlerini enerji olarak kullanamaz. Bu durumda glukozun eksikligiyle beraber
kanser hiicrelerinin canliliginda azalma beklenmektedir. Bu da kanser hiicre hatlarinin

glikolitik yola bagimli oluslarindan kaynaklanmaktadir (Sekil 6.6).
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Meme kanseri hiicre hatti olan MDA MB 231 hiuicrelerindeki 24, 48 ve 72 saatlik
maruziyette ise kontrol ortamina kiyasla glukozsuz ortamda canlilikta anlamli bir
diisiis gergeklesmistir. Ama 10 ve 20 mM’lik konsantrasyonlardaki keton cisim
takviyeleri canliliktaki azalmay1 tersine ¢evirememistir. Bu durumun kanser hicre
katlarinda SCOT enziminin eksikliginden kaynakli oldugunu diisiinmekteyiz. Yani,
kanser hiicre hatlar1 SCOT enzimi ekspresyonundaki eksiklik ya da az olusundan
kaynakli olarak keton cisimlerini enerji olarak kullanamaz. Bu durumda glukozun
eksikligiyle beraber kanser hiicrelerinin canliliginda azalma beklenmektedir. Bu da
kanser hiicre hatlarinin glikolitik yola bagimli oluglarindan kaynaklanmaktadir (Sekil
6.7.).

Meme kanseri hiicre hattt olan MDA MB 435 hiicrelerindeki 24, 48 ve 72 saatlik
maruziyette ise kontrol ortamina kiyasla glukozsuz ortamda canlilikta anlamli bir
diisiis gergeklesmistir. Ama 10 ve 20 mM’lik konsantrasyonlardaki keton cisim
takviyeleri canliliktaki azalmayi tersine ¢evirememistir. Bu durumun kanser hiicre
katlarinda SCOT enziminin eksikliginden kaynakli oldugunu diisiinmekteyiz. Yani,
kanser hiicre hatlar1 SCOT enzimi ekspresyonundaki eksiklik ya da az olusundan
kaynakli olarak keton cisimlerini enerji olarak kullanamaz. Bu durumda glukozun
eksikligiyle beraber kanser hiicrelerinin canliliginda azalma beklenmektedir. Bu da
kanser hiicre hatlarinin glikolitik yola bagimli oluslarindan kaynaklanmaktadir. MDA
MB 435 hiicreleri hem MCF 7 hiicrelerine hem de MDA MB 231 hiicrelerine kiyasla
glukoza daha az bagimh oldugu gozlendi. 24, 48 ve 72 saatlik maruziyetlerde
ortamdan glukozun ¢ekilmesi bu hiicrelerinin canliliklarinda diger iki meme kanseri
hiicrelerine gore daha az azalma meydana getirmistir. Bu durumun anlasilmasi igin ti¢
meme kanseri hiicrelerinde daha kapsamli arastirilmalar yapilmasi gerekmektedir

(Sekil 6.8.).
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100

Canlilik (24)

024 saat @48 saat O72 saat

Sekil 6.5. insan fibroblast hiicreleri MTT testi sonuglari

Sonuglar DMEM grubunun degerlerine oranlanarak % canlilik degerleri seklinde
verilmistir.

DMEM grubuyla karsilastirildiginda: * p <0,5; ** p <0,01; *** p < 0,001
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Sekil 6.6. MCF 7 hiicreleri MTT testi sonuglari

Sonuglar DMEM grubunun degerlerine oranlanarak % canlilik degerleri seklinde
verilmistir.

DMEM grubuyla karsilastirildiginda: * p <0,5; ** p <0,01; *** p < 0,001
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Canhhik (33)

DMEM (- Glukoz) 10 mh AchAc 20 mh AchAc 10 mM BHE 20 mM BHB

D24 st D48 szat O72 saat

Sekil 6.7. MDA MB 231 hiicreleri MTT testi sonuglari

Sonuglar DMEM grubunun degerlerine oranlanarak % canlilik degerleri seklinde
verilmistir.

DMEM grubuyla karsilastirildiginda: * p <0,5; ** p <0,01; *** p < 0,001
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Canhihik (%)

DM EM (- Glukoz) 10 m AchAc 20 mh Achc 10

@24 soat D48 sagt O72 szt

Sekil 6.8. MDA MB 435 hiicreleri MTT testi sonuglari

Sonuglar DMEM grubunun degerlerine oranlanarak % canlilik degerleri seklinde
verilmistir.

DMEM grubuyla karsilastirildiginda: * p <0,5; ** p <0,01; *** p < 0,001
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6.3. Hiicre Hatlarimin Morfolojik incelenmesi

Farkli deney kosullarindaki hiicrelerde morfolojik degisimler 151k mikroskopu ile
incelendi (Sekil 6.9 — Sekil 6.12). Her gruptaki degisimler DMEM grubundaki

hiicrelerle kiyaslanarak incelendi.

Fibroblast hiicre hatt1 hiicre hattinda tedavi uygulanmayan kontrol hiicreleri, kiiltiir
plakalar1 boyunca diizenli bir yayilim/biiylime gostermiglerdir. 24 saatlik tedaviden
kontrol hiicrelerine kiyasla hiicre morfolojisinde belirgin bir degisiklik
gozlenmemistir. 48 saatlik tedaviden sonra, hiicreler arasi bosluklarin artmasiyla
birlikte, hiicre boyutlarinda azalma ve hiicrelerin daha dairesel forma doniistiigl
goriilmustiir. 72 saatlik tedaviden sonra ise, hiicreler arasi bosluklar artmaya devam
etti ve morfolojide belirgin degisikler gozlenmistir. Yiizen hiicre sayisinda artis
gorilmistiir (Sekil 6.9).

MCEF 7 hiicre hattinda tedavi uygulanmayan kontrol hiicreleri, kiiltiir plakalar1 boyunca
diizenli bir yayilim/biiyiime gostermislerdir. 24 saatlik tedaviden sonra hiicrelerde,
hicreler arasi bosluklarin artmasiyla birlikte, hiicre boyutlarinda azalma ve hiicrelerin
daha dairesel forma doniistiigii goriilmiistiir. 48 saatlik tedaviden sonra, hiicreler arasi
arttig1 ve hiicre sayisinda daha belirgin azalis goriilmiistiir.72 saatlik tedaviden sonra
ise, hiicreler arasi bosluklar artmaya devam etti ve morfolojide belirgin degisikler

gbzlenmistir. Yiizen hiicre sayisinda artis goriilmiistiir (Sekil 6.10).

MDA MB 231 hiicre hattinda tedavi uygulanmayan kontrol hiicreleri, kiiltiir plakalar1
boyunca dlzenli bir yayilim/biiyiime gostermislerdir. 24 saatlik tedaviden sonra
hiicrelerde, hiicreler arasi1 bosluklarin artmasiyla birlikte, hiicre boyutlarinda azalma
ve hiicrelerin daha dairesel forma dontistiigii goriilmiistiir. 48 saatlik tedaviden sonra,
hicreler aras1 bosluklar arttig1 ve hiicre sayisinda daha belirgin azalis gorilmiistiir.72
saatlik tedaviden sonra ise, hiicreler aras1 bosluklar artmaya devam etti ve morfolojide

belirgin degisikler gézlenmistir. Yiizen hiicre sayisinda artis goriilmiistiir (Sekil 6.11).
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MDA MB 435 hiicre hattinda tedavi uygulanmayan kontrol hiicreleri, kiiltiir plakalar1
boyunca diizenli bir yayilim/biiylime gostermislerdir. 24 saatlik tedaviden sonra
hiicrelerde, hiicreler arasi bosluklarin artmasiyla birlikte, hiicre boyutlarinda azalma
ve hiicrelerin daha dairesel forma doniistiigii goriilmiistiir. 48 saatlik tedaviden sonra,
hlcreler arasi bosluklar arttig1 ve hiicre sayisinda daha belirgin azalis goriilmiistiir.72
saatlik tedaviden sonra ise, hiicreler aras1 bosluklar artmaya devam etti ve morfolojide

belirgin degisikler gézlenmistir. Yiizen hiicre sayisinda artis goriilmiistiir (Sekil 6.12).
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24. saat 48.saat 72. saat

o --
o --
o --
20 mM BHB

Sekil 6.9 Farkli kogullar altindaki insan fibroblast hiicrelerinin mikroskobik gorintleri
(10x biyutme).
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24. saat 48.saat 72. saat

Sekil 6.10. Farkli kosullar altindaki MCF 7 hucrelerinin mikroskobik gdrunttleri
(10x bayatme).

DMEM (-Glu)

10 mM AcAc

20 mM AcAc

10 mM BHB

20 mM BHB
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24. saat 48.saat 72. saat

Sekil 6.11. Farkli kosullar altindaki MDA MB 231 hiicrelerinin mikroskobik gorunttleri
(10x buydtme).

DMEM (-Glu)

10 mM AcAc

20 mM AcAc

10 mM BHB

20 mM BHB
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24. saat 48.saat 72. saat

o --
o --
20 mM AcAc

Sekil 6.12. Farkli kosullar altindaki MDA MB 435 hucrelerinin mikroskobik gortntuleri
(10x biyutme).

10 mM BHB

20 mM BHB
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Sonug olarak canlilik analizleri hem hemositometrik hiicre sayimiyla hem de MTT
testi ile yapild1. iki ayr1 canlilik tayininde de benzer sonuglar elde edildi. Bu yontemler
bize normal hiicre hatt1 olan fibroblast hiicre hattinda glukozlu, glukozsuz ve keton
cisim kullaniminin hiicre canliligi lizerindeki etkileri hakkinda bilgi verdi. Esas olarak
incelemek istedigimiz li¢ meme kanseri hiicre hattinda da ayn1 kosullarda (glukozlu,
glukozsuz ve keton cisim igeren ortamlar) hiicre canliligini inceledik. Buradan yola
cikarak kontrol hiicre hatt1 olarak kullandigimiz fibroblast hiicreleri ile meme kanseri
hiicreleri arasinda iligki arastirdik. Canlilik testleri disinda hiicrelerin farkli kosullar

altinda biiyiitiilmesi sonras1 morfolojik degisimlerini degerlendirdik.

47



7. TARTISMA

Saglikli hiicrelerde metabolik aktiviteler igin gerekli enerji 6ncelikle mitokondriyal
oksidatif fosforilasyon ile karsilanir. Bu yolla glikolizden daha fazla ATP
uretilmektedir. Bununla birlikte, kanser hicrelerinin metabolik o6zelliklerinden biri
kandan glukoz alarak aerobik glikoliz i¢in kullanmaktir. Kanser hiicrelerinde enerji
tiretimi i¢in kullanilan bu verimsiz yol ilk kez 1920'lerde Alman bilim adami Otto
Warburg tarafindan tanimlanmistir ve Warburg etkisi olarak bilinmektedir (Zheng,

2012).

Ketojenik diyetin kanser hiicrelerindeki roliinii arastiran g¢alismamizda, glukoz
acisindan kisitlanmis olan ketojenik diyet ile bir yandan kanser hiicrelerinin enerjiden
yoksun birakilarak 6lmesi saglanirken ayni zamanda diger hiicrelerin canliliklarim
devam ettirmesi amaglanmistir. Bu dogrultuda, hiicre kiiltiirii ¢aligmalarimizda
ketojenik diyeti temsilen keton cisimlerini kullandik. Saglikli fibroblast hiicreleri ile
farkli 6zellikteki meme kanseri hiicre hatlarinda asetoasetat ile B-hidroksibiitiratin

canlilik lizerine etkilerini inceledik.

Kontrol olarak kullandigimiz glukozlu ortama kiyasla glukozsuz ve keton cismi
uygulanan ortamlardaki canlilik degisimlerini gozledik. Canlilik degisimleri i¢in 24,
48 ve 72 saatlik inkiibasyon siirelerini kullandik. Ilk olarak insan fibroblast hiicrelerine
uygulanan keton cisim maruziyetinde 24 saatin sonunda elde ettigimiz veriler
baslangigta kurulan hipotezi destekler nitelikteydi. Ancak 48 ve 72 saatlik
inkiibasyonlar sonucunda keton cismi i¢eren ortamlara maruz birakilan fibroblast
hlcrelerinin canliliklarinda azalma meydana gelmistir. Bu sonuglarla, ketojenik
diyetin kanser hiicrelerinde enerji yoksunluguna yol acip normal hiicrelerde enerji
substrati olusturmas1 sebebiyle kanser tedavisinde yeni terapdtik yontemler
olusturmasi ile ilgili olarak gerekli verileri elde edemedik. Fibroblast hiicre hatti ve
keton cisim iligkisi lizerine daha verimli sonuclar elde etmek i¢in daha farkli deneyler

yapilmasi gerektigi kanaatindeyiz.
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Ug farkli meme kanseri hiicre hattini inceledigimizde ise bunlarin glukoza ve keton
cismi igeren ortamlara verdikleri tepkiler birbirinde farkliydi. MCF 7 hiicrelerine
odaklandigimizda, kontrol olarak kullandigimiz glukozlu DMEM ortamina kiyasla
glukozsuz ortamda biiyiitiilen hiicrelerin canliliginda azalma meydana gelmistir.
Glukozsuz ortama keton cismi eklendiginde ise hiicre canliliginda degisim olusmayip
azalma devam etmistir. Yani, MCF 7 hiicreleri keton cisimlerinin enerji substrati
olarak kullanamamislardir. MDA MB 231 hiicrelerinin benzer ortamlara verdikleri
tepkileri inceledigimizde ise MCF 7 hiicrelerine kiyasla glukozsuz ortamdaki
canliliklarmin daha fazla azalma gosterdiklerini ve bu nedenle glukoza daha fazla
bagimli olduklarin1 gézledik. Yine glukozsuz ortama keton cisimleri eklendiginde
canliliklarindaki azalmalarin devam ettigini gézledik. MDA MB 435 hiicrelerinde ise,
uygulanan deney kosullar1 neticesinde glukozsuz ortamda canliliklarinin azaldigini ve
keton cisimlerinin eklenmesinin durumu degistirmeyip azalmanin devam ettigi
sonucunu elde ettik. Ama MDA MB 435 hicrelerinin glukoza verdigi tepkiyi diger
meme kanseri hiicre hatlariyla kiyasladigimizda hem MCEF hiicrelerine hem de MDA
MB 231 hiicrelerine oranla glukoza daha az bagimli olduklarini gésterdik. Bu durumun
tic meme kanseri hattinin da farkl alt tiplere sahip olmasi sebebiyle gergeklesebilecegi
diisiincesinde olsak da heniiz yeterli verilere sahip degiliz. Meme kanseri hiicre
hatlarinda elde ettigimiz sonuglar Warburg etkisini destekler nitelikteydi. Buradan
yola c¢ikarak calismamizin hem ketojenik diyet mekanizmasina yonelmeye ve
mekanizmasinin anlagilmasina yonelik altyap1 olusturmasi adina hem de ii¢ ayr1 meme
kanserinin molekiiler mekanizmasinin anlasilmasi1 i¢in daha ileri ¢alismalarla

desteklenmesi gerektigi kanisinday1z.

Benzer sekilde, Skinner ve ark. (2008) yaptiklar1 ¢aligmada, keton cisimlerinin insan
noroblastoma hiicrelerine uygulanmasiyla beraber canliliklarinda 6nemli bir azalis
oldugunu gozlemlemislerdir. Ayrica keton cisimlerinin kontrollere kiyasla
ndroblastoma hiicrelerinde apoptozda dnemli bir artis oldugunu gostermislerdir. Bu
veriler, sinir kokenli ndroblastoma hiicrelerinin keton cisimlerini enerji kaynagi olarak

kullanma kabiliyetine sahip olmadig1 hipotezini desteklemektedir.
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Poff ve ark. (2014) ¢alismalarinda, 6nemli keton cisimlerinden biri olan asetoasetat
(AcAc) eklentisinin, yedi agresif insan kolon ve meme kanseri hiicre hattinda
proliferasyon ve ATP {iretimini inhibe ettigi, ancak saglikli primer fibroblastlarda
proliferasyonu etkilemedigini gozlemislerdir. Benzer sekilde BHB, 20 mM'ye kadar
doza bagiml bir sekilde transforme lenfoblastlarin, HeLa hiicrelerinin ve melanoma
hlcrelerinin proliferasyonunu inhibe ederken, BHB ve AcAc takviyesi néroblastoma
hiicrelerinde canlilig1 azalttig1 ve apoptozu arttirdigi, ancak fibroblastlar lizerinde

herhangi bir etkisinin olmadig1 gosterilmistir.

Shukla ve ark. (2014) hem in vitro hem de in vivo olarak yiiriittiikleri ¢alismalarinda,
keton cisimlerinin ve ketojenik diyetin pankreatik kanser kaseksisi tizerine etkisini
incelemisglerdir. Keton cisimleriyle tedavi sonrasinda tiimor hiicrelerinde azaltilmig
glikolitik aki gozlemislerdir. Ayrica keton cisim takviyesi apoptozu induklerken,
glutamin alimini, toplam ATP igerigini ve ¢oklu pankreatik kanser hiicre hatlarinda
hayatta kalmay1 da azaltmistir. Pankreas kanseri hiicrelerinde keton cisimlerine bagl
intraseliiler metabolomik yeniden programlama, hiicre hatti modellerinde kaseksinin
onemli Ol¢lide azalmasina neden olmustur. Fare ortotopik zenograft modellerde ise

ketojenik diyetin tiimdr biiyiimesinde ve kasekside azalma gozlemislerdir.

Fine ve ark. (2009)’larinin yedi agresif kanser hiicre hatt1 ve li¢ fibroblast (kontrol)
hattinda yaptiklar1 ¢alismada, keton cisimlerinin agresif kanserlerde hiicre buylmesini
inhibe edebilecegini ve bu duruma uncoupling protein 2'nin ekspresyonunun katkida
bulunan bir faktor oldugunu incelemislerdir. Keton cisimlerinin, bu tir kanserlerde
metabolize edilmesi durumunda, telafi edici mitokondriyal solunum yolu ATP Uretimi
olmaksizin glikolizi ve sonucta meydana gelen ATP {iretimini inhibe edebildigini,
boylece hiicre ¢ogalmasini inhibe edebilecegini dnermislerdir. Sonug olarak, agresif
kanser hiicre hatlarinda ATP konsantrasyonu ve hiicre biiylimesinde paralel azalmalar
oldugunu (CaCO2 ve SW4S8 hatlarinda bulunan inhibisyon en fazlayken, MCF7'deki

inhibisyon en azdir) bulunmustur.
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Branco ve ark. (2016) yayinladiklar1 ¢alismada, normal hiicrelerde glikoliz yoluyla
olugan piriivatin, mitokondriyal oksidatif metabolizma i¢in TCA siklusuna
yonlendirilirken, kanser hiicrelerinde ise ¢ogunlukla laktik asit fermantasyon yolunda
piriivat kullanildigim1 ifade etmislerdir. Bu durumun kanser hiicrelerine c¢esitli
avantajlar sagladigimi ve bunlardan birinin de kanser hticrelerinde normal hicrelere
kiyasla yiiksek seviyeli oksidatif stres oldugundan bu durumun onlara hem hayatta
kalma avantaji sagladigin1 hem de onlar1t ROS aracili apoptotik uyaranlara kars1 daha

duyarl hale getirdigini belirtmiglerdir.

Ayn1 zamanda ketojenik diyetin, tiimor hiicrelerinde glukoz metabolizmasi ve
glukozla ilgili sinyallemeyi hedef aldigin1 ve normalde PI3K / Akt / mTOR yolaginin
aktivasyonu, artmis hekzokinaz II (HKII) aktivitesi ve glukoz tasiyicilarinin membran
translokasyonu ve upregiilasyonu yoluyla glukoz uptake’ini arttirdigini belirtmislerdir.
Ama dolagimdaki glukoz diizeylerinde azalma, enerji iiretimi ve makromolekiiler
biyosentezi tehlikeye diistirdiigiinden dolayi, kan insilin / IGF-1 seviyelerindeki
azalma, PI3K / Akt / mTOR yolagi ile sinyallesmeyi azaltarak, glikolitik metabolizma
ve makromolekiler biyosentezi bozdugunu belirtmislerdir. Normal hiicrelerin aksine,
tiimor hiicreleri keton cisimlerini metabolize etmek icin etkili bir sekilde adapte
olamadigindan, kanser hicrelerinin biylime, proliferasyon, enerji Uretimi ve
dontistimi igin glukozun bulunabilirligine oldukga bagimli oldugunu belirtmiglerdir.

Maurer ve ark. (2015) yaptiklar1 ¢alismada, rat hipokampal noronlarda ve bes glioma
hiicre hatt1 iizerinde keton cismi olan 3-hidroksibiitiratin etkinligini incelemislerdir.
Ayrica in vivo olarak ortotopik xenograft glioma fare modellerinde kalorisi kisitlanmis
ketojenik diyetin etkisini incelemislerdir. Sonug¢ olarak, karbonhidrat yoniinden
kisitlanmis ketojenik diyet altinda tiimor hiicrelerinin normal hiicrelere kiyasla
dezavantaja sahip olduklarini bulmuslardir. Keton cisim metabolize edici enzimler 3-
hidroksibdtirat dehidrogenaz 1 ve 2 (BDH1 ve 2), 3-oksoasit-KoA transferaz 1
(OXCT1) ve asetil-KoA asetiltransferaz 1 (ACAT1) glioma hiicre hatlarinda protein
seviyeleri ve mRNA’da cksprese edilirken glioma hicrelerinde HIF1-a yolunda
aktivasyon gérmemislerdir. Bu da 3-HB ve siiksinatin sonraki akiimiilasyonun varligi
ile tutarhidir. In vivo ¢alismada ise ketojenik diyet, kan 3-HB seviyesinde giiglii artisa

yol acti.
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Aksine, Martinez-Outschoorn ve ark. (2012) yaptiklari c¢alismada, katabolik
fibroblastlarin, insan kanser hiicrelerinin anabolik biiylimesini ve bunlarin metastaz
yayilimini tesvik etmek i¢in mitokondriyal yakitlar (keton cisimleri gibi) liretmesini

"

Onerdiler. Bu yeni paradigmayr "iki bolmeli timor metabolizmasi" olarak
adlandirdilar. Keton cisim {iretimini artiran hiz sinirlayici enzimleri, yani BDH1 ve
HMGCS2'yi asir1 eksprese eden hTERT oliimsiizlestirilmis fibroblastlar irettiler.
Benzer sekilde, keton cisimlerinin yeniden kullanilmasina izin veren anahtar enzimler
OXCT1/ 2 ve ACAT1 /2 eksprese eden MDAMB231 insan meme kanseri hiicreleri
irettiler. Tlging bir sekilde, sonuclar1 dogrudan ketojenik fibroblastlarm katabolik
oldugunu ve caveolin-1 (Cav-1) protein ekspresyonunda bir kayip ile otofajiye
ugradigin1 gosterdiler. Ayrica, ketojenik fibroblastlar, meme kanseri hicrelerinin
mitokondriyal kiitlesi ve bitylimesini arttirdigini belirttiler. Bununla birlikte, ketojenik
fibroblastlar, timor anjiyogenezinde belirgin bir artis olmaksizin etkili bir sekilde
timor biiylimesini tesvik ettigini belirttiler. Kisaca, keton cisimlerin, onko-
metabolitler olarak davrandigint ve dogrudan HMGCS2, ACATI1 / 2 ve OXCTI / 2

enzimlerinin metabolik onkogenler oldugunu gostermislerdir.

Martinez-Outschoorn ve ark., yaptigi bu calisma bugiine kadar ketojenik diyetle
yapilan hiicre kiiltiirii ¢alismalarina farkli bir bakis agis1 getirmistir. Ama bu ¢alisma
heniiz yeni ve tek oldugu icin ilerleyen zamanlarda hem ko-kiiltlir ¢calismalarinin

artmasi hem de ketojenik diyet mekanizmasinin aydinlatilmasini iimit etmekteyiz.

Martuscello ve ark. (2015), yaptiklar1 g¢alismada glioblastoma (GB) uzerinde
kisitlayici bir ketojenik diyet (KD) kullanarak hem in vitro hem de in vivo olarak
arastirmiglardir. KD’1 hem lezzet agisindan giiclendirmek icin yiiksek yagl diisiik
karbonhidratli (sHFLC) bir diyet gelistirmisler. Bu diyeti KD’in metabolik ve anti-
timor etkilerini taklit etmesine gore programlamiglardir. Coklu hastadan tiireyen
gliomasfer gizgiler kullanilarak, in vitro ve in vivo test etmislerdir. Hiicresel cogalma,
klonojenik frekans ve timor kok hiicre popilasyonu etkileri in vitro olarak norosfer
testi (NSA) kullanilarak belirlemiglerdir. Anti-tiimor etkinligi, preklinik ksenograft
modellerinde in vivo olarak test ettiler ve mTOR yolu ile mekanik diizenlenmesini

arastirdilar.
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Sonug olarak keton takviyesiyle birlestirilen, in vitro glukozun fizyolojik seviyelere
indirgenmesi GB hcrelerinin proliferasyonunu engelledigini ve timor kok hcre
genislemesini azalttigin1 belirtmislerdir. In vivo olarak, sHFLC diyeti, tumor
progresyonunun subkutan bir modelinde timdr hicrelerinin blyldmesini énemli
Olglide azalttigin1 ve bir ortotopik ksenograft modelinde sag kalimi arttirdigini
gozlemlemislerdir. Boylece sHFLC diyetinin KD igin uygun bir tedavi segenegi

oldugunu ve klinik test i¢in diisiiniilmesi gerektigini géstermislerdir.

Noh ve ark. (2006), fare hipokampal hiicre hattinda (HT22) ve sican primer
hipokampal noronlarda keton cisimlerinin [asetoasetat (AcAc) ve B-hidroksibitirat
(BHB)] rolunt arastirmiglardir. Sonug olarak, 5 mM lityum AA ve 4 mM Na BHB ile
o6n muamelenin HT22 hipokampal hiicre hattin1 ve primer hipokampal ndronal
kiiltiirtinii 5 mM glutamat toksisitesine karsi korudugunu bulmuslardir. HT22 hiicreleri
glutamata 2 ve 8§ saat maruz kaldiklarinda 5 mM AA ile 6n muamele gegirmeleri ROS

iiretimini azalttigin1 ve erken apoptoza yol agtigini gozlemlemislerdir.

Magge ve ark. (1979), keton cisimlerinin, transformasyona ugramis lenfoblastlarin
(Raji hiicreleri) biiylimesi ilizerine etkisini arastirmislardir. Sonug olarak, 20 mM'ye
kadar D-B-hidroksibutiratin hiicre biyiimesini engelledigini ve bu etkinin geri
doniistimlii olmadigin1 belirtmislerdir. Toplam glukoz kullanimi ve toplam laktat
tiretimi, hiicre proliferasyonunun inhibisyonuyla orantili olarak azaltilmistir. Dahasi,
in vivo diyetle indiiklenen ketozisin, C57BL / 6 farelerin akcigerlerinde B16 melanoma
kitlelerinin sayisinin tigte ikisini azalttigin1 gézlemlemislerdir. Bu sonuclarin kanser
kaseksisinin klinik tedavisindeki 6nemi tartisilmistir. Bu ¢alisma, bizim buldugumuz
sonuclara benzer sekilde keton cisimlerinin kanser hiicrelerinde kullanilamadigini
gostermistir. Buradan yola c¢ikarak, ¢alismamizin ketojenik diyet mekanizmasinin
anlasilmasina yonelik altyapr olusturmasi ve {i¢ ayri meme kanserinin molekler
mekanizmasinin anlasilmasi i¢in daha ileri ¢aligmalarla desteklenmesi gerektigi

kanisindayiz.
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