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GIRIS ve AMAC

Plazma zari hiicreseal hayat ig¢in ¢ok &nemli bir orga-
neldir. Hilcreler plazma zari sayesinde dlizenli, dig cevre-

ye agik, kontrollli bir termodinamik sistem oclustururlar.

Plazma zari hlicreyi koruyan pasif bir engelden daha
cok 8zglil bir filtre gdrevi yaparak, besin maddelerinin,
iyonlarin ve hiicresel artiklarin girig ve g¢ikiglarini kontrel

eder. '

Kanserlesme ile paralel olarak hiicrenin dijer orga-
nellerinde oldugu gibki, hiicre zarinda da bir takim de§igik-

(1)

likler meydana gelir.

Hiicre zarinda meydana gelen vapisal dedisiklikler so-
nucu, hiicre i¢i besin maddelerinin konsantrasyonlarinin art-
masi ‘metakolik hi21n artmasinda rcl oynar. Transport prote~
inlerinin miktarainda veya aktivitesinde artis, hizli bilylime-~

(2)

ye ve dolayisiyla malignansiye yol agabilir. T{imér hiicre-
lerinde glukoz metabolizmasindaki artis ve dedisikliklerinplaz-—
ma zarindaki glukoz transport mekanizmasinda meydana gelen

(

degigikliklere bagli olarak ortaya ¢iktigi ileri slriilmisgtiir.

Hicre zarinda mevdana gelen yapisal degigikliklerin
gesitli nedenleri olabilir, &rnedin radyasyon, kimyasal ajan-
lar, viruslar gibi. Meydana gelen defigiklikler hiicre zarin-

da bulunan lipid, protein, glikolipig = glikoprotein, gibi

3)



bilegiklerin yapisini etkiler. Fakat yapisal farklilasmayi
incelemek teknik agidan zordur. Yapisal deg§igikligin zar
fonksiyonlarini nasail etkiiedigini gbstermek amaci ile,
transforme hiicre zarinin fdnksiyonlarlnl incelemek transfor-

masyonunun nedenine ait ipuglar:i verebilir.

Bu nedenle, c¢aligmamizda hiicre zarinin en Snemli fonk-
siyonlarindan biri olan transport makanizmasini incelemeyi
ama¢ladik. Santral éinir sistemi tﬁmérlerinde zar transport
c¢alismalarina en@er rastlaﬁmaktadlr. In vitro sistemlerde'

yaprlan caligsmalarda, timSr hilicre hatlary kullanllmlst1r$4'5)

Beyin tiimSrlierinin glukoz metabolizmasini incelemek
amacy 1lle son yillarda kullanilan difer bir teknik ise
Positron Emission Tomografidir. Radyoaktif isaretli glukoz
anoleglari kullanilarak gergeklegtirilen g¢aligmalar, hem
glukoz transport ve metaboliémasxna 1s1k tutmakta, hem de

(6)

tiimdriin derecesi hakkinda bilgi verebilmektedir. Ayrica

beyin kesitleri kullanilarak yapilan ¢aligmalar da mevcut-

o

tur

Calismamizda, in viwvo sartlara en yakain bir ortamda
seker ve amino asit transport hiz ve mekanizmasini inceleme-
yi amagladik. Timdr biyopsi Orneklerini in vitro hiicre kiil-
tiiriine almadan hiicre sﬁspanéiyonu haline getirip caligmamizi
gerceklegtirdik. Glial beyin tiimdrlerinin heterocjen vyapida
olmasinin teknik zorluklara yol agabileceﬁini gbz Onilinde bu-

(8)

lundurarak tiim&r Srnedi olarak meningiom dokusunu segtik.



Literatiirde meningiom dokusunda yapilmis glukoz trans-
port deneylerine rastlanmamistir. Amino asit transport deney-
leri ise glutamat gibi n&rotransmitter gdrevi vapan amino

asitlerin lizerindedir wve doku kiiltiirtinde yapllmlstlr.(g)

Bu nedenle galigmamiz pilot galigma niteliginde olup,

ayni konuda ileri galigmalar planlanmaktadir.



GENEL BILGILER

Plazma Zar Yapais:

Plazma zari hiicrenin ig¢ ortamini sabit tuttudu gibi,
hiicreler arasi aligverisi ve haberlegmeyi saglar. Buglin ka-
bul ettigimiz zar modeli 1972 yilinda Singer ve Nicholson

tarafindan ortaya atllmlstlr.(lo)

"Sivi Mozaik" ada verilen bu modele gBre zarlar asi@ef—
rik fosfolipid ¢ift tabakadan oclugmaktadir. Fizyolojik sart-
larda sivi halinde bulunan bu ¢ift tabakada, lipidlerin polar
uglar: digtaki sulu ortama, hidrofobik kisimlar: ise zarin ig

yviizeyine yOnelmigtir.

Yapilan niikleer magnetik ve elektron spin resonans ga-
lismalar: gbstermistir ki lipidler kendi tabakalarinda late-
ral olarak hareket ettikleri halde dider tabakadaki komsula-

r1 ile genelde yer deéistirememektedirler.(11’12}

Plazma zari yvaklagik cdlarak % 20 fosfolipidlerden olug-
mistur, Fosfolipidlerin ¢egsitliligi hiicre tip ve organizma
tiiriine gdre dedismekle beraber plazma zarinda % 43 fosfatidil
kolin % 20 fosfatidil etanoiamin, % 7 fosfatidol inositol,

% 4 fosfotidil serin ve % 23 sifingomiyelin mevcuttur.(l3)

Eritrositlerde vyapilan deneylerde plazma zarinda lipid

asimetrisinin meveut oldudu gbzlenmigtir, fosfatidil kolin, ve



sifingomiyelin ¢ift tabakanin dig yiizeyinde, fosfatidil eta-

nclamin ve fosfotidil serin ise ig ylizeyinde yer almlstlrsl4)

Gesitli fosfolipidlerin mevcudiyeti, belli enzim resep-
tdr ve tasiyicilarin fonksiyon ve aktivasyonlari i¢in gerek-

1i olmaktadlr.(ls)

Plazma zarlaranda foéfolipidlerin yani sira kolésterol
de bulunmaktadir. Kolesterol molekiiliinde bulunan steroid hal-
kalar polar bas kisimlarin bulundudu bélgelere hareketsizlik

)

getirmektedir.(l6)

Plazma zarinda gesitli glikolipidlerin varligdi gdzlen-

digi halde zardaki fonksiyonlari tam olarak bilinmemektedir.
Bazi gangliosidler kolera ve tetanoz gibi

bakteri eksotoksin-
leri ig¢in reseptdr gbrevi yapmaktadlrlar.(lT)
Plazma zarlarinin agarliklarainin % 50'sinin proteinler
olusturmaktadir. Proteinler globuler unitler halinde lipid
¢ift tabaka iginde ylizer durumdadirlar. Lipid tabakanin akig-
kanligini keserek ona mozaik bir gdriinlim vermektedirler. Pro-~
teinler zardaki konumlari agisindan iki gruba ayrailairlar.
Gevresel ( periferal) proteinler zardan ytksek iyon giddeti
gibi 1limli ydntemlerle gﬁzﬁlébilirler. i¢ (Integral) protein-
ler ise lipid ¢ift tabakanin tamamen bozulmasi halinde serbest

clurlar.

Bazi1i proteinler ise ¢ift tabakavi bagtan baga kat eder-

ler. Bu tip proteinler amfoterik 6zellige sahiptir. Deterjan,



organik c¢oziicliler bunlarin lipid tabakasi 1le olusturduklari

hidrofobik baglari klrabilir.(la)

Plazma zarinain proteinlerinden bir godu hareket ede-
bilmektedir. Hiicre yiizeyi antijencaligmalar: proteinlerin

lateral hareket edebildiklerini géstermigtir.(lg)

Zarda bulunan proteinlerin g¢esitli biyolojik gdrevleri
vardir. Bazi proteinler zarlarin gegirgenligini kontrol eder-
ler. Kanallar ve pompalar ﬁeydana getiren proteinler zard@n
iyonlarin ve bazi molekiillerin 02zgilil olarak gegmesini saglar-

lar.

Bir kisim proteinler ise hiicre yiizeyinde reseptdr g&-
revi yaparlar. Hormenlarin, nSrotransmitterierin ve anti-
jenlerin $zgiil sinyvallerinin hiicre igine tasinmasini saglar-
lar. Bazi zar proteinlerinin ise enzimatik veya antijenik go-

revleri vardlr.(zo)

Zarlarin vapisinda bulunan karbonhidratlar, genelde
plazma zarinin adirliginin % 10 civarini olusturur. Karbon-
hidratlar, oligosakkarit yan zincirler halinde zar protein-

lerine veyva spingolipidlere kovalan olarak baglidir.

Zar glikoproteini ve glikolipidlerinde 10 kadar dedi-
sik monosakkarid gdzlenir. Bunlardan en Snemlileri, galak-
toz, mannoz, fukoz, galaktozamin, glukozamin; glukoz ve sialik

asittirizl)



Sialik asit terminal pozisyonda bulundudundan biitiin
memeli hiicre ytizeylerinin net negatif yiklii olmasina neden

olur.(zl)

Plazma Zari Fonksiyveonlara

Plazma zarinin en Snemli g8revlieri arasinda, hilicrs
bliyime kontreclil, hiicreler arasi iletigim, wve substrat trans-

portunu sayabiliriz.

Hiicre igindeki iyonlarin ve besin maddelerinin konsant-
rasyonlarinin sabit kalmasi wve hilcrenin aktivitesine devanm

edebilmesi icin zardaki transport mekanizmalari gereklidir.

, o es  aae (22
Transport mekanizmasini 3 gruba ayirmamiz mumxundurg )

I- Aracisiz (non-mediated)
II- Aracili Transport (mediated)

a) Aktif transport

b) Kolaylastirilmig pasif transport
ITII- Reseptdr araciligi ile endositoz

rPasif transport mekanizmasinda maddelerin zardan gegi-
gi sistemin serbest enerjisindeki dilislisle paraleldir. Siste-
min serbest enerjisi termodinamik denge saglanana kadar dii-
ger ve transport durur. Ornedin; su, ure, ve gazlar beyine

bu mekanizma ile taslnlr.(35)



Cogu hiicrelerde glukoz ve gliserol gibi molekiiller
ise zardan kolaylastirilmig difiizyon mekanizmasi ile ta-
ginirlar. Bu sistemin metabolik enerjiye gereksinimi yok-
tur. Zardan gegecek olan madde zardaki bir tasiyiciyla ter-
sinir olarak baglanir. Zarin i¢ ylizeyinde ise tasinan madde
kompleksten ayrilip serbest hale geger. Tasiyilci, zarin yi-

s . 0 (35)
ne dig ylizeyvine déner.

Doyumluluk (saturasyon), Szgﬁllﬁk (specificity ve re-
kabet (competition) gibi kinetik parametreler tagiyicilarin
varliginda izah edilebilmigtir. Bu modele gbre bir maddenin
hiicre igine hareketi, diJer bir maddenin hilcre digina atilma~

s1 ile de baglz olabilir.

Bir maddenin konsantrasyonunun diisiik oldugu yerden,
ylksek oldufu yere (yokus yukari) tasinmasi gerektigi zaman
(metabolik}, enerjiye ihtiyag vardir. Bu bir kimvasal reak-
siyondan saglanabilir (primer aktif transport) veya diger
bir maddenin elektrokimvasal gradient'ine baglanabilir (Sek-

onder aktif transport).(za)

Substratlar arasindaki iligkilerden Stiiri tasiyici ara-
c1ligi ile transport mekanizmalaringa bir asimetri sdz konu-
sudur. Blr substrat difer bir subtratin ayni y&nde tasinmasi-
ni tasiyici ile rekabete girerek ya engeller ( sis- inhibig-

yon) ya da stimule eder (cis-stimulasyon)



Bir substrat . diJer bir subtratin ters ydnde taginma-
sini engellerse buna trans-inhibisyon sitimiile ederse

trans~stimulasyon adi verilir.(23)

Reseptdr aracilifi ile endositoz (RME) mekanizmasi plaz-
ma proteinleri, hormonlar, virus ve bakteri toksinleri gibi
bliylik molekiillerin hlicre i¢ine alinmasi igin kullanilan bir

mekanizmadair.

Taginacak olan molekﬁl ilk olarak hiicre ylizeyinde yer-
legik 6zgilil bir reseptdre baglanair. Bundan sonra ligand—re;
septdr kompleksl goated pitlerin (kapli c¢ukur)layan igine alanar.
Bu gukurlarin sitoplazmik ylizeyleri clathrin adli bir prote-

in ile kaplidzir.

Bundan sonra ylizeyden kopan pitler, kapli (coated)

vesiklilier halini alzir.

Clathrin proteini daha sonra vesikilerden kopar ve hiic-
re ylizeyindeki yerine ddner. $imdi reseptozom adi verilen
cisimcikler icindeki ligand~reseptdr kompleksi lizozomlara
tasinir, lizozomal enzimler araciligi ile ligand ve reseptdr

serbest halde kallr.(24_26?

Hayvan Hiicrelerinde Amino Asit Transportu

Mikroorganizmalarda oldudu gibi hayvan hiicrelerinde de

amino asit transportu hilicrenin besin ihtiyaci ile orantilidir.



Hayvan hilcrelerinde n&tral amino asitlerin transpor-
tu A,L, ASC adir verilen 3 sisteme bdlinmiistlir. Amino asit-
lerin tagainimi hilcre vodunlugu, hiicre bdliinme evreszsi ve

transformasyonla ilgilidir,(27'28)

Sistem A 1ilk olarak Ehrlich Ascites timdr hiicrele-
rinde g&zlenmigtir. Avian ve memeli dokularinda mesenkimal
ve epitel hiicrelerinde gdriiliir, eritrosit ve retikiilositler-

de bulunmazfzg)

Alanin glisin, metakelize olmavan anolog 2-aminc
iscbutirik asit wve Z-Metil amincisobutirik asit bu sistemle
tasinir. Bu sistem.Ng— iyonuna badimlidir, dlisikpH da akti-
vitesini kaybeder. Sistem A intracelluer substratlarla trans-

inhibasyona ugrar.

Sistem L ise dalli zincirli ve aromatik amino asitle-
rin transportuyla g8reviidir. Sodyum iyonuna bafimlilifi vok-
tur ve bazen dilsiik pH ile stimule olur. Intracelluler substrat-
larin varlida trans-stimulasyon mekanizmasl ile aminoc asitlerin

transportunu arttlrlr.(30}

ASC sistemi ise alanin, serin ve gistein transportu

ile gﬁrevlidir.(Bl)

Ph farkliliklarindan etkilenmeyen bu sis-
tem N-metil substrat tirevlerini tasivamaz, bu noktada sgis-~
tem A dan ayrilir. Hicre igin amino asitlerin wvarlidi bu

sistemi, trans-stimiile eder. Bu sistem en ¢ok, tavsan retikii-

lositleri ile glivercin eritrositlerinde etkilidir{32)

=10-



(33)

(34)

Glukoz molekiiliinlin transportu kas ve yvag dokusu

gibi dokularda ¢aligilmistir. Hayvan hiicrelerinde sitozol
konsantrasyonu ¢ok diigilk olan glukozun plazma konsantrasyonu
5 my civarindadir. Bu nedenle, pek ¢ok hayvan hiicresinde
glukoz "yokug asadi" bir mekanizmayla, kolaylagtirilmis

difuzyon ile alinir. ATP yikimina ihtiyac yoktur.

Farklilagm s dokularda substrat transportu dzel uyar-
lamalar gerektirmektedir. O8rmedin; santral sinir gistemi
dengesini transport mekanizmasindaki kontroller arac::.l:ujll
ile saglar. Santral sinir sistemindeki &zel transport meka-

nizmalarin tiimiine (Kan—-Beyvin basinci) adi verilir.{35)

COz, 02, NZO gibl gazlar beyine diflizyon yolu ile
alinir. vadda eriyen maddeler, (8r.ethanol) beyine kolayca
difiise olurlar. Glukoz, aminc asit ve ivonlar ise tagiyici-

lar araciligr ile taglnlrlar.(35}

Glukez transport sisteminde sterik &zgiillik mevcuttur,

beyine D-glukoz tagindidi halde L-glukoz taginamamaktadar.

Glukoz analogu 2-Deokzi D-glukoz ise D-glukoz ile ko-
layca rekabet eder ve transport edildikten sonra beyin hekso-
kinaz enzimi aracilidi ile fosforile edilir, fakat daha ile-
ri kademelere metabolize edilemez. Bu viizden glukoz transport
mekanizmasini incelemede 8Snemli bir yardimci olarak ¢ok kul-

lanllmaktadlrEBS)

-11-



Beyin dokusunda amino asitlerin transport hizlarinda
farkliliklar biiyliktiir, DOPA, phenilalanin, l&sin, tirozin
gibi amino asitler beyine glukoz hizina yakin bir hizda
transport edilirler. Digder amino asitler ise farkll hizlarda

: , (35)
Lransporta urarlar.

Beyinde meydana gelen herhangi bir harabiyet, (konvulsi-
yon, yaralama , donma, tiimdr gibil) kan-beyin basincinin g¢dkme-

sine neden olur. Bunun sonucu beyin trasport sistemlerinde
1

deﬁisiklikler bag gbsterir. Ornedin viiksek molekiil ajirlikla

protein molekiilleri bile kolayca beyvine girebilirler.(BS)

Transformasvon ve Hicre Yizeyi

Transforme olmus hiicrelerin neormal hiicrelerden en te-
mel farklar: anormal cgodalmalari ve yavilma &zellidine sahip
olmalaridir. Normal hiicrelerin bilvliimesinde Snemli gbrevi olan
hiicre zarinin, transformasyon esnasinda yapisal ve fonksiyonel
degigiklige uiramasi, kanserli hiicrelerin ¢evrelerindeki doku

ve kendi aralarindaki iligkilerini etkiler. (3%

TimSr hiicrelerinin degdigmig hiicre ylizeylerinden dolaya

edindikleri karakteristikleri gd&vle siralavabiliriz:

1) Iyi veya k&tii huylu olsun, tiimdr hiicreleri, cevrele-

rindeki hiicrelerden etkilenmeksizin normal limitlerin disinda

piiyirler. (39

2) Timdr hilcreleri Ozglil bir fonksiyona sahip bir doku
6)

(
halinde hareket edemezler, hiicreler tek tek atonomdur.

-12-



3) Serolojik caligmalar sonucunda belirlendigi gibi,

timSr hilcrelerinin antijenik vapilara farklidir;

a) Virus ile transforme olmus hiicrelerin yiizeyin-
de TSTA (Timbre Szgill transplantasyon antijenleri) ve viru-
sa dzglil antijenler gdzlenir (TAVA)?37)

b) Karsinocembrionik wve onkofBtal antijenler belir-
1y, (38)

¢) Tumdr hiicreleri normal kargitlarina gdre dahg
az farklilasmistir. Buna sebeb dokuya &zgiil antijenlerin ya

azalmasi ya da tamamen yok olma51d1r.(39)

In Vitro

a) Doku kiiltliriinde biiyliyen transforme olmamis hiic-
relerin, bliviimeleri tek tabaka haline gelince durur. Timdr
hiicreleri ise dansiteye badla blyiime inhibisyonu gdstermez-
ler. Hlcrelerin birbirine dedmesi onlarin biviimelerini en-

36
gellemez ve bir kag¢ tabaka halinde ¢odalmaya devam ederleg. )

b) Birbirleri arasindaki veya ylizeyinde biiyiidiikle~
ri tabaka ile aralarindaki yapiskanlik azalmigtir, siispansi-
yon halinde biyliyebilirler. Bu &zelliklere onlara canli or-

ganizmada metastaz yapma ve vayilma olanada tanlr.(40)

TumSr hiicreleri bitki lektinlerl ile daha kolay agluti-
ne olurlar. Bu da ylizeylerinin normal hiicrelere gbre farklai-

lagtidina dair bagka bir delil olu$turur.(4l)

-13-



Transformasyon ve Transport

Warburg, timbr dokularinda yaptidi calismalar sonucu,
kanserlegmenin temel nedeni olarak, hiicrelerin okszidatif

metabolizmasindaki bozukluk ve buna badli olarak glikoliz

hizinin artmasini ileri sﬁrmﬁgtﬁr.(42)

Timdr hicrelerinde yiiksek glikoliz hizi hala kabul

edilen bir hipotezdir.(éa’éé)

A

Artis glikoliz nedeni olarak sunlar ileri slirfilmiigtiir:

+
1) Na-K-ATP az aktivitesinde artma ve yiksek ADP ve Pi
seviyesinin glikolizi indﬁklemesi.(43)
(45)

2) Artan glukoz transportu.

3) Fostofruktokinaz ve Piruvat Xinaz gibil glikelitik

enzimlerinde artls.(46J

Ayrica yiksek glukoz transportunun neoplastik transfor-

formasyonla yakindan ilgili oldudu da bilinmektedir. °7*7)

Son yillarda ise hilcre biliylimesinin kontrol sistemleri-
nin toplandigi btlge olarak plazma zar:i lizerinde vedun aras-

tirmalar baslatllmlgtlr.(48)

Holley'in hipotezine g&re hlicre zarinda olugan primer
defisikliklerin malignansiye yol agmasi, zardaki transportu
ve buna bafli olarak besin maddelerinin teminini, ve hiicre

(2)

metabolizmasinin hizini artirmaktair.

=14=



DNA ve WA timdr viruslarinin meydana getirdidi conko-
jenik transformasyon, transport g¢alismalari i¢in kullanil-

migstair. Hiicre kiiltlrleri kullanilzrak vyapilan galigmalzazda

5 e
seker. (49,50) anino asit( L) ve difer zesin maddelerinin transcertumn art-—

t1g1 gﬁzlenmigtir.{52'53)

Santral Sinir Sistemi Ti#mSrlerinde Glukoz ve Amino

Asit Transportu

Santral Sinir Sistemi, glial hiicreler ile kapli sinir
hiicreleri ve onlarin dentrit ve akscn adi verilen uzantlfarln—
dan olusmustur. Organizmanin dier bblgelerine gbre dara iyi
korunmustur. Tim santral sinir sistemi ideal bir fizyclojik
si1vli olan BOS ile yikanmaktadir. Bu sivi santal sinir siste-
mini travmaya karsi korududu gibi, elektrolit ve protein den-

gesini saglar ve ventrikiller basinci sabit kilar.

Santral sinir sisteminin dig viizeyi meninks adi veri-
len ve {i¢ takakadan (Dura Mater, Araknoid, Pia Mater) olugan
bir zar sistemiyle kaplidir. BOS zia ve araknoid tabakzlari

arasinda dolasmaktadlr.(Bs)

Bu kadar iyi korundudu halde, santral sinir sistemi

tiimbrlerine siklikla rastlamaktaylz.(54)

Meningioma, meninks zarindan kdken alan iyi huylu bir
santral sinir sistemi tiimdriidiir. Patolojik olarak 4 ayri ma-
ningioma tipini 51ralayabiliriz§53)

Meningctelyal, Fibroblastik, Malign, Angiomatsz.

-15-



Santral sinir sisteminde veva timSrlerinde yapilan
substrat transport calismalari bu sistemin heterogen yapisi

nedeniyle gﬁglegmektedir.(7)

Bu glicliigi asmak i¢in bazi arastirmacilar fraksinas-
von teknikleri kullanarak, gesitli bdlgelerin transport hiz-

larin 8zgiil olarak Slgmeye Qall$mlslardlr.(56'57)

Norotransmitter gdrevi yapan amino asitlerin, sinir
hiicrelerindeki transport hiz ve mekanizmasinin, santral si-
nir sistemi amino asit metabolizmasini kontrol ettidi bilin-

mektedir.(ss)

Glial hilcrelerinde bulunan transport mekanizmalarinin

. . . . 58]
da bu kontrol mekanizmasinda gbrevleril vardlr.L !

Astrositom ve ependimom gibi insan beyin timbrlerinin
kesitlerinde ve 5-8 glinliik organ kiiltiirlerinde ¢egitli amino

(7)

asitlerin transport mekanizmalari: g¢aligilmigtar. Snodgrass
| ﬁé-arkadéglarlnln yiriittigi bu caligmada, radyoaktif igaret-
1i glutamat, glisin, valin, lizin, triptofan, alanin ve fe-
nilalanin substrat olarak kullanilmigtair.

Bu amino asitlerin transportunun matabolik enerji ve
N;‘ iyonuna bagimli oldudu gdzlenmistir. Kontrol doku olarak
kullanilan rodent beyin kesitlerinde, kinetik &zelliklerin

ve substrat 8zgiilliigiinlin timdr dokusuna benzer olduguna da

igsaret edilmigtir.
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N&rotransmitter g8revi yapan glutamatin, sinir hilcre-
lerinden k&ken almayan beyin fraksiyonlarinda transportunu
incelemek amac: ile Stewart ve arkadaglari insan astrositom,
optik glioma ve meningiom hiicre kiiltiirleri kullanarak g¢alis-

malar yapmislardir.

Astrositom hiicrelerinde yilksek afiniteli, optik glioma

ve menengioma hilcrelerinde ise dliglik afiniteli glutamat trans-

portu gﬁzlemiglerdir.(so)

1}
Glukoz analogu 2-Deoksi-D glukoz sinir dokusunda, glu-

koz transport kinetiklerini galigsmak ig¢in kullanisli bir
substrattir. Beyvin kesitlerinin ve sinaptozomlarmnglukez transportu

icin avnl transport sistemini kullandiklarz qézlenmistirf61’62)

Fishman ve arkadaglar:i yaptiklari caligmada, 2-Deoksi-D-
+

glukozun, sinaptozomlardaki. . transportunun enerji ve Na ge-
rektirmeyen pasif transport oldufunu ileri sﬁrmﬁslerdir.(ﬁz)
Walum ve arkadaslarz néroblastom hiicrelerinde

+
glukozun Na bagimsiz tasivici sistem yolu ile tasindigini ve

bu sistemin metabolik enerii gerektirmedigini géstermiglerdir£63)

Lust ve arkadaglarinin yaptiklari bir ¢alismada ise C-6
astrositom, ve C-1300 nbroblastom hiicre hatlarinin glukoz trans-

port kinetikleri, 2-Deoksi-D-glukoz substrat olarak kullanilarak
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calisailmis; Astrositom hiicrelerinde 1.7 mm, ndroblastom
hiicrelerinde ise 1.0 mm glukoz transport Km (Michaelis

(5)

Menten sabitesi) deJerleri tespit edilmistir.
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GEREC ve YUNTEMLER

Doku Ornekleri

Kullanalan tUmdr dokusu Hacettepe Hniversitesi Tip
Faktltesi n¥rogirlirji servisine intrakranial kitle &n tanisi
ile yatan ve cermahi girisim sonraszi histopatoloijik tanima
Meningiqma olan vakalardan elde edildi. Biyopsi 8rne§i ame-
liyat esnasinda steril gaﬁtlarda allnarak kullanildi. En uy-
gun kontrol.doku drnedi olan insan araknoid zar temin gliglii-
gl karsisinda dijer aragtirmalarda kullanllm;g olan kobay
beyni kontrol dokusu olarak segildi.(g) Kobaylar Hacettepe
Universitesi Tip ve Cerrahi Aragtirma merkezinden temin edil-

di. Beyin dckusu kcbaylardan aneztezi altinda cikartildi.

Kullanilan cdzeltiler

PBS (phosphate buffered saline) pH 7.4

NacCl 8.0 g/l
KCL 0.20 g/l

KH,PO,  0.91 g/1

Hank's (10 X)

Unit 1: N’aHCo3 3.5 g/l
Unit 2: NaCl 80 g/l
KC1l 4.0 g/1
Mg804.7H20 2.9 g/1

. H.PO 0.6 1
NaZHPO4.2H20 0.6 g/1 KH,PO, g/
Unit 3: CaCl, 1.4 g/1

Histopaque 1077-Sigma

Ficoll, 400 5.7 g/dl, Sodyum Diatrizot 9.0 g/1
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Bray sayim ¢dzeltisi

Naftalin (Fisher Scientific Company) 80 g.
PPO(2,5~nDifenilcocksazol, Packard) 4.0 g.

POPOP (1,4 bis 5 fenil 2 oksasolil benzen -2-2'fenilen bis

5 fenil oksazol, Packard) 0.2
Metanol (Merck), PlirKimya 100 ml.
Etilen glikol (Merck) 21 ml.

Voliim 1 litreye dioksan ile tamamlanir.

Kullanilan Kimyasal Maddeler

2—Deoksi—D—(l3H) glukoz (Amersham) TRK 383,15.2 Ci/mMole
2-anino (114C) Isobiitirik Asit (Amersham) CFA 203. 58 mCi/mMole
2-Decksi-D-Glukoz. D-8375 (Sigma)

2 Amino Isobiitirik Asit A-8504 (Sigma)

Albumin, Bovine A-4503 (Sigma)

Collagenase (Boehringer Mannheim)

Phloretin' (3-(4-Hidroksifenil)}-1-(2,4,6-trihidroksifenil)
-1l-propanon} Sigma

Sodyum Azid (NaN3)(Merck)

2,4 , Dinitrofenol (BDH)

L-L8sin (L-8000) Sigma

Triton-X % 0.1
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Aletler

Manvetik Karaistirica

IEC Santrifiij

MSE Micro Centaur Mikro Santrifiij

Beta sayaci, Packard 3389(3H,14C kanallari:% 50 randiman)

Baush- Lomb spekrofotometre
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Hilcre siispansiyonunun hazirlanigi

Doku 3 kez PBS pH 7.4 ile yikandiktan sonra, tartilda
ve makasla ¢ok ufak pargalara boliindli. Uzerine 5ml/gr doku
oraninda Hank's ¢Ozeltisi , ve 0,2 mg/gr doku oraninda

Collegenase ilave edildi.(64)

2-Deoksi - D-glukoz transport deneyleri igin PBS ve

Hanks solusyonlari glukozdan ari olarak hazirlandi. Hiicre
slispansiyonu manyetik karistirici lzerinde 100 rpm de 1—11/2
saat karigtirildi. Bu miiddet sonunda hidcre slispansiyonu, par-
¢alanmamig doku parcgaciklarini uzaklagtirmak lzere gazli bez-
den silizdildli. Bu siispansiyon Histopagque-1077 lizerine yayildi
(1 histopague: 4 voliim hiicre) 1300 rpm'de 15 dakika santrifiij
edildi 61lii hiicreleri ve eritrositleri uzaklastiran bu gra-
fdient sonucu, interfazdan elde edilen hilicrelerin canlillél
tripan-mavisi testi ile-tespit edildi. Canliligiy % 85 iizerin-
de olan hilicre silispansiyonlari galismaya dahil ediidi. Hiicreler
1X PBS ile yikandi. Bir kisim hiicre -529%"¢a dondurularak,

protein tayini igin bekletildiu

Transport Hizinin Olglilmesi

Transport hizi, radyoaktif igaretli substratin 379% ' ta

hiicre icine aliniminin zamana bagimli takibi ile 6lgﬁldﬁ565_67)



Hilcre yiizeyine bulagik radyoaktiviteyi yok etmek igin
kullandigimiz ydntem A sonucu 6rﬁek II teki radyocaktivite
miktarinin ihmal edilir diizeyde oldugu tespit edildi ve ikin-
ci mikro yontem ile (ydntem B) hiicre ici radyoaktivite se-

viyesl 8l¢lilmeye baslandi

Bu y¢ntemde inkubasyon ortamindan alinan 0.1 ml &rnek
1.0 cc Hanks (+4°C) iginde dilue edildi ve 1 dakika 6500 rpm

de, mikro santrifujde santrifiij edildi.

Supernatandan 0.1 ml 6rnek alindi (6rnek I). Pelleé
1 X PBS ile yikandi, ve 0.1 ml % 0.1, (v/v) Triton-X iginde
¢&ziildli ve 1 gece oda sicaklidinda bekletildi. Ertesi gln
bu nlimune sayim sisesine alindi, santrifuj tipd 0.1 ml Tri-
ton-X ile yikandi ve bu Brnek de sayim sigesine alindi (Br-
nek III} Ornekler 5.0 cc Bray soiﬁsyonu igerisinde 5 dakika
B-sayacinda sayildi.

Hiicre igine transporte edilen substrat miktarr (III/I),

[=2

% alinim olarak dederlendirildi.

Transport mekanizmasinda inhibisyon ve substrat rekabeti

Amino Asit ve glukoz transportunun meningiom ve normal
dokuda metabolik enerjiye bagimlilidini arastirmak lzere, ha-
zirlanan hiicre siilspansivonlari final konsantrasyonlari 0.1 mMm
olacak sekilde 2,4, Dinitrofenol ve Sodyum Azid varliginda 1
saat,37oc ta inkiibe edildi ve transport deneyi bu slirenin so-

nunda yapilda.
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Transportun sodyum iyonuna badimliligini aragtirmak
EN
amaci ile, kullanilan Hanks solusyonu Na Yyerine stokiomet-
rik Olglide Kolin kullanilarak hazirlandi ve transport dene-

vi yapilda.

2-Deoksi-D-glukeoz ve glukoz rekabeti, transport orta-
mina -glukoz ilavesi ile arastirildi. Amino asit rekabeti deneyi:
igin - 2-Amino-Isobutirik aside yapisal benzerlik gGsteren

L-L8sin kullanildi.

Bray Solisyonunun Hazirlanigi

Radyoaktif sayim i¢in kullanilan Bray soliisyonu hazir-
lanmadan evvel diocksan (Merck) hidrojen percksit'ten aritil-
di. Bunun igin 48 saat metalik sodyum varliginda bekletilen

dioksan, distillenerek saflastirildi.

Protein Tayini

Hazirlanan hiicre siispansiyonlarindaki protein miktara

(68) Protein standardi ola-

Lowry metoduna gbre tayin edildi.
rak Bovin Serum Albumin kullanildi. Orneklerin optikal dan-
sitleri 750 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak okundu.
Hiicre pelletinde radyoaktivite miktari (cpm) protein (mg)

dederine bdliinerek, Ornekler kendi aralarinda normalize edil-

di.
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BULGULAR

Amino Asit Transport Hiz ve Kinetidgi

Meningiom hiicrelerinde amino asit transport hizinin
lgiilmesi icin yapilan deneyler, 37°C ta 2-AIB asit subtrat
olarak kullanilarak gergeklestirildi. Hiicre ig¢i substrat

miktari (114) radyoaktif isaretli 2-AIB asit kullanilarak

takip edildi.

Sekil 1 ve 2 de gdriildigi gibi, 1 ve 3 mM 2-AIB asit

konsantrasyonlarinda transport hizi g¢ok diglik sevivede kalda.

0.3 03}
02 0.2 ¢
g e
01} g 01f
; oo — ; P——*—*——-—‘—
5 0 1 2 3 4 5 5 0 12 3 405
:: o Hdakilia | : dakika
gekil 1. Sekil 2.

Zamana badimli transport egrisi Zamana bagimli transport egrisi

Hicre Tipi : Meningiom Hiicre tipi : Meningiom
Sicaklik . 37% Sicaklik : 370C
Substrat : 1 mM 2-AIB asit Substrat : 3 mM 2-AIB asit
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5 mM 2-AIB asit konsantrasyonunda ise zamana bagli

olarak transport hizinda artis gdzlenmektedir. (gekil 3)

04}
03l
=
o 02}
=
4 01
:
o ) \ . ;
oQ O ‘I 2 3 ll 5 |
Sekil 3. dakika

Zamana bagimli transportegrisi

Hiicre tipi : Meningiom
Sicaklik : 37°%
Substrat : 5 mM 2-AIB asit

10 ve 20 mM 2-AIB asit konsantrasyonlarinda ise gekil
4 ve sekil 5 te gdriildiigti gibi ikinci dakikaya kadar dogru-
sal devam eden transport hizinda bu zaman araligindan sonra

hizl1l bir yavaglama ve durma sz konusudur.

-2



04t
0.3}
0.2¢
0.1

% alinim (cpm)

0. 1

Dakika

Sekil 4.

% alinim {cpm)

0.4
0.3

0.2 |
0.1

Dakika

Sekil 5.

Zamana bagimli transport edrisi Zamana bafimli transport efrisi

Hilcre Tipi :

Sicaklik :

Subhstrat :

Menengiom

37%

10 mM 2-AIB asit

Hiicre tipi
Sicaklik

Substrat

Menengicm

37°%

20 mM 2-AIB asit

Meningiom hiicrelerinde 2-AIB asit transportunun substrat

kbnsantrasyonuna bayli: olarak hiicre igine alinim profil gekil

6'da gdrillmektedir. Transport kinetidi bu gekilde g&rildigl

gibi sigmoidal bir karaktere sahiptir.
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% alinim (cpm)

mM 2-AIB Asit

S5ekil 6.

Konsantrasyona bagimli transport edrisi

Hilcre tipi : Meningiom
Sicaklaik : 37OC
Substrat : 2-AIB asit

Transport sliresi : 5 dakika

0 2 4 6 8 10 2 % ® B 20

Kontrol doku olarak kullandigimiz kobay beyninde ise

meningiom dokusundan farkli olarak, de§isik 2-ALB asit kon-

santrasyonlarinda yvapilan deneylerde transport hizinda zamana

bagli olarak artig devam etmektedir. Yiksek substrat konsan-

trasyonlarinda meningiom Srnedinde oldugu gibi kisa bir zaman

araliginda transport hizainda vavaslama ve durma sz konusu de-

gildir.
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% alinimi (cpm)

dakika

Sekil 7.

Zamana bagdimli transport edrisi

Substrat:
1l mM 2~-ATB asit e—e@ Hicre tipi : Kobay beyni
3 mM 2-ATIB asit 0-—O Sicaklik : 37OC

5 mM 2~AIB asit 4— &
10 mM 2-AIB asit A—A

Kobay beyninde 2-AI8 asit transportunun konsantrasyona
bagli kinetidi meningiom hiicrelerinden farkli bir &zellik ta-
simakta, §ekil 8 de g&riildiigli gibi kontrol hiicrelerinde sig-
moid yerine hiperbolik egriyle karakterize bir kinetik sergi-

lenmektedir.
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% alinimx (cpm)

mM 2-ATB asit

Sekil 8.

Konsantrasyona bafimli transport edrist
Hiicre tipi : Kobay beyni

Sicaklik . 37°C

Substrat : 2-AIB asit

Transport Siiresi: 5 dakika

Meningiom ve kobay beyin hiicrelerinde 2-AIB asidin
hangi amino asitlerle ortak transport sistemini kullandigai-
ﬁl arastirmak amaciyla 2-AIB aside yapisal benzerlik g@ste-
ren L-L&sin kullanildi. Bu amino asit varlidinda transport
sistemindeki rekabet sonucu, meningiom hiicrelerinde 2-3AIB
asit transportunda inhibisyon s&z konusu oldugu halde kobay
beyninde sadece kismi bir inhibisyon sz kecnusudur. (Sekil 9

ve Sekil 10)
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Sekil 9. Sekil 10.
2-AIB asit transportunun 2-AIB asit transportunun
L-L&sin ile inhibisyonu L-L&sin ile inhibisyonu
Hiicre tipi : Meningiom Hiicre tipi : Kobay beyni

2o 0-—O 5 mM 2-AIB asit(-)Ldsin
0—-C 5 yM 2-AIB asit {+) 10 mM Lsin -

@—® 5 2-ATB asit &) 25 mM Idsin ®—® 5> mM 2-AIB asit (+)

10 mM Lésin

Meningiom hiicrelerinde ve kobay beyninde amino asit
transportunun metabolik enerjiye badimliladini arastirmak {ize-
re hiicrede enerji metabolizmasini inhibe eden 2,4, Dinitrofe-
neol ve Sodyum Azid kullanilarak transport deneyleri.gergekles—

tirildi.

Sekil 11 de gorlldligi gibi, bu kimyasal ajanlar menin-
giom hlicrelerinde 2-AIB asit transportunu inhibe ettikleri hal_

de, kobay beyninde inhibisyon s&z konusu dedildir. (Sekil 12)
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% alinim (cpm)
O

dakika
Sekil 11
2-AIB Asit transportunun metabolik enerji zehirleriyle
inhibisyonu.
- Meningiom hiicre silispansiyonu 1 saat 0.1 mM sodvum azid ve

0.1 mM 2,4 Dinitrofenol varliginda bekletildi.

Sicaklik : BTOC

Substrat : 5 mM 2-AI3 asit
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2 alinim (cpm}

dakika
Sekil 12.

2—-AIB asit transportunun metabolik enerji zehirleriyle inhi-

bisyonu.
Hiicre tipi : Kobay beyni
Sicaklik : 37%¢

Hiicre slispansiyonu 1 saat 0.1 mM Sodyum azid ve 0,1 mM 2,4

Dinitrofenol varlidinda bekletildi.

®—e 5 mM 2-AIB asit
5 mM 2-BIB asit (+)
0—OC (.1 mM Sodyum Azid, 0.1 mM 2,4 Dinitrofenol

Amino asit transport mekanizmasinin kullandigimaz
hiicrelerde, sodyum iyonuna bagimliligi, transport inkiibas-—

yon ortaminda sodyum yverine kolin kullanilarak arastirildzi.
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Sekil 13 ve 14 te goriildiigd gibi meningiom wve ko-
bay beyin hilicrelerinde sodyum ari ortamda transport inhi-
bisyonu g&zlenmektedir. Bu bulguya davali olarak her iki
hilcre tipinde de amino asit transportunun sodyuma bagimli

gergeklestifini sdvliememiz mimkin olabilir.

z
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dakika
Sekil 13.

2-AIB asit transportumﬂuNa+ iyonuna badimliligi
Hiicre tipi : Meningiom
Sicaklik : 37%

Transport ortami sodyum yerine kolin kullanilarak hazirlandi.
e—% 5 mM 2-AIB asit

O—C 10 mM 2-AIB asit
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Sekil 14.

2-ATB asit transportunun Na iyonuna bagimliligdi
Hiicre tipi : Kobay beyni
Sicaklik : 379%

Transport ortam:r gekil 13 ile ayna

&—® 5 M 2-ATB asit

O—0C 10 mM 2-AIB asit

Glukoz transport Hiz ve Kinetigi

Meningiom ve kontrol hllcrelerde glukoz transport meka-
nizmasi 2*DG substrat olarak kullanilarak incelendi. Hiicre
igine alinan substrat miktari ise radyoaktif igaretli (13H)

2=DG ile takip edildi.
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37°% ae gerceklestirilen transport deneylerinde gekil
15 te gtzlendi§i gibi &l¢lilmeyecek kadar hizla doygunluga

ulasan kinetik elde edildi.

015}
5010
g 005
-
S0 5 0 B
) ' mM 2-DG
Sekil 15.

Glukoz transportunun konsantrasyon badimlilaidi

Hiicre tipi : Meningiom
Sicaklik . 37%
Substrat : 2=-DG

Transport siiresi: 5 dakika

Bu nedenle meningiom hiicrelerinde glukoz transportunun

sicakligar bagimlilidr incelendi.

22°C ta tekrarlanan deneylerde sekil 16 da oldudu gibi
37°% a kiyvasla daha yiliksek Km degerli transport kinetigi el-

de edildi.
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Sekil 16.

Glukoz transportunun keonsantrasycn bagimlilag:a

Hicre tipi : Meningiom
Subtrat- : 2-DG
Transport siiresi : 5 dakika

Sicaklik : 2200

Sekil 15 ve lt da g&riildiigii gibi kullanilan 2DG konsan-
VtraSyonlarlnda.370C ve 22°C sicakliklarda doyuma ulasan bir
transport kinetigi s&z konusudur. 4°C ta tekrar;anaﬁ deney-
lerde ise Sekil 17 de gdrildiigi gibi doyumluluk s&z konusu
dedildir, bu konsantrasyon araliklarinda glukoz transportu

pasif difiizyon ySntemi ile gergeklesmektedir.
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Sekil 17.

Glukoz transportunun konsantrasyon bagimliligi

Hiicre tipi : Meningiom
Sicaklik : 4OC
Substrat : 2-DG

37°% ta glukoz transportunun zamana bagimliligi sekil
18 ve §ekil 19 ta gbriilmektedir. 1 ve 3 mM 2DG kohsantras—
yonlarinda zamana kars: artlsrgézlenmemektedir. 5 mM 2DG
konsantrasyonunda ise}iamana kérsl dogrusal artis mevcuttur.
10 mM substrat konsantrasyonunda ise bir dakikadan itibaren

dogrusal artis kaybolmakta, ve transport hiz:i vavaslamaktadir.
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Sekil 18. Sekil 19.
Glukeoz transportunun zaman : Glukoz transportunun zaman
badimlilida badimliliga
Hicre tipi : Meningiom Hiicre tipi : Meningiom
Substrat : 2-DG Sicaklik : 37°%
Sicaklik : 37% Substrat : 2-DG
e—@® 1 mM *—® 5 mM
O0—0 3 mM C0—0 10 mM

Sekil 20 de 22°c ta 2 DG transportunun zamana badimli
mekanizmasi gdriilmektedir. 2 ve 5 mM 2 DG konsantrasyonlarin-
da yavag llerleyen transport hizi elde edilmigtir. 10 ve 15 mM
konsantrasyonlaranda transport haizi iki dakikayva kadar dogru-
sal devam etmekte, bu zaman aralidindan sonra transport dur-

maktadir.
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% alinam (cpm)

dakika

Sekil 20.

Glukoz transportunun zamana bagimliliga

Hiilcre tipi : Meningiom
Sicaklik . 22°%
Substrat : 2-DG

o—® 2 mM 2-DG
0—0 5 mM 2-DG
A—-A4 10 mM 2-DG

A—A 15 nM 2-DG

4°C ta gergeklegtirilen glukoz transport deneyleri
sekil 21 de gdriilmektedir. Zamana bagiml:r olarak her konsan-
trasyonda.artis gbzlenmektedir. Yilikksek sicakliklarda oldugu
gibi ylksek substrat konsantrasyonlarinda zamana bagli g¢ok

hizli artigs ve duraklama sz konusu degildir.
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Sekil 21,

Glukoz transportunun zamana bafimliligi

Hiicre tipi :
Sicakliik
Substrat

*e——9

c—0

A——a

D——A

2 DG un

transport sistemini kullanip kullanmadiklarini aragtirmak

amacy ile 5 mM 2DG konsantrasyonundaki transport deneyi 40 mM
- glukoz varlidinda tekrar edildi.
glukoz 2-DG transportunu inhibe etmektedir. Bu bulgu her iki

molekiiliinlin ayni tagsiyici protein sistemi ile hiicre igine

Meningiom
4°¢c

2-DG

1 mM 2-DG
.03 mM 2-DG
5 mM 2-DG

10 mM 2-DG

meningiom hiicrelerinde glukoz ile ortak bir

alindigina ait bir delildir.
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Sekil‘22.

Glukoz ve 2-DG un transport rekabeti

Hilcre tipi : Meningiom

Sicakligi : 379

Transport deneyi 40 mM glukoz varlidinda geceklesti.
®e—e® - mM 2-DG ( - } Glukoz

O0—0C 5 mM 2-DGC (+) 40 mM Glukoz

Priloretin memeli hiicrelerinde glukoz transportunu inhi-
be eden bir kimyésaldlr. Meningiom hiicrelerinde 2-DG transpor-
tunun kolaylastirilmig diflizyon yOntemi ile, tasiyici protein
varliginda gerceklestigini kanitlamak agisindan, transport de-
neyleri 0.1 mM Phloretin varliginda gerceklestirildi. Sekil 23

te gbriildigii gibi 5 mM 2-DG transportu Phloretin varliginda

inhibisyona ugramaktadir.
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Sekil 23.

Glukoz transportunun Phloretin ile inhibisyonu

Hiicre tipi : Meningiom
Sicaklik : 37°%
Substrat : 2-DG, 5 mM *—9

Hlicre silispansiyonu 1 saat 1.0 mM phloretin ile inkiibe edildi. g—0O

.



% alinam (cpm)

Hilcre tipi ¢+ Kobay beyni
Sicaklik : 37OC
Substrat : 2-DG

e—e 1 mM 2-DG
o—0 10 mM 2-DG

A—a 15 mM 2-DG
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Sekil 25,
Glukoz transportunun zamana bagimlilida
Hilcre tipi : Kobay beyni
sicaklik : 22
Substrat : 2-DG

o—e 1 mM 2-DG

O——0 10 mM 2-DC
A—a 15 mM Z-DG

06 -

a A 0/5

o 04

g 0.2 |
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Sekil 26.

Glukoz transportunun zamana badimlilidi
Hilere tipi : RKobay beyni
sicaklik : 4°¢
Substrat 2-DG
o—e& 1 mM 2-DG
C—0 10 mM 2-DG
A—aA 15 mM 2-DG
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Glukoz transportunun kobay beyin hiicrelerinde zamana
bagimlyi hizinin 5 dakikada hala artmakta oldugu gdzlenmek-
tedir. 37°C ve 22°C ta meningiom hiicrelerinin aksine yiik-
sek 2-DG konsantrasyonlarinda kisa zaman araliklarinda trans-
port hizinda yavaslama sz konusu dedildir. 4OC ta ise kon-
santrasyona bagimli olarak zamana karsi transport hizi sabit
kalmaktadir. Bu derecede 2-DG transportunun Slclilemeyecek
kadar diistik olduéuhu séylememiz miimkiin olabilir.-Kobay‘béy-
ninde 2—DG transportunun konsantrasyona bagli kinetigi hiper-

bolik bir karaktere sahiptir.

Kobay beyin hilicrelerinde de meningiom hiicrelerinde ol-
dugu gibi 2-DG transportu glukoz varlidinda inhibe olmakta-
dir. Her iki molekiil de ortak bir transport proteinine bag-

lanarak transporte olmaktadir. (Sekil 29)
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Sekil 27.

Glukoz transportunun konsantrasyon bafimlilaiga

Hiicre tipi : Robay beyni, Sicaklik: 370C; Trangport : 4 4.
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Sekil 28.
Glukoz transportunun konsantrasyon bagimliligdz
Hlcre tipi : Kobay beyni
S1icaklik : 22

Transport siiresi: 4 dakika
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Sekil 29.

Glukoz ve 2-DG transport rekabeti
Hilcre tipi : Kobay beyni
S1caklik : 37%
Substrat : 2-DG

O—O0 5 mM
e—@® 5 mM 2-DG (+) 40 mM glukoz

Transport deneyi 40 mM glukoz varlidinda gerceklesti.
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Kobay beyin hilcrelerinde 2-DG transport mekanizma-
sintn Phloretin ile nasil etkilendidini g&zlemek amaci ile
hiicre siispansiyonu meningiom hiicrelerinde oldudu gibi 1.0
mM phloretin varlifainda inkilbe edildi. Bunun sonucu olarak
kobay beyin hiicrelerinde de 2-DG transportunun Phloretin
ile inhibe oldugu g&dzlendi. Bu bulguda kobay beyninde glukoz
transportunun tagiyici protein varliginda kolaylagtirilmig

diflizyon ile gergeklesgtidine destek tesgkil etmektedir.

Gekil 30)
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Sekil 30.

Glukoz traanspertunun Phloretin ile inhibisyonu

Hilcre tipi : Kobay bevyni
Sicaklik : 37OC
Substrat s 2-DG O—0O 5 mM

e—® 5 mM 2-DG (+) L.0 mM phloretin
A—aA 10 mM 2-DG(+) 1,0 mM phloretin

-4 9=



 TARTISMA

Memeli hiicrelerinde bulunan transport sistemlerini ak-
tif transport ve kolaylagtirilmis diffizyon adi altinda genis

iki grupta toplamamiz mﬁmkﬁndﬁr.(Gg)

Birgok memeli hilicrelerinde aktif transport sistemleri direkt ola-
rak ATP (Adenosin trifosfat) hidrolizine ve/veya sodyum iyo-
nunun simportuna baglidir. Degigik sistemler ¢aligildikcga -
daha g¢egitli mekanizmalarin ortaya ¢ikabilecedi gz &niinde

tutulmalidir.

Su ve peolar olmayan molekiillerin hiicre icine gecisi
basit diflzyon mekanizmasi arac:iligi ile gerceklesir. Fakat
hiicre zar:i polar olan iyonlar, seker ve aminc asit gibi mo-
leklillere  de gegirgendir. Zarda yerlesmig transport protein-
leri bu gibi molekiillerin hiicre i¢ine tasinmasindan sorumlu-

durlar.(70)

Transport proteinleri son derece Gzglildiirler.
Insanlarda gbriilen bazi kalitsal hastaliklarin, b3brek veya
bafirsakta bulunan tasiyici protein mutasyonuna bagli oldugu
gbzleml bu proteinlerin Ynemine ve ayni :zamanda 6zgiilliiiine

igik tutmaktadlr.(7l)

Pasif transport mekanizmasi ile transport gergeklegti-
ren proteinler zarin ¢ift tabakasinda meydana getirdikleri
kanallar . araciligis ile fonksiyon gdrdiikleri igin bunlara
"Kanal proteinleri™ ad:i verilir. "Tagiyici protein" adi veri-

len proteinler ise substratil zarin diger cephesine kolaylag-
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tirzlmig diflizyon ydntemi ile transfer ederler. Aktif trans-
pert mekanizmasinda ise bazi tagiyici proteinler substratla-
r1 elektrokimyasal gradiente kargi tasiyip birer pompa fonksi-

yonu gérﬁrler.(vz)

S6zli edilen dedigik tip transpot mekanizmalarini agik-
lida kavugturmada kullanilabilecek ydntemlerden en &zglil ola-
ni radyoaktif igaretli tirevlerin kullanllmas;dlr.rBu calig-
mada kullanilan ydntem minimum seviyede endositézu uyardidi,
patlamis hilicreleri hesaba katmadidi, kisa silirelerde tayin
vapma olasi1ligi gibi {stlinliiklerinden dolayil secilmigtir.
Ayrica bu ydntem deJigik fraksiyonlardaki radyoaktivite top-
lamlari aracilaidi ile verim hesabi ve kontrol imkanlari da

getirmektedir.

Calismamizda meningiom hiicrelerinde 2-AIB asit transpor-
tunun doygunluda ulagan kolaylastirilmig diflizyon ydntemi ile
gergeklegtigi gdzlendi. (Sekil 6} Doygunluk bulgusu zarda yer-

lesmis bir tasiyici proteinin varlidini g&stermektedir.

Tagiyici protein mekanizmasi enzim-substrat reaksiyonu-
na benzZer bir y&ntemle ¢aligir. Her £a$1y1c1 proteinin &zgil
substrat: bagladidi bir bﬁlge.mevcuttur.,Bu bdlge tamamen dol-
duju zaman, transport hizi. fm@ksimuma ulagir ve doygunluk sz

konusudur.(73)

Meningiom hiicrelerinde transport hizinin zamana bagim-

11ligini inceledigimizde (Sekil 4,5) 10 ve 20 mM gibi yliksek
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2-AIB asit konsantrasyonlarinda iki dakika gibi ¢ok kisa
bir siirede transportun durmug oldudu gdzlenmektedir. Kobay
beyin dekusunda ise ayni zaman araliklarinda transport hale
devam etmektedir. (Sékil 7). Bu bulguya dayanarak tiim&r hiic-
re Ornegimizde normale kiyasla yliksek sustrat konsantrasyon-
larinda transportun g¢ok hizla gergeklestifini sSylememiz

mimkin olmaktadir.

Ayrica meningiom dokusunda yapilan 2-AIB asit trans-
port deneyleri, sigmoidal karaktere sahip bir kinetik edri

ortaya koymaktadir.(Sekil 6).

Kobay beyninde ise bu edri hiperbolik bir karektere
sahiptir (Sekil 8). Sigmoidal bulgu tagiyici proteinin subs-
tratl kooperatif bir sekilde baflandifini ve her baglanan
substrat molek{illiinlin proteinin konformasyonunda substrata
afinitesini artiracak gekilde olumlu bir dedigiklige yol ag-

t2dini gésterir.(74)

Burada diger bir olasilik da birden fazla tasiyici me-
kanizmasinin varlididir, ancak deneysel verilerde bunu des-

tekleyecek bir bulgu mevcut dedildir.

Yapisal olarak birbirlerine benzeyen substratlar ayni

tasiyici proteini kullanarak hiicre icine transfer olabilirler.
Substratlarin ayni proteinin baglanma bdlgesi igin rekabet et-
meleri wve birbirlérinin transportunu inhibe edebilmeleri tagi-
yici bir zar proteinin varligina igaret ettidi gikbi dedisgik

transport sistemlerinin karakterizasyonu agisindan da nemlidir.
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Galigmamizda 2-AIB asit transportunun inhibisyvon mekanizmasi

L-L8sin kullanilarak gézléndi. Meningicm hiicrelerinde L-Lésin
varliginda 2-AIB asit transportu inhibe edildigi halde, kobay
beyin hiicrelerinde kismi bir inhibisyon g&zlenebilmigtir (Se-

kil 9,10).

Bu bulguya dayanarak, meningiom hiicrelerinde 2-AIB agit
ve l&sin amino asidinin ayni tasiyici sistemi kullandiklarini

sOylememiz miimkiin olabilir.

Kobay beyninde ise bu iki amino asit farkli transport

sistemlerini kullanarak hiicre i¢ine alinmaktadirlar.

Meningiom doku OSrnedi bulma glicliiglinden = dolayi tek bir
amino asit ile gergeklegtirilen inhibisyon deneyleri, diger
grup amino asitlerle de gergeklestirilebilirse transport sis-
temlerinin karakterizasyonu ve transformasyon ile hiicre yiize-

yi iligkisi ag¢isindan Snemli olabilir.

2~pIB asit transportunun enerji bagimliligi metabolik
enerji zehirleri, Sodyum Azid ve 2,4 Dinitrofenol kullanila-

rak denenmigtir.(js)

Meningiom hiicrelerinde metabolik enerji bloke edildigi
zaman 2-AIB asit transportunun inhibe edildigi g&zlenmigtir.
(Sekil 11). Buna badli olarak bu amino asidin meningiom hiic-
relerinde ATP gerektiren aktif bir transport mekanizmasi kul-

landidir ileri sliriilebilir.
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Kobay beyninde ise Sodyum Azid ve 2,4 Dinitrofenol
transport aktivitesine herhangi bir etki yapmamistar. (Sekil
12). Bu da bu dokuda 2-AIB asit transportunun ATP gerektir--

medigini gbstermektedir.

Transport mekanizmalari ig¢in metabolik enerji kulla-
n1ldig: gibi, sodyum iyonunun elektrokimyasal gradienti de
bir gli¢ kaynagi olabilmektedir. Temelde bu iki kaynak bazi
yerlerde indirekt olarak birbirlerini destekler nitelikte-
dir.(76)

Bu hipoteze gbre sodyum iyonu ve substrat hilicre zarin-
dan "ko-transporte" olmaktadir. Sodyum gradienti ise ATP

hidrolizi gerg¢eklegtiren ATP ase araciligi ile korunabilmek-

tedir.

Kullandigimiz hiicrelerde 2-AIBR asit transportunun sod-
yum iyonuna badimliligi sodyum yerine stokiometrik Olgliler-

de kolin kullanilarak incelenmigtir.

Sodyum iyonundan ari transport ortaminda meningiom ve

kobay beyin hiicrelerinde inhibisyon g&zlenmistir (Sekil 13,14}.

Kobay beyin hiicreleri 2-AIB asit transportu ig¢in meta-
bolik enerji kullanmadiklari halde, sodyum iyonu,2-AIB asit
ile birlikte bir simport transport modeli igin gerekli ol-
maktadir. Meningiom hiicrelerinde ise transport mekanizmasi-
nin hem sodyum iyonuna hem de enerji (ATP} yve bafimla olmasi

iki ayri transport sisteminin varligini diiglindiirmektedir. Bu
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iki sistem ya ayni protein araciligi ile veya farkli prote-

inler araciligi ile birbirine bagli olmalidar.

Beyin hiicrelerinin enerji dengesi glukoz metabolizmasi
ile yakaindan ilgilidir. Yararlanma iskemi gibi durumlarda

(5)

ise glukoz temini daha da dnem kazanir.

Calismamizda yavas biiylyen iyi huylu bir beyin timdri
olan meningiom hiicrelerinde ve kobay beyin hilcrelerinde
glukoz transportu glukoz yerine beyin heksckinaz enzimi tara-
findan fosforile edilen fakat daha ileri metabolik safhalara
katilmayan 2-DG kullanilarak g¢aligsilmistir. 2-DG un glukoz
ile ayni tasaiyici sistemi kullandidini test etmek amaci ile,
transport denevleri glukoz varlifinda gergeklestirilmistir.
Meningiom ve kobay beyin hiicrelerinde glukozun 2-DG ile reka-
bet ettidi ve transportu inhibe ettidi gdzlenmistir (Sekil

22,29).

Bu bulguya dayanarak glukoz ve 2-DG un ayni tagiyicl
sistemi kullandiklarini kuvvetle ileri slirlilebilir. Ayni bul-

guya dayanarak, transport deneylerinde glukoz yerine bu anolog

kolaylikla kullanilabilir.

Meningiom hiicrelerinde, 37°c ta 2-DG transportu &lgilil-
mesi ¢ok zor bir hizda gerceklegtigi gdzlenmigtir. Bu nedenle
transport deneyleri daha diisiik sicaklikta tekrarlandi. Trans-
portun sicaklik bagimlilida 37°C, 220C ve 1°c ta gergeklegti-

rilen transport galigmalar:i ile arasgtirilda.
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37°%¢ ta Km dederi, kullanilan ybntemlerle Slciilmeye-
cek kadar diiglik olan transport kinetidi, 22°C de daha yiiksek

Vmax ve daha bilyilk bir Km deferi gtstermistir (Sekil 15,16).

Her iki sicaklik derecesinde de transport kinetigi
hiperbolik bir egriye sahiptir (Sekil 15,16). Bu bulgu zar-
da yerlegik bir tagiyici proteinin varlidina isaret etmekte-—

dir.

4°c ta ise meningiom hiicrelerinde doygunluk sdz konusu
degildir ($ekil 17). Kullanilan konsantrasyonlarda substrat.
transportunun pasif difiizyon ydntemi ile gergeklegtigini sby-

lememiz miimkiin olmaktadir.

Kobay beyin hilicrelerinde de transport, sicakliga badim-
11 olarak gergeklesmekte ve 37°% ve 22%'da meningiom hicre-
lerinden daha yavas doygunluda ulagmakta olan bir kinetik
ejrisi gSstermektedir (Sekil 27,28). Bu edriler hiperbolik
Gzellikte oldugundan bu derecelerde 2-DG transportunun ta-
¥§1y1c1 Protein araciligi ile gercgeklegtigini sbyleyebiliriz.
Ancak 4°C 'da elde edilen sonuglar transpcrtun konsantrasyon-
dan badimsiz olarak meydana geldigini g&stermektedir (Sekil 26)
Bu bulguya dayanilarak 4°C'da transportun gergeklesmedigini

diiglinebiliriz.

Sicaklilifa badimli olarak zar akigkanli§inda meydana
gelebilecek olan dedigiklikler, zarin diger fonksiyonlarini

etkiledikleri gibi transport proteinlerinin de fonksiyonlarini
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etkileyebilirler. Phloretin, glukozun kolaylastirilmisg
diflizyon yolu ile transpotunu inhibe eden bir kimyasal ajan-

dlr.(77)

Transport deneylerimizin sonucunda hem meningiom hem
de kobay beyin hiicrelerinde phloretin varligdinda 2-DG trans-

portunun inhibe oldugu gdzlenmigtir ($ekil 29,30).

Doygunluk ve glukoz ile rekabet bulgularinin yani sira
phloretin ilé inhibisyonun g&zlenmesi 2-DG un meningiom ve ko-
bay beyin hiicrelerinde kolaylagtirilmsg difiizyon mekanizmasai
ve tagiyici protein varliginda gerceklestigini destekler ni-
teliktedir. Glukoz kinetik caligmalar:i 4°C de haricinde menin-
gom ve kobay beyin hiicrelerinde benzerlikler tasimaktadir.
Elde edilen bulgularimiza dayanarak, iki tip hiicre arasindaki
farkli sonuglarin tasiyicr proteinlerinden
daha ¢ok zar fosfolipid yapisaindaki farkliliklard bagla
olarak ortaya ¢ikmis olabilecedi diigtiniilebilir. Bu sistemin
daha yeterli bir bigimde karakterizasyonu i¢in sodyum ve meta-

bolik enerji bagimlilidini ¢aligsmamiz gerekmektedir.

Amino asit transport kinetiklerine gelince, iki hiicre
tipinde hem tagiyici sistemler hem de enerjiye bafimli meka-

nizmalar agisindan farkliliklar mevcuttur.

Literatlirde meningiom hiicrelerinde yapilmigs transport
¢aligmalari, glutamat transportu ile ilgilidir. Daha kapsam-

11 galismalara rastlanmadigindan calismamizda elde ettifimiz
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scnuglar &n bulgu nitelifindedir.

Meningom hilicre zarinda yapisal Szellikleri incelemek

Gzere elektron mikroskopi galigmalar:i dederli olabilir.

Ayrica meningiom hilcre zarindaki. ¢esitli grup amino
asitlerin transport sistemlerinin karakterizasyonuna iliskin
¢aligmalar planlanmaktadir. Sicakl:ilik farki ile meydana ge-
len glukoz téransportu kineti@indéki farkllllklar zérln ya-
pPisi ve fonksiyonu arasinda Snemli bir iligkiye 1sik tutmak-
tadir. Bu nedenle, tagiyici proteinin izolasyonu ve karakter-
izasyonuna y&nelik ¢aligmalar neoplastik hiicrelerin =zar-
larinda meydana gelen de§isiklikleri inceleme agisindan ya-

rarli bilgiler verebilir.
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OZET

Hicre zari hiicrenin canliligan: korumasi agisindan
gok Snemli bir organeldir. Kanserlegme olgusuyla birlikte
diger organellerde oldudu gibi hiicre zarinda da vapisal ve

fonksiyonel bir takim dedigiklikler ortava gikar,

Caligmamizda iyi huylu bir santral sinir sistemi timd-
rii olan meningiama da glukoz ve amino asit transport haz ve
kinetigini galigsarak transformasyona udramig hiicre zari hak-
kinda bilgi edimmeye ¢aligtik. Normal meninks zari temini
gl¢liigd kérg:.s:..nda kontrol doku olarak kobay beyni kullan-

1ldz.

Caligmamizi radyoaktif igaretli tiirevler (2-Deocksi-D-
(1°H) glukoz), 2-Amino (11%C) Isobutirik Asit) kullanarak

gergeklestirdik,

Amino asit transportunun menirgiom hiicrelerinde tasgi-
vici hir protein varlifinda gergeklestidini ve substratin
bu proteine kooperatif bir bigimde baglandiFini gdzledik.

Bu transport Slistemi ﬁa iyonuna ve metabolik enerjiye bagim-
11 oldudu ve L-L8sin ile ayni tasiyici sistem oldugu da ki-

netik galigmalardan elde edilen bulgular arasinda.

Koba.jr beyin hiicrelerinde ise amino asit transportunun
meﬁingicm hilcrelerinde oldudu gilki tagiyici protein varligin-

da gerceklegtigini fakat substratin kooperatif baglanma &Szel-
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1i§i olmadi§ini gtzledik, Ayrica yliksek substrat seviyele-
rinde, meningiam hiicrelerinin aksine transport kinetiginde
doygunluk gdzlemnmedi, Kobay beyninde amino asit transportu
Na' iyomuna badli oldugu halde, metabolik enerji gerektirme-

di; ve L-Ldsin ile kasim inhibisyona ugradi,

Glukoz transportu ise hem meningiom hiicrelerinde hem
de kobay beyninde sicaklik bagamli olarak gergeklesti. Her.
iki sistemde dé 2-Deocksi-D=-glukoz transportu D-glukoz ile
inhibe edildi. Bu kilgu tagiyici bir protein varlidini orta-
va koydugu gibi, lu anolofun glukoz yerine kullanilabilecedi-
ni de ispatlamig oldu., Bu tasiyici protein varlifainda gergek-
legen glukoz trangport sistami, hem meningiom hiicrelerinde
han & kobay beyninde phloretin wvarliginda inhibe edildi, bu
bulgu da transport mekanizmasinin tagiyici protein varlifainda
kolaglagtarilamaz diflizyon aracilig:r ile gergeklestigini gds-

termede yardamcai oldu.
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