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OZET

GLiIKOZ VE ASPARTAM METABOLIZMASININ
NOROBLASTOMA SH-SY5Y HUCRELERINDE
KARSILASTIRMALI ANALIZi

Aysel SEN
Yiiksek Lisans, Beslenme ve Diyetetik
Tez Danigsmani: Dr. Ogr. Uyesi Hiiseyin ABDIK

Agustos, 2023 - 80 Sayfa

Calismanin amaci aspartam- kanser iliskisinin yeni bir bakis agisiyla incelenmesidir.
Bu ¢aligmada SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerine bes gilinliik hiicre canliligr testi i¢in
4,5 g/L Glukoz (kontrol) veya ayni kalori degerine sahip 1 g/L Glukoz + Aspartam
uygulanmistir. Sonug olarak aspartam eklenmis grup kontrol grubuna goére 72 saat
sonra hiicre canliliginda 6nemli bir azalma gostermistir. Daha sonra hiicreler ekilmis,
ayni islemler uygulanmis ve hiicreler 72 saat sonra RNA izolasyonu igin toplanmuistir.
Aspartam maruziyeti kontrol grubuna gére AKT, BCL-2, CNCD1 ve NF-kB gen
ekspresyonlarinda anlamli azalmaya neden olurken, CASP3 ve CASP7'de herhangi bir
degisiklik gostermemistir. Her iki kosulda da hiicrelerin koloni olusturma yetenegi
degerlendirildiginde, boyama isleminden sonra hiicrelerden tekrar toplanan kristal
viyolenin absorbans degerleri arasinda fark bulunmazken, aspartam eklenen grupta
koloni sayist daha az olmustur. Ayrica, ¢izik deneyinde kontrol grubu, 24 saat sonra
aspartam eklenmis gruba gore onemli dl¢lide daha yiiksek yara kapanma yiizdesine
sahip bulunmustur. Bu Sonuglara gore, SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerinin 1 g/L
Glukoz + Aspartam yerine 4,5 g/L Glukoz varliginda daha fazla ¢ogalabildigi, ilgili
genlerde yiiksek ekspresyona sahip oldugu, koloni olusturma ve migrasyon
kapasitelerinin de aspartam ilavesine gore sadece yliksek glukoz alimi sirasinda arttigi
gosterilmistir. Ancak bunun kanser hiicrelerinde aspartam metabolizmasi nedeniyle
ortaya c¢ikan metabolitlerle ilgili olup olmadigi belirsizdir. Metabolik yollarin

aydinlatilmasi icin detayli calismalara ihtiya¢ vardir.
Anahtar Kelimeler: Glukoz, Aspartam, Kanser, Noroblastoma, Metabolizma
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ABSTRACT

COMPARATIVE ANALYSIS OF GLUCOSE AND ASPARTAM
METABOLISM IN NEUROBLASTOMA SH-SY5Y CELLS
Aysel SEN
Master, Nutrition and Dietetics
Thesis Advisor: Asst. Prof. Dr. Hiiseyin ABDIK
August, 2023 - 80 Pages

The aim of the study is to examine the aspartame-cancer relationship from a new
perspective. In this study, 4,5 g/L Glucose (control) or 1 g/L Glucose + Aspartame
with the same calorie value were applied to SH-SY5Y neuroblastoma cells for a five-
day cell viability test. As a result, the group with aspartame added showed a significant
decrease in cell viability after 72 hours compared to the control group. Then, the cells
were planted, the same procedures were performed, and the cells were collected for
RNA isolation after 72 hours. Aspartame exposure caused a significant decrease in
AKT, BCL-2, CNCD1 and NF-kB gene expressions compared to the control group,
while it did not show any changes in CASP3 and CASP7. When the colony-forming
ability of the cells was evaluated under both conditions, there was no difference
between the absorbance values of the crystal violet collected from the cells again after
Decolonization, while the number of colonies was less in the aspartame added group.
In addition, the control group in the scratch experiment was found to have a
significantly higher percentage of wound closure after 24 hours than the aspartame-
added group. According to these results, it has been shown that SH-SY5Y
neuroblastoma cells can multiply more in the presence of 4,5 g/L Glucose instead of 1
g/L Glucose + Aspartame, have high expression in related genes, and their colony-
forming and migration capacities increase only during high glucose intake compared
to the addition of aspartame. However, it is unclear whether this is related to the
metabolites that occur due to aspartame metabolism in cancer cells. Detailed studies

are needed to elucidate metabolic pathways.

Keywords: Glucose, Aspartame, Cancer, Neuroblastoma, Metabolism
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BIiRINCI BOLUM
GIRIS

Gida se¢imi ve tiiketimi insan igtahinin ve besin aliminin diizenlenmesinde 6nemli bir
yer almaktadir. Genellikle bir gidanin kabuliinii veya reddini belirleyen, tath tat
tercihidir (Drewnowski vd., 2012). Yiizlerce yildir insan diyetleri meyveler, sebzeler
ve bal gibi ¢esitli gidalardaki dogal sekerleri igermektedir. Bununla birlikte 18.
Yiizyildan itibaren seker pancari ve seker kamisindan siikroz (sofra sekeri) elde

edilmesi, siikrozu en ¢ok kullanilan tatlandirict haline getirmistir (Saraiva vd, 2020).

Son birkag yiizyil icerisinde gidalardaki seker igeriginin artmasi, sekerin daha ¢ok sivi
halde tiiketilmeye baslanmasi gibi degisiklikler nedeniyle insanlarin sekere maruz
kalmasi1 6nemli 6lgiide degismistir (Bray vd., 2004). Degisen maruziyetle birlikte artan
obezite oranlarini ve saglik problemlerini tersine ¢evirebilmek i¢in hem enerji alimin
azaltmaya hem de enerji harcamasimi arttirmaya odaklanan stratejiler ortaya
cikmaktadir. Ilave olarak, kilonun saglik sonuglariyla ilgisi bireyleri kilo alimim
onlemek veya kilo vermek i¢in saglikli davranislar benimsemeye yoneltmektedir (Bish
vd., 2007). Kilo vermeye g¢alisanlar arasinda kalori azaltmak yaygin ve etkili bir
davranig olarak goriildiiglinden gilinlimiizde diisiik enerji yogunluguna sahip veya
sekersiz yiyecekler popiiler hale gelmektedir (Kruger vd.,2004; Wharton vd., 2020; de
la Hunty vd., 2006). Bu durum gida endiistrisinin arz taleplerini kargilamak amactyla
ve tatli tad1 korurken diyetin enerji degerini diislirmenin potansiyel bir yontemi olarak
gida formiilasyonlarinda alternatif tatlandiricilara yoneltmektedir (Castro-Mufioz vd.,
2022; Wilk vd, 2022). Insan diyetlerinin énemli bir parcasi olan tatlandiricilar, dogal
olarak bulunabilir veya gidaya sonradan eklenebilir. Kaynaklarina gére dogal veya
sentetik (yapay), besin degeri bakimindan kalorili veya kalorisiz sekilde

siiflandirilabilir.

Aspartam, yillik 3000-5000 ton iiretimiyle en yaygin kullanilan yapay tatlandiricidir
(Landrigan & Straif, 2021). Bu kadar popiiler kullanimi siikrozdan 200 kat daha tatl
olmasi ve diisiik kalori igerigi sayesindedir. Sakizlar, tathilar, yogurtlar, vitaminler,
ilaglar ve diyet igecekleri dahil olmak iizere 6000'den fazla gidada bir bilesen olarak
kullanilan aspartamin onerilen gilinliikk alim miktar1 ise giinde 40-50 mg/kg’dir.

(Choudhary vd., 2018; Renwick vd., 2007). Aspartam, bagirsak liimeninde ii¢ ana



metaboliti olan fenilalanin (%50), aspartik asit (%40) ve metanole (%10) tamamen
hidrolize edilir (Humphries vd., 2008). Sonrasinda metanol metabolize olarak
formaldehite indirgenirken aspartik asit ve fenilalanin amino asit havuzuna katilir
(Choudhary ve digerleri, 2018). Aspartik asit ve fenilalanin nérotoksik, formaldehit
ise sitotoksik olarak degerlendirilmektedir (Humphries vd., 2008). Aspartam
tilketiminin kanser riskini arttirdigi, beyni olumsuz etkiledigi ve oksidatif stresi

arttirdig1 yoniinde ¢alismalar vardir (Griebsch vd., 2023).

Hizla ¢ogalan kanser hiicresi metabolik taleplerini glikoliz, pentoz-fosfat yolu (PPP)
ve trikarboksilik asit dongiisii (TCA) ile karsilar. Tiimor hiicre proliferasyonu igin
gerekli birincil metabolik yol olan glikoliz, aerobik glikoliz veya Warburg etkisi olarak
anilir ve tiimoriin oksijen mevcudiyetinden bagimsiz olarak glukoz kullanip laktat
tiretmesiyle karakterizedir (Vasan vd., 2020). Ancak tiimor hiicrelerinin biiytimesi igin
solunum ve diger mitokondriyal aktiviteler gereklidir (DeBerardinis & Chandel,
2016). Timor hiicrelerinin TCA dongiisiine katilmak i¢in yiiksek glutamin arzina ve
kullanimmna sahip oldugu bilinmektedir (Altman vd., 2016). Ayrica hiicre
solunumunun ¢ogalan hiicrelerde ©nemli bir islevinin aspartat sentezi oldugu
savunulmustur (Sullivan vd., 2015). Aspartat protein ve amino asit sentezini
destekleyerek tiimor hiicrelerinin  ¢ok sayidaki ihtiyacin1 karsilar, hiicrenin
proliferasyonu ve canliligini siirdiirmesinde onemli rol oynar. Tiimérlerin metabolik
yollarinin daha iyi anlagilmasi, anti-kanser tedavilerinin daha etkili olabilmesi i¢in
onemlidir (Helenius vd.,2021).

Kanser hem yetiskinlerde hem de ¢ocuklarda 6nde gelen 6liim nedenlerinden biri
olarak tiim diinyada 6nemli bir halk saglhig1 sorunudur. Ancak pediatrik kanserler daha
nadir goriilmektedir (Kattner vd., 2019). Cocukluk ¢ag1 kanserleri temelde gelisimsel
proteinlerin ekspresyonu ve regiilasyonundan kaynaklanan diizensiz gelisim
hastaliklaridir (Scotting vd., 2005). Bunlar arasinda ndroblastoma, ndral krest
hiicrelerinden koken alan sempatik sinir sistemi kanseridir ve pediatrik kanser

oliimlerinin yaklasik %10-15'inden sorumludur (Anderson vd., 2022).

Tiim6r mikrogevresindeki besin mevcudiyetinin etkilerinin anlagilmasi ve biiylimeyi
tesvik eden sinyal aglarinin aydinlatilmasi kanser terapisinde onemli yer almaktadir
(Muir & Vander Heiden, 2018). Kalori kisitlamasinin ve diisiik glukoz seviyelerinin
kanserin biiylimesini ve ilerlemesini engelleyebilecegine dair artan kanit vardir

(Ibrahim vd., 2021). Bununla birlikte giiniimiizde seker yerine siklikla alternatif olarak
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kullanilan aspartamin tiimor hiicresinde esit kalori degeri igeren kiiltiir kosullarinda
glukoz benzeri metabolizmaya ve etkiye sahip olup olmadigini degerlendiren bir

calisma bulunmamustir.

Bu ¢alismanin amaci, glukoz ve aspartam metabolizmasinin néroblastoma SH-SY5Y
hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri ve etki mekanizmalar karsilagtirmali olarak
analiz etmek ve boylece besin maddelerinin fizyolojik seviyelerinin timor hiicresi
metabolik siireclerini nasil etkiledigi hakkindaki bilgilerin daha iyi anlasilmasina

katkida bulunmaktir.



IKINCi BOLUM

TATLANDIRICILAR VE KANSER

Bu kisimda tatlandiricilar siniflandirilarak tanimlanmis ve cgesitleri belirtilmistir.
Bunlar arasindan aspartam ve glukoza odaklanilarak hastaliklarla iligkisi yapilan
caligmalarla agiklanmis ve kanserin dnemine dikkat ¢ekilmistir. Kanserde degisen
hiicre metabolizmas1 ve ilerlemesinde glukozun 6nemi aciklanmaya caligilmistir.
Ayrica caligmamizda kullanilan hiicre hatti noroblastoma SH-SYSY hiicreleri
oldugundan dolay1 cocukluk ¢agi kanserlerinden biri olan néroblastomanin patogenezi

ve tedavi yontemleri belirtilmistir.

2.1. Dogal Tatlandiricilar
2.1.1. Dogal Tatlandiricilarin Tanim ve Cesitleri

Bitkilerin ¢igek, yaprak, kabuk ve koklerinden elde edilen tatlandiricilardir. Dogal
kaynaklardan seker ikamelerin aranmasi yogun tathi bir tada sahip maddelerin
kesfedilmesine yol agmistir. Bunun sayesinde yiiksek miktarda seker, poliol veya diger

tatl bilesenler iceren yaklasik 150 bitki materyali bulunmustur (Priya vd, 2011).

Dogal tatlandiricilar, karbonhidratlar, seker alkolleri (polioller), amino asitler,
proteinler, terpenoid glikozitler ve bazi polifenoller gibi genis kapsamli bilesikleri
kapsar (Saraiva,vd., 2020). Tablo2.1’de dogal tatlandiricilarin genel Ozellikleri

gosterilmistir.

Tablo 2.1: Dogal Tatlandiricilarin Genel Ozellikleri

Tatlandiricr | Kimyasal EFSA | Tatlandirma | Kalori QI isemik

Formiilii Kodu Giicii Degeri Indeksi
(kcal/g)

SEKERLER

Glukoz C6 H1206 - 0.75 4 100

Fruktoz C6 H1206 - 1.7 23

Siikroz C12H22011 | - 1.0 65

Maltoz Cl12H22011 | - 0.3 105

Laktoz Cl12H22011 | - 0.15 45

SEKER ALKOLLERI

Eritritol ‘ C4 H1004 E968 0.6-0.8 2,4 0




Sorbitol C6 H1406 E420 0.5-0.7 9
Mannitol C6 H1406 E421 0.5-0.7 0
Ksilitol C5 H1205 E967 1.0 13
izomalt C12H24011 | E953 0.45-0.65 9
Maltitol C12H24011 | E965 0.9 35
Laktitol C12H24011 | E966 0.3-0.4 6
DIiGER DOGAL TATLANDIRICILAR
Stevia C38H60018 | E960 200 0 0
Glikozitleri
Taumatin Polipeptit E957 2000 4 0
(207amino
asit)

Kaynak: Grembecka, 2015

Karbonhidratlar enerji sagladiklarindan dolay1 besleyici ve en yaygin dogal
tatlandiricilardir. Karbonhidratlari basit (monosakkaritler; glukoz, galaktoz, fruktoz —
disakkaritler; stikroz, laktoz, maltoz) ve kompleks karbonhidratlar (nisasta, glikojen)
olarak smiflamak miimkiindiir. Gidalarda dogal halde bulunduklari gibi gidalarin
islenmesi ve hazirlanmasi sirasinda ilave seker olarak da eklenebilirler. Hem mono-
hem de disakkaritler (siikroz, fruktoz, glukoz, nisasta hidrolizatlari, glukoz surubu ve
yiiksek fruktoz surubu) ilave seker olarak kullanilabilirler (Grembecka vd., 2015).
Glukoz ve Fruktoz, gida endiistrisi tarafindan dogal tatlandiricilar olarak yaygin
sekilde benimsenen iki monosakkarittir. Ozellikle yiiksek fruktozlu suruplar yaygin
olarak kullanilmaktadirlar (Chéron vd., 2019). Tim sekerler ayni bagirsak

bolgelerinden emilirler ve yaklasik olarak 4 kcal/g enerji verirler.

Dogada ender bulunan monosakkaritler ve bunlarin tiirevleri olarak adlandirilan nadir
sekerler, son zamanlarda alternatif tatlandirict kategorisinde degerlendirilmektedir (L1
ve digerleri, 2013). Bunlar arasinda D -aliiloz ( D -psikoz), D -tagatoz , D -sorboz ve D
-alloz seker ikamesi olarak kullanilmaktadir (Li ve digerleri, 2013). D- alliiloz
sakkaroza kiyasla %70, D-tagatoz %92, D-sorboz %70 ve D- alloz %80 tatliliga
sahiptir. Bu tatlandiricilar viicutta metabolize edilmediklerinden veya c¢ok az

metabolize olduklarindan dolay1 6nemli kalorileri yoktur (Mooradian vd., 2017)

Seker alkolleri (polioller), hidrojene karbonhidratlardir (Livesey, 2003). Meyve,
sebze, mantar ve yulafta dogal olarak diisiik miktarlarda bulunurlar. Sekerlerin aksine
gida katki maddeleri olarak kabul edilmektedir. Gidalarda en yaygin kullanilan

polioller sorbitol, ksilitol, maltitol, mannitol, eritritol, izomalt ve laktitol’diir



(Grembecka, 2015). Kat1 kristal formda ya da suruplar halinde temin edilebilirler.
Siikroza karst daha az enerji saglamalarini yani sira, diisiik glisemik indekslere
sahiptir. Avrupa Komisyonu 2,4 kcal/g'lik bir kalori degeri onerirken, Amerikan

Deneysel Biyoloji Dernekleri Federasyonu ise 1,6 ila 3,0 kcal/g arasinda degisen

kalorifik degerler bildirmistir (Ghosh & Sudha, 2012).

Stevia Rebaudiana bitkisi yapraklarindan elde edilen 30’dan fazla steviol glikozit
vardir. Bunar arasinda Steviosid ve Rebaudioside A en yaygin bilinen glikozitlerdir
(Gasmalla ve digerleri, 2014). Yiiksek sicakliklarda kararli olduklarindan dolay1 (200
°C’ye kadar) firincilik iiriinlerinde, ¢aylarda, ilaglarda, yiyecek ve i¢ceceklerde yogun
tatlandiric1 olarak kullanilirlar. Giinde 4 mg/kg tiiketimi insan saglig1 i¢in giivenli

bulunmustur (Grembecka, 2015).

Miraculin, monellin, taumatin, mabinlinler, pentadin, curculin ve brazzein gibi tath
proteinler dogal seker ikameleri olarak ilgi ¢ekmektedir. Bunlar arasinda en iyi
karakterize edilen ise taumatindir. Taumatin, Thaumatococcus daniellii meyvesinden
ekstrakte edilen bes proteinin (thaumatin I, I, III, a, b) karistmidir (Fry, 2012). Bu
tatlandiricinin metabolizmasi, diger diyet proteinlerine esdeger olarak, 4 kcal/g enerji
saglar. Ancak yogun tatliliga sahiptirler ve gidalarda ¢ok az miktarlarda kullanildiklari
i¢in enerji degerleri ihmal edilebilir diizeydedir (Swiader vd., 2019).

2.1.1.1. Glukoz

Glukoz bir aldo-heksozdur. Son karbon atomu tizerinde bir aldehit grubu bulunurken
monosakkarit igindeki diger karbon atomlar1 hidroksil grubu igerir (Qi ve Tester,
2019). Nisasta, maltodekstrinler ve misir surubunun bilesenleri arasinda olan glukoz
dogal bir tatlandirici olarak kullanilmaktadir. Tatlandirma giicii siikrozun %70°1 kadar
ve kalori degeri ise 3,8 kcal/g’dir (Isgdren ve Sungur, 2019). Sekil 2.1°de glukozun

kimyasal yapis1 gosterilmistir.
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Sekil 2.1: Glukozun Kimyasal Yapisi

Kaynak: Qi ve Tester, 2019

2.1.1.2. Glukoz Metabolizmasi

Glukoz en onemli enerji kaynagi olarak kabul edilir. insan metabolizmasindaki
glukozun ¢ogu, glikoliz, trikarboksilik asit dongiisii (TCA) ve mitokondriyal oksidatif
fosforilasyon araciligiyla enerji saglar (Chandel, 2021). Glikoliz bulunan ilk metabolik
yoldur ve glukozun iki adet piruvat molekiiliine indirgenmesini ifade eder. Sonrasinda
piruvat oksijen mevcudiyetine gore Asetil-CoA'ya oksitlenir veya laktata dontisiir
(Chandel, 2021).

Glikolize alternatif olan pentoz fosfat yoluyla niikleotit, yag asitleri ve amino asit
biyosentezi igin onciiler saglanir (Stincone vd., 2015). Ayrica heksozamin yolu ile

hiicre zarlarinin bileseni olan glikolipid ve glikoprotein {iretilir.

Kandaki glukoz seviyesi en Onemli homeostatik parametrelerden biri olarak
glukoneojenez ve glikojenolizle korunur. Insan metabolizmasi glukoz bollugunda
bunu glikojen olarak biriktirebilirken (glikojenez), aglik veya asir1 metabolik ihtiyag
durumlarinda depolanmis glikojeni glukoza cevirebilir (glikojenoliz) veya glukoz
sentezi (glukoneojenez) yapabilir (Cherkas vd, 2020; Chandel, 2021).



Glikojen
Glikojenez Tl Glikojenoliz

Glukoz-1-fosfat

!

Glukez —m——>» Glukoz-6-fosfat — Pentoz Fosfat Yolu
Fruktoz-6-fosfat - » Heksozamin Yolu
/ \
¥  J
Glikolipidler Glikoproteinler
Fruktoz-1,6-bifosfat Trigliseritler

!

Trioz fosfat <« Gliserol

Glukoneojenez Glikoliz

v

Plruvat —» Laktat

Asetll CoA Asetil-CoA

Oksaolasetat

Oksaolasetat Sitrat ——» Sltrat

Dongusu

Siksinat

Sekil 2.2: Glukoz Metabolizmasina Genel Bakis

Kaynak: Chandel, 2021

Ayrica insiilin, glukagon, leptin, adiponektin basta olmak iizere hormonlarin karmagsik
bir etkilesimi, organizmada gerekli glukoz seviyelerini ve enerjiyi saglamak amaciyla
metabolik ayarlarda rol oynar (Perry vd., 2018). Endokrin sistemin glukoz gibi besin
maddelerini esik degerler iginde tutamamasiyla birlikte bagisiklik sisteminin
islevselligi bozulur (Wensveen vd., 2021). Birgok hastalikta glukoz metabolizmasinda
ciddi degisiklikler meydana gelir. Hareketsiz yasam tarzina ek olarak besinlerin
karbonhidrat igeriginden kaynaklanan asir1 glukoz yiikii, obezite, metabolik sendrom,
tip 2 diyabet, ateroskleroz, hipertansiyon ve kanser gibi bulasici olmayan hastaliklarin

artisina neden olmustur (Williams vd., 2016)



2.2. Yapay Tatlandiricilar

2.2.1. Yapay Tatlandiricilarin Tanimi, Cesitleri ve Kullanimlar:

Seker ikameleri veya sekersiz tatlandiric1 olarak da bilinen yapay tatlandiricilar,

gidadaki sekerin tat tizerindeki etkisini taklit eden katki maddeleridir (Castro-Muifioz

vd., 2022). Ayrica, besleyici olmayan tatlandirici, kalorisiz/diisiik kalorili tatlandirici

veya yogun tatlandirici olarak da anilmaktadirlar (Sharma vd., 2016). Cok az veya sifir

kalori saglarken tatli tat arzusunu tatmin etmenin bir yolu olarak, giderek daha fazla

tiketilmektedirler (Yunker vd., 2021).

Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ila¢ Idaresi (US-FDA) tarafindan, insanlarda

kullanima uygun alt1 adet yapay tatlandiric1 (sakarin, aspartam, sukraloz, neotam,

asesiilfam-K ve stevia) onaylanmis ve bunlar genellikle giivenli olarak (GRAS) kabul

edilmislerdir. Yaygin olarak kullanilan diger iki ajan, Gliney Amerika, Cin ve

Avustralya'da kullanim i¢in onaylanmig alitame ve ABD hari¢ 50 iilkede kullanilan

siklamattir. Timii farkli kimyasal siniflardan maddeler icerir ve sakarozdan 300—

13000 kat daha tathidir (Lange vd., 2012). Bu sayede tatlilar, konserveler, siit tiriinleri

ve igecekler gibi ¢ok cesitli islenmis gidalarda kalorili tatlandiricilardan ¢ok daha

diisik  konsantrasyonlarda

kullanilarak

‘sekersiz’

veya

“diyet’

olarak

pazarlanmaktadir. Tablo 2.2°de onaylanmis yapay tatlandiricilar ve kullanim alanlar

belirtilmistir.

Tablo 2.2: Onaylanmis Yapay Tatlandiricilar

Genel Ticari Bilinen Molekiiler | Tathhik | ADI Yaygin
Kimyasal | Unvan Metabolitler Agirh@ (mg/kg) | Kullanim
Adi (g/mol) Alanlar1
Asesiilfam | Sunett, Yok 163.15 200 kez | 9 Dondurulmus
K Sweet One | (metabolize tathilar, sekerler,
degil) icecekler, unlu
mamuller
Aspartam | Equal, Metanol, 294.31 200 kez | 40-50 Masa usti

NutraSwee | aspartik  asit, tatlandirici,

t fenilalanin sakiz,
kahvaltilik
tahillar

Advantam | - - 476.52 20000 32.8 Genel  amagh
kez tatlandirici,
lezzet arttirica,
unlu mamuller
Neotam Newtame Metanol 387.47 7000— 0.3 Pismis tirlinler
13 000
kez




Sakarin Sweet’N 0-siilfamoil 183.19 200-700 | 15 Icecekler,
Low, benzoik asit kez meyve suyu
Sweet icecekleri,
Twin, yemek pisirme,
Necta masa usti
Sweet kullanim
Siikraloz Splenda Yok 397.63 ~600 15 Unlu mamuller,
(metabolize kez icecekler, sakiz,
degil) jelatinler,
dondurulmus
siitlii tathilar

Kaynak: Lange vd., 2012; Ahmad vd., 2020

2.2.2. Aspartam

Aspartam, tat arttiric1 ve genel amagli tatlandirici olarak FDA tarafindan onaylanmis

E951 numarali gida katki maddesidir. James M. Schlatter tarafindan antiiilser ilag

aragtirmasi yaparken parmagini yalamasiyla tesadiifen kesfedilmistir (Czarnecka,
2021). Siikrozdan yaklagik 200 kat daha tatlidir. Beyaz, kristal toz halindedir ve

kokusuzdur. Genel 6zellikleri Tablo 2.3’te belirtilmistir.

Tablo 2.3: Aspartamim Genel Tanimi ve Ozellikleri

Di1s Goriiniis Beyaz, kristal toz

CAS Numarasi 22839-47-0

Kimyasal Formiil CuH$N205

EINECS Numarasi 245-261-3

Gidada Islevi Tatlandirici; seker ikamesi

INS Numarast 951

Molekiiler Agirlik 294.31

NAS Numarasi 1013

Kokusu Kokusuz

Kisitlamalar Fenilketoniiri hastalari i¢in fenilalanin igerdigine dair etiket
kisitlamalari vardir.

Es Anlamlilart 3-Amino- N- (a-karboksifenetil) siiksinamik asit N -metil ester,

stereoizomer; APM; Aspartilfenilalanin metil ester; N - L -a-
Aspartil- L- fenilalanin 1-metil ester; Nutrasweet®; Equal®;
Canderel®; Sanecta™; Tri-Sweet™; E951; Dipeptit tatlandirici;
Metil aspartilfenilalanat; 1-Metil N - L -a-aspartil- L -fenilalanin;
L -Fenilalanin, N - L -a-aspartil-, 1-metil ester (9Cl);
Siiksinamik asit, 3-amino- N- (a-karboksifeniletil)-, N -metil
ester, stereoizomer; tatl dipeptit; aspartam; Acraptam

Kaynak: Burdock vd, 1996
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2.2.2.1. Aspartamin Kimyasal Yapisi1 ve Metabolizmasi

Aspartamin kimyasal ad1 N-L-a-Aspartyl-L-phenylalanine 1-methyl esterdir. Ampirik
formiilii C14H18N20s ve molekiil agirligi 294,31 g/mol’diir (Rowe vd., 2013). Kimyasal
yapisi Sekil 2.3°te gosterilmistir.

O
GYj)l\ OCH;4
N
OH NH, ]

Sekil 2.3: Aspartam Kimyasal Yapisi
Kaynak: Chattopadhyay vd., 2014

Diger yapay tatlandiricilarin aksine aspartam gastrointestinal sistemin baglangicinda
hizla emilir (Wilk vd., 2020) ve viicutta metabolize olur. Bu sayede 1 grami yaklasik
4 kcal enerji saglar. Aspartam, ince bagirsakta amino asitlere (fenilalanin, aspartik asit)
ve metanole hidrolize edilir (Burgert vd., 1991). Metanol daha sonra karacigerde
metabolize olarak formaldehit ve formik asite indirgenir. Aspartik asit, alanin ve
oksaloasetata; fenilalanin ise esas olarak tirozine, daha az miktarda feniletilamin ve
fenilpiruvata metabolize edilir (Choudhary vd., 2018). Periferik dokudan alinan
bilesenler protein sentezi ve metabolizmasi i¢in kullanilir ve kolona ulagsmadan

viicuttan atilir (Magnuson vd., 2016).

2.2.2.2. Aspartamin Mevcut Kullanimlari

Aspartam ilk olarak 1981°de kuru gidalarda, ardindan 1983’te gazli iceceklerde
kullanim1 i¢in FDA tarafindan onaylanmistir (Garriga& Metcalfe, 1988). Su anda
Diinya c¢apinda 90’dan fazla iilkede ve 6000’den fazla iiriinde tatlandiric1 olarak
kullanilmaktadir (Magnuson vd., 2006). Gidalarda yaygin kullanimina ek olarak bazi
ilaglarda tatlandirici olarak da bulunan aspartam, Equal® markasi altinda masa {istii
tatlandirict olarak ve NutraSweet®, Canderel®, Sanecta™, Tri-Sweet™ gibi gida

tirtinlerinde bilesen olarak satilmaktadir (Shankar vd., 2013).
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Aspartam metabolizmas1 sonrasi fenilalanin metaboliti olugtugundan dolayi, kalitsal

bir hastalik olan fenilketoniiriden (PKU) muzdarip kisilerin aspartam tiiketmemesi

gerekir (Chattopatyay vd., 2014). Bununla birlikte fenilketonurili bebegi emziren

annelerin aspartamla tatlandirilmis yiyecek ve igeceklerden aldigi tipik miktarlarin

bebekler i¢in herhangi bir ek risk olusturmadigi, ancak kusma riskini arttirabilecegi

bildirilmistir (Aspartame, 2021; Huang vd., 2021). FDA tarafindan aspartam kullanimi1

onaylanan gida gruplari ve kullanim limitleri Tablo 2.4’te belirtilmistir.

Tablo 2.4: Aspartam Takviyesi I¢in Onaylanmis Gida Gruplar1 ve Kullanim Sinirlari

Gida kategorisi

Kullanim limiti

Tiim yemeye hazir ve firinlanmaya hazir
iiriinler, unlar ve servis yapmadan 6nce
hazirlanmasi1 gereken karigimlar dahil unlu
mamuller ve firmeilik karigimlar

Aspartam unlu mamullerde ve unlu mamul
karisimlarinda kullanildiginda, katki maddesinin
miktar1, pisirmeye hazir iiriinlerin veya pisirme 6ncesi
bitmis formiilasyonlarin agirlik¢a %0,5'ini
gecmeyecektir. Genel olarak giivenli (GRAS) olarak
kabul edilen bilesenler veya unlu mamullerde kullanimi
onaylanan gida katki maddeleri, nihai unlu mamulde
bir tatlandirici olarak islevselligini saglamak i¢in
aspartam ile kombinasyon halinde kullaniimalidur.

Kahvaltilik gevrekler, yemeye hazir gidalar ve
tahillar

NR

suyu i¢eren malt i¢ecekleri

Sert ve yumusak seker, sakiz NR
Cignenebilir multivitamin gida takviyeleri NR
Sunlar i¢in kuru bazlar: igecekler, hazir kahve | NR
ve ¢ay icecekleri; jelatinler, pudingler ve

dolgular; siit iiriinii analog soslar

Dondurulmus siit tiriinleri, tatlilar, ve NR
sekerlemeler, siit tiriinii olmayan sekerlemeler,
soslar ve dolgular

Dondurulmus, ¢6ziilmeye ve yemeye hazir NR
cheesecake'ler, meyve ve meyve soslari

Etanol icerigi hacim bagina %7'nin altinda NR
olan meyve (iiziim dahil) sarap icecekleri

Meyve suyu bazli igecekler (gida NR
standartlarinin bu tiir kullanimi engellemedigi
durumlarda); meyve aromali icecekler; taklit

meyve aromali icecekler, meyve soslari

Hacimce %7'den az etanol iceren ve meyve NR

Besleyici olmayan tatlandiricilar

Sofra kullanimi i¢in seker yerine kullanildiginda,
etikette pisirme veya firinlamada kullanilmamasi
talimat1 bulunmalidir. Kuru, serbest akisli katki
maddesi paketleri, ¢cay kasig1 sekerdeki tatlandirma
esdegerligini belirgin bir sekilde gostermelidir. Kahve
ve ¢ay dahil olmak iizere sicak igecekleri tatlandirmak
i¢in seker yerine gecen tabletler olarak kullanildiginda,
L-16sin bu tiir tabletlerin imalatinda tablet agirliginin
%3,5'ini agmayacak bir seviyede kullanilabilir.
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Servise hazir alkolsiiz aromali i¢ecekler, cay NR
icecekleri, meyve suyu bazli icecekler ve
bunlarin konsantreleri veya suruplari

Sogutulmus aromal siitlii igecekler NR
Sogutulmus, servise hazir jelatinler, pudingler | NR
ve dolgular

Pastorizasyon ve kiiltiir isleminden sonra NR
aspartamin eklendigi yogurt tipi iirlinler

Hacimce %3'ten az alkol igeren sakiz, sert NR

seker ve malt iceceklerde aroma arttirici

(NR = bildirilmedi.)

Kaynak: Magnuson vd., 2006

2.3. Glukoz ve Aspartam Metabolizmasi ile Iliskili Hastaliklar

Yapay tatlandiricilar, dogal sekerlerle ayni tadi koruyabilse bile metabolik yollari
birbirinden farklidir. Bu nedenle insiilin salgilama kapasitesi, bagirsak glukoz emilimi,
bagirsak mikrobiyotast ve insiilin direnci gibi fizyolojik siireclerle glukoz
homeostazin1  farkli sekilde etkileyebilir (Pang vd., 2021). Ayrica yapay
tatlandiricilarin birbirinden farkli kimyasal yapisi; istahi, beyin 6diil aktivasyonunu,
bagirsak mikrobiyota popiilasyonlarini, metabolizmay: ve viicut agirhgini farkh
sekilde etkileyebilecek duyusal, fizyolojik ve davranigsal tepkileri ortaya ¢ikarabilir
(Moriconi vd., 2020). Bu bashik altinda glukoz ve aspartam tiiketimi veya

metabolizmasi ile iliskili olabilecek hastaliklar degerlendirilmistir.

2.3.1. Diyabet

Christofides (2021) tarafindan yapay tatlandirict kullaniminin diyabet, hipertansiyon,
dislipidemi gibi adipozite ile iligkili hastaliklarla miicadelede sonuglar kotiilestirdigi
bildirilmistir. Bu durum aspartamin bagirsak mikrobiyotasini degistirmesinden
kaynaklanabilecegine dair ¢aligmalar vardir (Suez vd., 2014; Palmnas vd., 2014).
Palmnas ve arkadaslar1 (2014) tarafindan yapilan ¢alismada Spragua- Dawley fareleri
standart veya yiiksek yagl diyetlerine ek olarak su veya aspartam ilaveli su (5-7
mg/kg/giin) tiiketmislerdir. Calisma sonucunda yiiksek yagli diyet ve aspartam alan
hayvanlar normal su tiiketimine kiyasla daha az kalori tiikketmis ve daha az kilo
almiglardir. Buna ragmen aspartamin aglik glukoz seviyelerini yiikselttigi ve her iki
diyette de insiilinle atilan glukoz atilimimi bozdugunu gostermistir. Serum

metabolomik analizi, bu durumun bakteriyel kisa zincirli yag asidi olan propiyonat ve

13



insiilin tolerans1 iizerindeki olumsuz etkiyi aciklayan glukoneojenik substratinin
artisindan kaynaklandigini ortaya ¢ikarmistir. Suez ve arkadaslari ise (2014) zayif ve
obez farelere ayr1 ayr1 aspartam, sukraloz, sakarin, siikroz ve glukoz verdiginde iig
yapay tatlandiricinin da glukoz ve siikroza gore bagirsak mikrobiyotasindan
kaynaklanan glukoz intolerans belirteglerini arttirdigini  bulmustur. Hayvan
calismalarinin aksine, saglikli bireylerin 14 giin boyunca 136 mg/giin siikraloz veya
425 mg/giin aspartam ile tatlandirilmis icecek tiiketiminin bagirsak mikrobiyotasini
dlgiilebilir diizeyde etkilemedigi bulunmustur (Ahmad vd., 2020). ilave olarak, 2 hafta
boyunca giinde 0.6 L aspartam ve asesiilfam K ile tatlandirilmis icecek veya 0.6 L
maden suyu tliketen saglikli bireylerin aglik glukoz ve insiilin konsantrasyonlarini
degistirmemistir (Kim vd., 2021). Kan sekeri regiilasyonu i¢in diyet ve egzersiz
tavsiyeleri birlikte tavsiye edilirken ¢ogu sporcu igeceginin aspartam igerdigi goz

Onune alinmalidir.

Bu konuda Siegler ve arkadaslar1 (2012) dinlenme esnasinda karbonhidratli aspartam
aliminin (%2 maltodekstrin, %5 siikroz ve %0.04 aspartam) sadece karbonhidrat (%2
maltodekstrin ve %5 sukroz) alimina gore insiilin seviyelerini distirdiglini

gozlemlemistir.

2.3.2. Obezite

Siikroz yerine aspartam kullanimi teorik olarak enerji alimini azaltirken yiyecek ve
igeceklerin tiiketicilerin damak zevkine hitap etmeye devam etmesine de yardimci
olacaktir (Bellisle vd., 2007). Ancak Christofides (2021) tarafindan yapilan ¢alismada
obezite veya pre-diyabet riskleri olan hastalarin yapay tatlandirict kullanmalarinin
fayda saglamadigi veya minimum fayda sagladigi yoniinde bir sonug¢ bulunmustur.
Buna ek olarak toklugun nérohormonal kontroliine hasar verdigi kanitlanmistir. Son
aragtirmalar aspartam gibi yapay tatlandiricilarin obezite gibi metabolik hastaliklarin
gelismesine veya kotiilesmesine yol agabilecegini 6ne siirmektedir (Walbolt & Koh,
2020). Ancak aspartam tiiketimi ve BMI arasinda pozitif doz- yanit iliskisi gdzlenen
caligmalarda bu durumun bireylerin tokluk hissi veren seker tiiketimi eksikliginde
protein ve yag alimmin artmasindan, kalori tasarrufu sagladig diigiincesiyle abartili
porsiyon tiiketiminden veya tatlandiricilardaki tatli tadin istahi arttirabileceginden

kaynaklanip kaynaklanmadigi sorgulanmalidir (Benton, 2005). Siikrozla tatlandirilmis

14



alkolsiiz igecekler (normal kola), izokalorik yarim yagl siit, kalorisiz mesrubat (diyet
kola) veya su igeceklerinden herhangi birini tiiketen bireyler arasinda normal kola
tilketenlerin ektopik yag birikimi ve kan lipidleri artmis ancak bireylerin toplam yag
kiitlesinde veya agirlik artislarinda anlamh bir fark bulunamamistir. Ayrica bu
bireylerin diyet anketleri sonucunda toplam enerji alimlarinin benzer oldugu, normal
kola veya siit tiikketiminden sonra diger kaynaklardan enerji alimmin azaltildigi
gosterilmistir. Bu durum besinini kalori igeriginden ¢ok besin bilesiminin 6nemli
olabilecegini diistindiirmistiir. (Maersk vd., 2012) Yapay tatlandirici ve viicut agirligi
iliskisinde randomize kontrol ¢alismalarina atifta bulunan incelemelerin olumlu;
gozlemsel ¢alismalara atifta bulunan incelemelerin ise olumsuz bir iligki sonucuna

vardigi bulunmustur (Normand vd, 2021).

2.3.3. Norodejeneratif Hastahklar

Fenilalanin kan beyin bariyerini gegerek 6nemli norotransmitter maddelerin tiretimini
bozabilir. Aspartik asit merkezi sinir sistemini uyarici bir norotransmitter olarak rol
oynamaktadir. Metanol ise yiiksek derecede toksik tiirevlere yol acabilen formata
dontigiir. Bu sebeple aspartam metabolitlerinin norotransmitterler, ndronlar ve

astrositler tizerinde olumsuz etkileri olabilir (Humphries vd., 2007).

Serotonin ve dopamin seviyeleri aspartam kullanimiyla azalabilir. Serotonin, dopamin,
norepinefrin gibi biyolojik aminlerin etkilesimiyle artan kortizol ve bagirsak disbiyozu
dikkat, hafiza ve algi sistemlerinde bozulmaya ek olarak depresyona yol agabilir
(Choudhary vd., 2018). Siinram-Lea ve arkadaslar1 (2002) tarafindan yapilan
caligmada, katilimcilara 25 mg glukoz iceren veya aspartam ile esit derecede
tatlandirllmis  igecek  verilerek hafiza ve Ogrenme lzerindeki etkileri
degerlendirilmistir. Calisma sonucuna gore glukozlu igecek tiikketen katilimcilarin
daha iyi hafiza, kelime hatirlama ve tepki siiresine sahip oldugu bulunmustur. Buna
kiyasla Gendle ve arkadaslari (2009) katilimcilarin 250 ml Redbull veya 250 ml
sekersiz Redbull (aspartam igeren) tiiketiminin ardindan bireylerin dikkat ve tepki
stireleri tizerinde fark bulamamistir. Ek olarak 8 giin yiiksek aspartam (25 mg/kg/giin),
8 giin diistik aspartam (10 mg/kg/giin) diyeti tiiketen saglikli bireyler arasinda bellek
farkliligt bulunmamasina ragmen; bireylerin aspartam tiiketirken daha sinirli ve

depresif ruh halinde olduklar1 gézlenmistir. Ancak aspartamin glinlik alimi 40-50
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mg/kg/giin oldugu goz oniline alindiginda 25 mg/kg giinliik alimin ¢ok altindadir.
Norodavranigsal sagligi etkileyebilecek aspartam iceren gidalar tiiketilirken dikkatli

degerlendirme yapilmalidir (Lindseth vd., 2014).

2.3.4. Kanser

Aspartamin kanserojen etkisi, aspartam metabolizmasi sonucu {iretilen metanoliin
formaldehite indirgenmesine atfedilmektedir (Magnuson vd., 2007). Yapilan
caligmalarda Sprague-Dawley fare yemlerine eklenen aspartamin maling timor
insidansinda artisa sebep oldugu bulunurken ayni zamanda gebelik doneminde
maruziyetle birlikte rahimde karsinojenezi baslatabilecegi de gézlenmistir (Soffritte
vd., 2006;2007; Bepoggi vd, 2006). 2009-2021 yillar1 arasinda Fransiz niifusa dayal
yapilan Nutrinet-Santé kohort ¢alismasi sonuglart daha yiiksek yapay tatlandirici
alimin1 genel kanser riskiyle pozitif iligkili bulmus, aspartami spesifik olarak meme ve
obezite ile iliskili kanser riskiyle iligkilendirmistir (Debras vd., 2022). Bununla
birlikte yapilan NutriNet-Santé kohort ¢calismasinin popiilasyonu ile yapilan bagka bir
calismada sekerli igecek tiiketimi ve %100 meyve suyu tiiketimi genel kanser riskinde
artigla iliskili bulunurken yapay olarak tatlandirilmis icecekler kanser riskiyle iligkili
bulunmamistir (Chazelas vd., 2019). Benzer sekilde, aspartam tiiketiminin beyin
tiimoriiyle iligkili oldugu desteklenmemistir (Gurney ve digerleri, 1997). Molekiiler
diizeyde incelendiginde ise aspartamin PANC-1 pankreas adenokarsinom hiicrelerinde
p21, NICD ve GLI1 yoluyla kanser kok hiicre zenginlesmesini indiikledigi
bulunmustur (Gezginci-Oktayoglu vd., 2021).

Giliniimiiz yiyecek ve iceceklerinde yapay tatlandiricilar bir arada kullanildigindan
dolay1 yalnizca aspartamin kanserojen riskini degerlendirmenin zor olabilecegi
unutulmamahidir (Weihrauch & Diehl, 2004). Ayrica metanoliin dogal olarak
meyvelerde, sebzelerde ve fermente gidalarda bulunmasindan dolayr meyve suyu veya
turunggil tiiketimiyle maruz kaldigimiz metanol miktarinin aspartamla tatlandirilmis

iceceklerden daha fazla olabilecegi de tartisma konusudur (Magnuson vd., 2007).

2.4. Kanser

2.4.1. Kanserin Tanimi
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Kanser sasirtict ve korkucutu bir hastalik veya hastaliklar dizisidir. Onemli ¢abalara
ragmen tiim diinyada O6liim nedenleri arasinda baglarda yer almaktadir (Bray ve
digerleri, 2021). Bu sebeple 6nemli bir halk sagligi sorunudur. Diinya ¢apinda hizla
artan kanser insidansi ve mortalite ylkii hem niifusun yaslanmasi ve artis1 hem de
sosyoekonomik gelisme ile iliskili olan ana risk faktorlerinin prevalanslarindaki
degisiklikleri igeren karmasik nedenlerden kaynaklanmaktadir (Sung vd., 2021; Cao
vd., 2021). Kanser, insan hiicrelerinin ¢ok asamali bir siire¢te kontrolden ¢ikmis,
patolojik  organizmalara veya tiimorlerin  yapitaslarina  doniismesinden
kaynaklanmaktadir (Hausman, 2019). Onkogenlerde veya tiimor baskilayici genlerde
olusan mutasyonlar tlimor olusumuna sebep olur. Bdylece kanser bu hiicrelerin
kontrolsiiz ve sonsuz ¢ogalmasi, bagisiklik sisteminin anormal sekilde taninmasi ile
karakterize edilir (Yin vd., 2021). Sonug olarak anormal metabolizma kanserin 6nemli
bir 6zelligidir (Park vd., 2020).

2.4.2. Kanser ve Metabolizma

Kanser hiicreleri artan kontrolsiiz proliferasyon taleplerini karsilamak icin diizensiz
metabolizmaya sahiptir (Schmidt vd., 2021). Kanser hiicre metabolizmas1 anormal
sekilde aktiflestirilmis biiylime ve hayatta kalma sinyallerine karsilik artan besin alimi
ve biyosentezini saglamak igin yeniden programlanir (Pavlova vd., 2016)(Tablo 2.5).
Hiicreler kisa vadede metabolik yeniden programlama, uzun vadede ise genetik

yeniden programlama ile hayatta kalir (Hayes vd., 2020)

Tablo 2.5: Kanserle Iliskili Metabolik Degisiklikler

Besin Alimindaki Diizensiz glukoz ve amino asit | Firsat¢i besin edinme
Adaptasyonlar alimi modlarimin kullanilmasi
Hiicre Ici Metabolik Biyosentez ve NADPH iiretimi | Artan azot talebi
Yollardaki icin glikoliz ve/veya TCA
Degisiklikler dongiisii ara maddelerinin

kullanimi
Hiicre Davranisinda Metabolit giidiimlii gen Mikrogevre ile metabolik
Metabolik Degisiklikler | diizenlemesindeki degisiklikler | etkilesimler

Kaynak: Pavlova vd., 2016
Kanser hiicrelerinin degistirilmis metabolizmasi ilk olarak tiimor hiicrelerinin glukoz
alimini artirdigina ve oksijen varliginda bile yiiksek miktarda laktat iirettigine dair

gozlemleriyle Otto Warburg ve arkadaslart (1927) tarafindan tanimlanmistir.
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1950'lerde ise Amerikali fizyolog Harry Eagle tarafindan ¢ogalan tiimor hiicrelerinin
diger amino asitlere kiyasla yiiksek glutamin talebi ilk defa bildirilmistir (Eagle, 1955).
Kanser hiicrelerinin proliferasyonnu igin gerekli makromolekiillerin sentez yolaklari
Sekil 2.4’°te gosterilmistir.

Glukoz

NADPH  NADP+ gGlukoz

Riboz-5P #—— ¢—— «— Glukoz-6P [
l Yolu
v Frukoz-1,6-bisP
Nukleotid ¢ Tek Karbon
Sentezi Metabolizmasi G-3P=—=DHAP — Gliserol
A
Serineimi = = = w e afe e e w e -+ Serin «—— 3-PG
l Yag Asitleri
Aspartat
Asparajin il-
i \ Pirrvat—» Alanin Aselll-CoA
Hem /omﬂc‘m Sitrat
\ TCA chle Sitrat
Siiksinil-CoA
\ am/
1
. BCAA'lar Glutamin

Sekil 2.4: Kanser Hiicrelerinin Proliferasyonu I¢cin Makromolekiil Sentez Yolaklar
(BCAA: Dalli Zincirli Amino Asitler; CoA: Koenzim A; P: Fosfat; aKG: Alfa
Ketoglutarat; OAA: Okzaloasetat; DHAP: Dihidroksiaseton Fosfat)

Kaynak: Vasan vd., 2020

Reseptor tirozin kinazlar (RTK'ler) insiilin veya diger biiyltime faktorleri tarafindan
indiiklenir ve PI3K/AKT sinyal yolunu aktive eder. PI3BK/AKT sinyali glukoz aliminin
ana diizenleyicisi olarak hem GLUT1’in mRNA ekspresyonunu arttirir hem de i¢
zardan hiicre yiizeyine translokasyonunu destekler (Wieman vd., 2007). Ek olarak
AKT aktivitesi kanser hiicrelerini aerobik glikolize bagimli hale getirmektedir
(Elstrom ve digerleri, 2004). Glikolitik ara iriinler, ¢esitli biyosentetik Onciilerin

tiretimine katki saglayacak dallanma yollarina yonlendirebilir. Bunlardan ilki
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timorijenezde siklikla yiikselen glikoz-6-fosfatin riboz-5-fosfat (NADPH ve
niikleotidlerin yapisal bileseni) olusturmak i¢in kismen oksitlendigi pentoz fosfat
yoludur (Ying vd., 2012). Glikoz-6-fosfatin ardindan fruktoz-6-fosfat da heksozamin
biyosentezi i¢in glikolizden ayrilabilir. Glutamin fruktoz-6-fosfat aminotransferaz 1
(GFPT1) ile katalizlenen fruktoz-6-fosfat ve glutaminden glukozamin-6-fosfat tiretimi
heksosamin biyosentezinin ilk kararli adimidir. Bu yol ile heparan siilfat ve hyaluronik
asit biyosentezinin yani sira hiicresel glikosilasyon reaksiyonlari i¢in substratlar
saglanir (Wellen vd, 2010). Glutamin biiyliimeyi destekleyen ikinci temel substrattir.
Glukoz gibi lipojenez i¢in karbon saglayabilirken ayn1 zamanda amino asit sentezi igin
nitrojen de saglar. Bununla birlikte glutaminolitik fenotipi ve biyoenerjik bir substrat
olarak glutamine bagimlilig1 korumak igin yiiksek diizeyde c-Myc ekspresyonu gerekli
bulunmustur (Wise vd, 2008). c-Myc, ASCT2 ve SN2 gibi glutamin tastyicilarinin
transkripsiyonunu indiikler. ilave olarak glutamini, ATP iiretimi icin TCA dongiisii
yoluyla daha fazla katabolize edilen veya glutatyon sentezi i¢in substrat gérevi goren
glutamata dontistiiren enzimlerin (glutaminaz (GLS1), fosforibosil pirofosfat sentetaz
(PRPS2) ve karbamoil-fosfat sentetaz 2'nin (CAD)) ekspresyonunu arttirir (Gao vd.,
2009; Pavlova vd., 2016). Glutamat a-ketoglutarat'a doniistiiriilebildiginden dolay1
anormal bir sekilde cogalan hiicrelerin ¢ogu, TCA dongiisii ara maddelerinin
biitiinliigiinii korumak igin siirekli bir glutamin kaynagina ihtiya¢ duyar (DeBerardinis
vd., 2007). Glikolitik ara {iniinlere ek olarak aktive edilen PI3K/AKT yolu, yag
asitlerinin de nova biyosentezi i¢in TCA dongiisiinden elde edilen sitrat1 asetil-CoA
ve oksaloasetata katalize eden ATP-sitrat liyaz (ACLY) enziminin aktive edilmesinde
rol oynar. TCA dongiisii, sitrata ek olarak aspartat ve asparajin gibi esansiyel olmayan
amino asitlerin biyosentezi igin Onciiler saglar. Bununla birlikte, aspartat
biyosentezinin hiicrelerin oksidatif fosforilasyon yapma yetenegine bagl oldugu
gosterilmistir (Sullivian vd., 2015). Hiicre dis1 glukoz ve glutaminin hiicre dis1 laktat
birikimine neden olarak tiimor mikrogevresini degistirir ve tiimor hiicresi

migrasyonunu destekler (Goetze vd., 2011).

2.4.3. Diinya’da ve Tiirkiye’de Kanser

Kanser, tiim diinyada erken oliimlerin baglica nedenlerinden ve ortalama yasam
siiresinin daha da artmasmin Oniindeki engellerden biridir. Ancak demografik

degisiklikler ve sosyoekonomik faktorlerle baglantili olarak Diinya niifusunu ayni
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sekilde etkilememektedir (Soerjomataram & Bray, 2021). Bununla birlikte tiitiin
kullanimi1 (Cao vd, 2018), fazla kilo ve obezite (Lauby-Secretan vd., 2016), enfeksiy6z
patojenler (de Martel vd., 2020) kiiresel ve bolgesel kanser yiikiinii arttirmaktadir.
Diinya Saglik Orgiitii verilerine gdre 2020’°de yeni vaka sayis1 19.292.789’dur (Sekil
2.5). En yiiksek vaka sayis1 Cin’dedir (4.568.754 vaka). Tiirkiye, 233.834 vaka ile 14.

Sirada yer almakta ve vaka sayisinin %1.3’{inii olugturmaktadir.

Okyanusya
254 291 (1.3%

Afrika

1109 209 (5.7%)
Latin Amerika ve Karayipler
1470274 (7.6%)

Kuzey Amerika
2 556 862 (13.3%)

Asya
9503 710 (49.3%)

Avrupa
4 398 443 (22.8%)

Total : 19 292 789

Sekil 2.5: 2020°de Her Iki Cinsiyeti, Her Yas1 ve Her Kanser Tiiriinii Kapsayan
Tahmini Kanser Vaka Sayisi ve Dagilimi

Kaynak: GLOBOCAN, 2020'de kiiresel kanser yiikiinii kesfetmek i¢in veri

gorsellestirme araglarindan alinmustir; https://gco.iarc.fr/

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gére meme kanseri en yiiksek insidans oranina,
akciger kanseri ise en yliksek mortalite oranina sahiptir (Sekil 2.6). 2020 yilinda
yaklasik 10 milyon insan kanserden dolay1 hayatini kaybetmistir.
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Meme
Prostat
Akciger
Kolorektal

Serviks uteri
Mide

Karaciger

Korpus uteri

Cvaryum

Tircid

L' I

o i 30 &0

Sekil 2.6: 2020'de Diinya Capinda Tahmini Yasa Gére Standardize Edilmis Insidans

(mavi) ve Oliim (kirmizi) Oranlar

Kaynak: GLOBOCAN, 2020'de kiiresel kanser yiikiinii kesfetmek i¢in veri

gorsellestirme araglarindan alinmistir; https://gco.iarc.fr/

2.4.4. Cocukluk Cag1 Kanserleri

Yetiskinlere kiyasla cocukluk cagi kanserleri nadirdir ve tiim kanserlerin sadece
%0,5’ini olustururlar. Buna ragmen ABD’de 1-14 yas arasi g¢ocuklarin ikinci,
tilkemizde ise dordiincii 6liim nedenidir (Cecen, 2013). Cocukluk ¢ag1 kanserleri
hastaligin seyri, histopatolojik o6zellikleri ve farkli tiimor yerlesim yerleri nedeniyle
yetiskinlerde goriilen kanserlerden farklidir ve bu sebeple “Uluslararast Hastalik
Smiflandirmasi” (ICD)’ye gore siniflandirilmamaktadir (Kiiciikkeles, 2010).
Cocukluk cagi1 kanserleri “Cocukluk Cag1 Kanserlerinin Uluslararast Siniflandirmasi”
(ICCC) tarafindan “Uluslararast Onkoloji Hastaliklar1 Siniflandirmasi” (ICD-O)’ye
dayanarak siniflandirilmistir ve 12 ana tani, 47 tani alt grubunu icermektedir (Tablo
2.6). 12 ana tam1 grubu losemileri, lenfomalari, merkezi sinir sistemi (CNS)
tiimorlerini, kemik ve yumusak doku sarkomlarini, néroblastoma, retinoblastoma,
rabdoid tiimdrleri, karaciger tlimorlerini, renal tiimorleri, germ hiicreli tiimorleri ve
diger nadir kanserleri igerir (Filbin & Monje, 2019). Losemiler, CNS tiimdrleri ve

lenfomalar en yiiksek insidans oranina sahip tan1 gruplaridir (Kaatsch, 2010).

Tablo 2.6: Cocukluk Cagi Kanserlerinin Uluslararast Siniflandirmasi
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Vaka sayisi Erkeklerin
ICCC-3 teshis grubu k_l:l_arat Med)l'an yas
N Bagil (%) |Grup (%) | CINsive (y1l, ay)
orani
Toplam 18.217 100.0 100.0 1.2 5, 10
Losemiler, miyeloproliferatif
ve miyelodisplastik 6206 34.1 100.0 1.2 50
hastaliklar
Lenfoid 16semiler 4875 26.8 78.6 13 4,9
Akut miyeloid losemiler 853 4.7 13.7 1.1 6,1
Kronik miyeloproliferatif 78 04 13 0.7 115
hastaliklar
Miyelodisplastik sendrom ve
diger miyeloproliferatif 340 1.9 5.5 1.5 6,5
hastaliklar
Behrtllmemlsuve dl.ger 60 03 10 16 6,0
tanimlanmig 16semiler
Lenfomalar ve
retikiiloendoteliyal 2101 115 100.0 2.0 10, 8
neoplazmalar
Hodgkin lenfomalar 883 4.8 42.0 1.4 12,6
Hodgkin olmayan 966 5.3 46.0 2.4 9,3
lenfomalar
Burkitt lenfoma 234 1.3 11.1 3.8 8,3
Cesitli lenforetikiiler
neoplazmalar 13 0.1 0.6 1.2 0,11
Tanimlanmamis lenfomalar |5 0.0 0.2 4.0 13,3
CNS ve esitli intrakranial | 11 22.6 100.0 12 7,0
ve intraspinal neoplazmalar
Ependimomlar ve koroid | 4q 2.2 10.0 1.3 3,11
pleksus tiimorii
Astrositomlar 1912 10.5 46.5 1.1 7,4
Kafa ici ve Intraspinal 904 5.0 22.0 16 6,0
embriyonal tiimorler
Diger gliomalar 319 1.8 7.8 11 7,8
Diger tanimlanmis
intrakraniyal ve intraspinal | 508 2.8 124 11 9,3

neoplazmalar
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Tanimlanmamis

intrakraniyal ve intraspinal | 58 0.3 1.4 15 6,6
neoplazmalar

Noroblastom ve diger

periferik sinir hiicresi 1392 7.6 100.0 1.2 1,3
tiimorleri

Noroblastom ve 1385 756 99.5 12 1,3
gangliondroblastom

]?1g?r pe.rlferlk sinir hiicresi 7 00 05 13 10, 10
tiimorleri

Retinoblastom 387 2.1 100.0 1.2 1,2
Béobrek tiimorleri 1029 5.6 100.0 0.9 3,3
Nefroblastom ve diger

epitelyal olmayan bobrek 1005 5.5 97.7 0.9 3,2
tiimorleri

Bobrek karsinomlari 24 0.1 2.3 0.8 11,8
Belirtilmemis koti huylu

bobrek tiimorleri e U 3 B B
Karaciger tiimorleri 200 11 100.0 1.8 1,10
Hepatoblastom 157 0.9 78.5 1.7 1,4
Karaciger karsinomlar1 41 0.2 20.5 24 909
Belirtilmemis malign 2 0.0 1.0 1.0 7,9
hepatik tiimdrler

Kotii huylu kemik tiimorleri | 831 4.6 100.0 11 11,6
Osteosarkomlar 422 2.3 50.8 1.0 12,0
Kondrosarkomlar 12 0.1 14 0.7 13,9
Ewing tlimori ve iligkili | 39, 2.1 46.0 13 10, 10
kemik sarkomlari

Diger tanimlanmis malign

kemik tiimorleri 12 0.1 14 0.3 9,7
B“ehftllm.emls malign kemik 3 00 04 20 13, 10
tiimorleri

Yumusak doku ve diger

kemik dis1 sarkomlar 1103 6.1 100.0 1.2 6.5
Rabdomiyosarkomlar 612 3.4 55.5 1.3 4,9
Fibrosarkomlar. periferik

sinir kilifi tiimdrleri ve diger | 98 0,5 8.9 0.8 8,1

fibromat6z neoplazmalar
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Kaposi sarkomu 0 0.0 0.0 - -
Diger tanimlanmis yumusak 311 17 8.2 11 10, 3
doku sarkomlart
Tanimlanmamis yumusak

82 0,5 7.4 1.2 8, 10
doku sarkomlart
Germ hiicreli tiimorler.
gonadlarin trofoblastik 557 3.1 100.0 0.8 8,7
tiimorleri ve neoplazmalart
Intrakraniyal ve intraspinal | ;5 0.9 28.7 18 11, 1
germ hiicreli timorler
Malign ekstrakraniyal ve
ekstragonadal germ hiicreli | 152 0.8 27.3 0,5 0,9
tiimorler
Malign gonadal germ hiereli | 554 13 42.4 0.7 9,5
tiimorler
Gonadal karsinomlar 3 0.0 14 3 12,3
Dlggr ve tanlmla?m?mls 1 00 0.2 B 2.8
malign gonadal timorler
Diger malign epitel
neoplazmalart ve malign 282 1.5 100.0 0.7 11,10
melanomlar
Adrenokortikal karsinomlar |33 0.2 11.7 0.4 3,11
Tiroid karsinomlari 137 0.8 48.6 0.6 12,5
Nazofarengeal karsinomlar |23 0.1 8.2 1.9 13,0
Malign melanomlar 25 0.1 8.9 0.9 91
Cilt karsinomlari 6 0.0 2.1 1.0 11,0
Diger ve tanimlanmamis 58 03 206 11 12 8
karsinomlar ' ' ' ’
Dig_erleri ve tamimlanmamug 19 01 100.0 14 5.9
malign neoplazmalar
Diger tanimlanmis kot ;5 0.1 84.2 17 5,8
huylu tiimorler
Diger tanimlanmamis 3 0.0 15.8 05 11,4
malign tlimorler

Kaynak: Kaatsch, 2010
2.4.5. Noroblastoma
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Noroblastoma, embriyo veya fetiisiin gelisim asamasindaki sempatik sinir sisteminin
herhangi bir noral krest hiicresinde ortaya ¢ikan néroendokrin tiimorlerdir. Cocukluk
cag1 kanserlerine bagli oliimlerin %15’ini olusturur. Bebeklik ¢aginda goriilen en
yaygin solid tiimorii, ¢ocukluk cagmin ise ikinci en yaygin ekstrakraniyal malign
timoridir (Park vd., 2010). Sempatik sinir sisteminin herhangi bir yerinde, adrenal
bezlerde ve/veya sempatik ganglionlarda, tiimor olusumuna neden olabilir. Boyun
veya lst gogiisteki tiimorler Horner sendromuna, omurga boyunca uzanan tiimorler
felce neden olabilir. Ayrica ndroblastoma kemik iligi ve karacigere metastaz yapabilir.
(Sekil 2.7) En yiiksek vaka perinatal donemde goriiliir ve sonraki 10 yil igerisinde

surekli olarak azalir.

Paraspinal tumor Horner's syndrome

Celiac-axis tumor

", ul

Liver infiltration

Ly

| Adrenal tumor

Bone marrow metastasis

Yl
J
Sekil 2.7: Noroblastomanin Klinik Gosterimi
Kaynak: Maris, 2010

2.4.5.1. Molekiiler Patogenezi
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Norablastoma sinir sisteminin gelisimi sirasinda farklilasma ve apoptoz eksikliginin
neden oldugu gelisimsel bir hastalik olarak karakterize edilebilir (Lundberg vd., 2022).
Noral krest hiicreleri omurgali embriyolarina 6zgiidiir ve ¢ok potansiyelli onciilerden
belirli hiicre tiplerine hizla gegis yapan gegici bir hiicre tipidir. Noral tiipiin igerisinde
bulunan noral krest hiicreleri embriyonal gelisim sirasinda epitelyal-mezenkimal gecis
yoluyla hareketlilik kazanarak go¢ eder ve gesitli hiicre tiirleri dizilerine farklilasirlar(
Bronner vd., 2016). G6vde noral kretin hiicreleri dorsal aorta go¢ ederek biiyiik
olasilikla noroblastomaya neden olan sempatoadrenal progenitor hiicrelere, daha
sonra sempatik ganglionlar ve adrenal bez dahil olmak {izere periferik sinir sistemi
hiicrelerine farklilagirlar. Bu farklilagma bir dizi epigenetik ve transkripsiyonel etki

tarafindan diizenlenir (Tomolonis vd., 2018; Matthay vd., 2016) (Sekil 2.8).

Noral krest
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hiicresi
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e DNA metilasyonu

® Transkripsiyon faktor -
ekspresyonu

* Kemik morfogenetik
protein ifadesi

\ B\

Notokord

aort. § (O
Sempatoadrenal ﬁ&o
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oncei

Gug ve
farkhilagma

{
Adrenal I/ J\

kromafin hiicre \ l'.

= 4

Sekil 2.8: Noroblastoma Kok Hiicresi
Kaynak: Matthay vd., 2016

MYCN genetik amplifikasyonu, hastaligin ve tiimor evresinin ilerlemesi ile iligkili

bulunmustur (Seeger vd., 1985). LIN28B polimorfizmleri de yiiksek seviyelerde N-
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MYC ekspresyonuna yol agtigindan dolayr ndroblastoma gelisimi ile iliskilidir
(Molenaar vd., 2012) Ayrica segmentel kromozal degisiklikler; birinci kromozom (1q)
kayb1 ve on yedinci kromozom (17q) kazanci, MYCN amplifikasyonu ve koti
prognozla iliskilendirilmistir (Kumps vd., 2013). Ilave olarak néroblastoma
hiicrelerinde karsilagtirmali genom capindan yapilan karsilastirmali analiz sonucu
Anaplastik lenfoma kinazin (ALK) yiiksek seviyeli bir gen amplifikasyonu
gozlenmistir (Janoueix-Lerosey vd., 2008). Noroblastomanin patogenezinde rol

oynayan molekiiler mekanizmalar asagida belirtilmistir. (Sekil 2.9)

Gzn amplifikasyvonlan
Nokta mutazvonlan
n

Tranzlokasvon ve delzsvo

EGFR
Ligand =

Constitutively

Delesyon
Metilasyon

Diing L7 Hiicre dongiisii

gl . )
Hayatta \'7 %E N7, /
- - AT £ ."\ t
kalma ' Hayatta kalma N | Mom2 ¢ pS3 s Lo

—+ Aktivasyon —* Anjiyogenez

— Inhibisyon

Sekil 2.9: Néroblastomanin Biiyiimesi ve Ilerlemesinde Rol Alan Sinyal Yollar1 (1-
PISBK/AKT/mTOR yolu, 2-Wnt sinyali, 3-p53- MDM2 yolu, 4- ALK sinyali, 5-RAS-
MAPK sinyali, 6- TrkB sinyali, 7-MYCN sinyali)

Kaynak: Zafar vd., 2021

PIBK/AKT/mMTOR  yolu noéroblastoma hiicresinin  hayatta kalmasin1  ve
kemorezistansint (kemoterapiye direncini) destekler. Wnt sinyali ilag direncini,

koklenmeyi ve MYCN seviyelerini arttirir. p53- MDM2 yolu MDM2 p53 aktivitesini
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inhibe eder, anjiyogenezi destekler, MYCN translasyonunu ve ilag direncini arttirir.
Gen amplifikasyonu ve tek niikleotid polimorfizmleri (SNP309) MDM2
ekspresyonunu arttirir. p53-MDM2 yolunda, aktive edilmis p53, apoptoz ve
biiyiimenin durmasinda rol oynar.ALK sinyali PI3K/AKT/mTOR, RAS-MAPK ve
MYCN ekspresyonunu aktive eder, ALK(R1275Q) mutanti, BM- ve ECM-iliskili
genlerin ekspresyonunu inhibe eder.RAS-MAPK sinyali EGFR sinyali ile aktive
edilir, noroblastoma hiicrelerinin hayatta kalmasimi1 destekler. TrkB sinyali
PIK/AKT/mTOR sinyalini etkinlestirir MYCN sinyali Noroblastoma hiicrelerinin
cogalmasini destekler ve MDM?2 ifadesini etkinlestirir.

2.4.5.2. Teshis ve Tedavi Yontemleri

Noroblastoma teshisinde medyan yas 18 aydir ve <18 ay hastalarin sagkalimi1 >18 ay
olan hastalardan daha iyi oldugu i¢in teshis yasi olduk¢a prognostiktir (Cohn vd.,
2009). Noroblastoma tanisi igin laboratuvar testleri (idrarda dopamin, homovanillik
asit ve/veya vanilmandelik asit dahil katekolaminler veya katekolamin
metabolitlerinin seviyeleri artar), radyografik goriintiileme, tiimoriin histolojik
degerlendirilmesi gibi testler yapilmaktadir. Su anda diinya ¢apinda kullanilan
evreleme sistemi tanimlanmis risk faktorlerinin varligina veya yokluguna dayanan
Uluslararas1 Noroblastoma Risk Grubu Evreleme Sistemidir (INRGSS). Buna gore
noroblastoma L1 (lokalize hastalik, gériintiileme ile tanimlanmis risk faktorleri yok),
L2 (lokalize hastalik, goriintiileme ile tanimlanmis risk faktorlerine sahip) , M
(metastatik hastalik ve MS (spesifik bolgelerle sinirli metastatik hastalik) olmak tizere

4 agsamaya ayrilmistir (Chung vd., 2021)

Bununla birlikte néroblastoma hiicrelerini siniflandirmak i¢in yas (< 12 ay, 12-18 ay,
> 18 ay), evre, histoloji ve molekiiler 6zellikler (MYCN amplifikasyon durumu,
kromozom 11q durumu, tiimor hiicresi ploidisi) dahil olmak tizere bilinen prognostik
faktorler kullanilmakta ve bu sayede hastalarin risk durumu tedavi igin
degerlendirilmektedir (Cohn vd., 2009). Tablo 2.7’de risk siniflandirmasi ve tedavi

yontemleri genel sekilde belirtilmistir.

Tablo 2.7: Noroblastoma Prognostik Kategorisine Gore Tedavi ve Sagkalim

| Degisken | Prognostik Kategori
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Diisiik risk Orta Risk Yiiksek risk Tiimér Asamasi 4S
Hastalik Lokalize timor | Lenf nodu uzantisina | Kemik iligi ve Bebeklerde karaciger
paterni sahip lokalize timor; | kemige metastazlar | ve deriye metastazlar
Bebeklerde kemik (bebekler harig) (minimum kemik iligi
iligi ve kemige tutulumu ile)
metastazlar
Timor Tam kromozom | Tam kromozom Segmental Tam kromozom
genomigi kazanimlari kazanimlari kromozomal kazanimlar1
anormallikler
Tedavi Cerrahi Orta yogunluklu Primer tiimore ve Destekleyici bakim
kemoterapi; direnc¢li metastatik
ameliyat bolgelere doz-yogun
kemoterapi; cerrahi
ve harici 1g1n
radyoterapisi; otolog
hematopoietik kok
hiicre kurtarma ile
miyeloablatif
kemoterapi; anti-
GD2
immiinoterapili
izotretinoin
Hayatta >08 90 -95 40ila 50 >90
kalma orani
(%)
UCUNCU BOLUM
GEREC VE YONTEM
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Bu boliimde ¢alismada kullanilan gere¢ ve yontemler ele alinmaktadir. Calismanin

amacina ulagmak i¢in yapilan deneylerle ilgili ayrintilar bu boliimde yer almaktadir.

3.1. Gereg
3.1.1. Hiicre Hatt1

Calismada insan noroblastoma (SH-SY5Y) hiicre hatti kullanildi. Bu hiicre hatti
Istanbul Sabahattin Zaim Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Boliimii

Laboratuvari hiicre hatt1 koleksiyonundan temin edildi.

3.1.2. Kullamilan Kimyasallar, Ticari Kitler ve Malzemeler
Calismada kullanilan kimyasallar ve ticari Kitler:

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMM) High Glucuse (Gibco ™ 11965092,
Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ABD), DMEM Low Glukoz, Fetal Sigir
Serum (FBS) (Gibco ™ 10500, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ABD),
Penisilin, Streptomisin, Amfoterisin (PSA) (Capricorn Scientific AAS-B, Almanya),
Fosfat Tamponlu Salin (PBS) (HyClone, Cytiva, ABD), Tripsin/EDTA (Multicell
325-043-EL, Kanada), Aspartam (Cagdas Kimya, Artisan Gida), RNA Izolasyon Kiti
(PureLink 12183020, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ABD), cDNA Kiti
(Appliedbiosystems 01019730, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ABD),
SYBR gPCR Kit (GeneMark QPSYO01-25, Atlanta, ABD), Kristal Viole (Sigma-
Aldrich 1003248082, St. Louis, MO, ABD)

Calismada kullanilan deney malzemeleri:

T75 hiicre kiiltiirii flasklari, Eppendorf Ayarlanabilir Pipet seti, Serolojik pipetler (5,
10 ve 25 ml), Filtreli steril pipet uglar1 (10, 200 ve 1000 ul), Eppendorf tiip (2 ml),
Falkon tiipler (15 ve 50 ml), Steril filtre (0,2 um), Pleyt (6 ve 96 kuyucuklu),
Buzdolabi, ¢cDNA cihaz1 (SimpliAmp Thermal Cycler, Massachusetts, ABD),
Santrifiij cthazi (NUVE NF 800, Ankara, Tiirkiye), Biyogiivenlik Kabini (Mikrotest
MGKK-120A2, Istanbul, Tiirkiye), Inkiibator Cihazz (NUVE EC 160, Ankara,
Tiirkiye), Ters 151k mikroskobu (LEICA DMil, Weltzar, Almanya), Real-Time PCR
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cihaz1 (BIO-RAD, Kaliforniya, ABD), Elisa Micropleyt okuyucu (BioTek 800 TS,
Santa Clara, ABD), Hemositometre (Marien Feld, Lauda- Konigshofen, Almanya),
Nanodrop spektrofotometri (BioSpec-nano, SHIMADZU, Japonya), Su banyosu
(JEIOTECH BW-10H, Kore), Vorteks, Mini santrifiij (ISOLAB Laboragerate GmbH),
Tartt (RADWAG AS 220.R2, Radom, Polonya)

3.2. Yontem(ler)
3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Calismamiz igin Sabahattin Zaim Universitesi laboratuvarida -80 °C'de kriyotiip (2
ml) i¢cinde dondurulmus halde bulunan 1 ml’lik SH-SYSY hiicre hatti kullanildu.
Hiicreler, tabloda belirtilen besiyeri igerisine alindi ve 1.300 rpm’de 5 dk boyunca
santriflij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant kisim atild1 ve pellet 1 ml taze medya ile
¢ozdiiriildii. Hiicre stispansiyonu 15 ml medya igeren T75 hiicre kiiltiirii flaskina alindi.
Hiicre dagilimi mikroskop ile kontrol edilerek 37 °C'de %5 CO2 ve nem igeren
inkiibatore kaldirildi.

Tablo 3.1: Tamamlanmis DMEM (%10 FBS, %1 Antibiyotik) besiyeri

Bilesen Miktar (ml)
DMEM High Glucose 445

FBS 50

Penisilin, Streptomisin, Amfoterisin (PSA 5

Hiicreler flask yiizeyinin yaklasik %80’ini kapladiginda, kiiltiirii siirdiirmek amaciyla

pasajlama islemi asagida belirtilen yontemle yapildi.

Ik olarak T75 flaskinda bulunan medya serolojik pipet yardimiyla uzaklastirildi.
Flask, FBS kalintilarindan kurtulmak i¢in 3 ml PBS ile yikandi ve yikama islemi
gerceklestirildikten sonra PBS ¢ekildi. Ardindan hiicreleri yiizeyden kaldirmak igin 3
ml Tripsin/EDTA ¢dzeltisi eklenerek 37 °C'de %5 CO2 igeren inkiibatorde yaklasik 2
dk inkiibe edildi. Hiicrelerin kalkip kalkmadig1r mikroskopla kontrol edildi. Hiicreler
stispanse hale geldikten sonra Tripsin/EDTA aktivitesini inhibe etmek igin DMEM
besiyeri eklendi ve siispansiyon 15 ml’lik falkona alindi. 1.300 rpm’de 5 dk boyunca
santrifiij edildi. Santrifiij isleminin ardindan falkon igerisindeki siipernatant kismi

atilarak pellet 1 ml besiyeri ile ¢ozdiiriildii ve igerisinden pipet yardimiyla gerekli
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miktarda (100 pl- 1/10) 15 ml medya igeren T75 flaskina transfer edildi. 37 °C'de %5

CO: igeren inkiibatorde inkiibasyona birakildi.
3.2.2. Hiicre Sayisinin Belirlenmesi

SH-SY5Y hiicrelerinin kiiltiirlendigi flasktan besiyeri uzaklastirildi ve 3 ml PBS ile
yikandiktan sonra 3 ml Tripsin-EDTA eklenip inkiibe edildi. Hiicrelerin siispanse hale
geldigi mikroskopla kontrol edildikten sonra tripsin aktivitesinin engellenmesi igin 3

ml besiyeri eklenerek 15 ml’lik falkona alindi.

Hiicre sayimi i¢in 10 pl hiicre stispansiyonu hemositometreye konularak mikroskop
ile sayimi1 yapildi. Hemositometre laminin her biri 16 kare igceren 4 farkli alani digta
kalmis ve ¢izgi tizerindeki hiicreleri dahil etmeden sayildi ve ortalamasi alindi. Hiicre
say1si/ml = Ortalama sayim degeri * seyretme faktorii* 10* formiilii ile hesapland1. Bu
calismada 3 ml Tripsin/EDTA ve 3 ml medya iceren hiicre siispansiyonu kullanildig:
icin seyreltme faktorii 6 olarak hesaba katildi. Islem, hiicre sayisiin dogrulugu igin 2
kere tekrarlandi. Falkonda olan hiicre siispansiyonu 1.300 rpm’de 5 dk boyunca
santrifiij edildi.

3.2.3. Kontrol ve Aspartam Grubu Besiyerleri Hazirlamisi

Kontrol grubu i¢in %10 FBS ve %1 PSA eklenmis DMEM High Glukoz (4,5 g/L)
besiyeri hazirlandi ve 50 m1’lik falkona alikotlandi. Aspartam grubunda kullanilacak
besiyeri igin %10 FBS ve %1 PSA eklenmis DMEM Low Glukoz (1 g/L) besiyeri
hazirland1 ve 50 ml’lik falkona alikotlandi. Kontrol grubu besiyeri ile ayni kalori
igerigine sahip olmasi i¢in gerekli aspartam miktar1 asagida belirtildigi gibi
hesaplanarak iizerine eklendi. Vorteks yardimiyla homojen hale getirildi. Hazirlanan

besiyeri steril filtreden (g6zenek boyutu 0,2 pm) gegirildi.

50 ml DMEM High Glukoz besiyeri 0,225 g glukoz; 50 ml DMEM Low Glukoz ise
0,05 g glukoz igerir. Glukoz gram basina 3,8 kcal, aspartam ise gram bagina 4 kcal
enerji saglar. Bu sebeple aradaki 0,175 g glukoz farkindan kaynaklanan enerji agigini

kapatacak aspartam miktar1 0,175%3,8/ 4 ile hesaplanarak 0,166 g (166 mg) bulundu.
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Sekil 3.1: Aspartam, DMEM Low Glukoz ve Elde Edilen Steril Besiyeri

3.2.4 Hiicre Canlilik Testi

Aspartamin noroblastoma SH-SYS5Y hiicrelerinde glukoza kiyasla sitotoksik etkilerini
belirlemek  icin  MTS  tahlili  (3-(4,5-di-methyl-thiazol-2-yl)-5-(3-carboxy-
methoxyphenyl)-2-(4-sulfo-phenyl)-2H-tetrazolium) 24., 48., 72. saatte ve 5. giin
uyguland1 (Abdik, 2022). T75 flaskinda kiiltiirlenen SH-SY5Y hiicreleri yeterli
bliyiime gosterdikten sonra daha Once belirtildigi sekilde tripsin yardimiyla
kaldirilarak sayildi ve satrifiij edildi. Santrifiijden sonra elde edilen pellet hiicre
sayiminin ardindan belirlenen ve 1000 hiicre/ul olacak miktarda medya ile ¢ozdiiriildii.
Hiicrenin gececek giinlerde ne kadar ¢ogalacag: diisiiniilerek senesens kaynakli hiicre
6liimii olmamas1 amactyla her kuyucuga 100 pl medya ve 2.000 hiicre ekimi yapildi.
Bu islem 24., 48., 72. saat ve 5. giin MTS tahlilleri i¢in 4 ayr1 96 kuyucuklu pleyte
uygulandi. Pleytler hiicrelerin ylizeye tutunmasi i¢in 24 saat inkiibatorde bekletildi. 24
saatin ardindan kuyucuklardaki medya vakum yardimiyla ¢ekildi. Kontrol grubu
hiicrelerine DMEM high glukoz (4.5 g/L glukoz) besiyeri ve aspartam grubu
hiicrelerine DMEM low glukoz (1 g/L glukoz) + Aspartam ile hazirlanan besiyeri
coklu pipet ile 100 ul/kuyucuk olacak sekilde eklendi. Bu islem 0. saat olarak alindi.
Pleytler MTS tahlili uygulanana kadar inkiibatérde bekletildi. MTS tahlili igin ilk 6nce
-20°C’ de alikotlanmig olarak bulunan MTS ¢6zdiiriildii. Her bir kuyucuga 10 pl MTS
ve 100 pul PBS + 4.5 g/ glukoz eklenecek sekilde MTS soliisyonu hazirlandi.
Inkiibatérden alman pleytin kuyucuklarindaki medya vakum yardimmiyla cekilerek
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coklu pipet yardimiyla her kuyucuga 110 ul MTS soliisyonu eklendi. Pleyt aliiminyum
folyoya sarilarak karanlikta 1 saat 37 °C ve %5 CO2 igeren ortamda inkiibasyona
birakildi. Siire sonunda optik yogunluk 490 nm dalga boyunda Elisa mikroplate
okuyucusu ile Olciildii. Sonuglar Excel programina aktarilarak her bir grup i¢in
ortalama, standart sapma, normalize ortalama ve normalize standart sapma degerleri

hesaplandi.

Sekil 3.2: MTS Tahlili

3.2.5. Koloni Olusturma

T75 flaskinda kiiltiirlenen SH-SY5Y hiicreleri yeterli biiylime gosterdikten sonra daha
once belirtildigi sekilde tripsin yardimiyla kaldirilarak sayildi ve santrifiij edildi.
Santrifiijden sonra elde edilen pellet hiicre sayiminin ardindan 1000 hiicre/pul olacak
miktarda medya ile ¢ozdiiriildii. Ayr bir falkon tiipiinde her kuyucukta 2 ml besiyeri
ve 300 hiicre olacak sekilde besiyeri + hiicre siispansiyonu hazirlanarak 6 kuyucuga
dagitildi. Ekimi yapilan hiicreler yiizeye tutunmasi i¢in 24 saat 37 °C ve %5 CO2
iceren ortamda inkiibe edildi. 24 saat sonrasinda kontrol grubu hiicrelerine DMEM
high glukoz (4.5 g/L glukoz) ve deney grubu hiicrelerine DMEM low glukoz (1 g/L
glukoz) + Aspartam ile hazirlanan besiyeri eklendi. 7 giin boyunca inkiibatérde
bekletildi. Koloni formasyon deneyi i¢in kuyucuklardaki medya vakumlandi. Her
kuyucuga -20 °C 5 dakika bekletilen 600 ul %100 methanol eklendi ve +4 °C’de 15
dakika bekletildi. Ardindan kuyucuklardaki methanol ¢ekilerek her kuyucuk 600 pl
kristal viyole ile boyandi. 5 dakika bekletildikten sonra kristal viyole ¢ekildi ve
kuyucuklar distile su ile yikandi. Ters 1s1tk mikroskobunda Leixa X programi ile
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goriintii alind1 ve koloniler sayildi. Daha sonrasinda kuyucuklara tekrar 600 pl %100
methanol eklendi ve boya ¢ozdirildi. Pleyt Elisa mikroplate okuyucuya
yerlestirilerek absorbans degerleri okundu. Okuma sonuglart Excel programina
aktarilarak her bir grup icin ortalama, standart sapma, normalize ortalama ve normalize

standart sapma degerleri hesaplandi.

Sekil 3.3: Kristal Viyole ile Boyanan ve Sayilan Kolonilerin Goriintiisii

3.2.6. Cizilme Testi (Scratch/ Wound Healing Assay)

Glukoz veya aspartam uygulamasi altinda SH-SY5Y hiicrelerinin migrasyon
kapasitelerini belirlemek i¢in bir model deneyi olarak ¢izik testi yapildi (Abdik, 2022).
Alt1 kuyucuklu pleyte her kuyucukta 300.000 hiicre + 2 ml besiyeri olacak sekilde
hiicre ekimi yapilarak inkiibatore kaldirildi. SH-SY5Y hiicreleri flask yiizeyinin %90-
100" iinii kapladiginda 10 pl’lik pipet uglart kullanilarak hiicre tabakasinin orta
kisminda bastan asagiya lineer bir ¢izgi ¢ekildi. Daha sonra kontrol grubu hiicrelerine
DMEM high glukoz (4.5 g/L glukoz) ve deney grubu hiicrelerine DMEM low glukoz
(1 g/L glukoz) + Aspartam ile hazirlanan medya eklendi. Kamera baglantili 1s1k
mikroskobu altinda goriintiileri alinarak 0. saat yara genisligi olarak kaydedildi.
Kapanma yiizdesini dogru degerlendirebilmek ve ayni yerden goriintii alabilmek igin
goriintiileri alinan yer isaretlendi. Pleyt 24 saat inkiibatorde bekletildi, slire sonunda
tekrar goriintiileri alindi. Adobe Photoshop programi ile yara kenarlari arasindaki

mesafeler olgiildii ve yara agikliklarindaki degisimler analiz edildi.
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Yara iyilesme orani= 0. saat yara genisligi - 24. saat yara genisligi/ 0.saat yara genigligi
% %100 olarak hesaplandi.

Sekil 3.4: 10 pl’lik Pipet Uglar1 Kullanilarak A¢ilan Yaranin Goriintiisti

3.2.7. RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Glukoz ve aspartam uygulamasinin noroblastoma SH-SY5Y hiicrelerinde gen ifade
seviyelerine olan etkisini degerlendirmek {izere SH-SY5Y hiicreleri 6 kuyucuklu
pleytlere her kuyucuga 50.000 hiicre gelecek sekilde ekildi ve 24 saat boyunca 37 °C'
de %5 CO: igeren inkiibatorde hiicrelerin kuyucuklara tutunmasi igin bekletildi. 24
saat sonrasinda kuyucuklardaki besiyeri vakumlanarak kontrol grubu hiicrelerine
DMEM high glukoz (4,5 g/L glukoz) ve aspartam grubu hiicrelerine DMEM low
glukoz (1 g/L glukoz) + Aspartam ile hazirlanan besiyeri eklendi. Pleyt 72 saat
boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon bitiminde Ger¢ek Zamanli kantitatif PCR (QPCR)
analizi i¢in pellet toplandi. Pellet toplamak i¢in kuyucuklardaki besiyeri vakumlandi
ve her kuyucuk 500 ul PBS ile yikandi. PBS vakumla ¢ekilerek hiicrelerin kuyucuk
ylzeyinden kalkmasi i¢cin 500 pl Tripsin/EDTA eklendi. Yaklasik 2-3 dakika inkiibe
edildikten sonra Leica ters 151k mikroskobu ile kontrol edildi. Tripsin inhibisyonu i¢in
her kuyucuga 500 pl besiyeri koyuldu. Kontrol grubu ve aspartam grubu
stispansiyonlar1 15 ml’lik iki ayr falkon tiipiine toplandi. Falkonlar 1.300 rpm’de 5 dk
boyunca santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 falkonlardaki siipernatant atild1 ve falkonlar

RNA izolasyonu yapilana kadara -80°C’ye kaldirildi. Total RNA izolasyonu
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PureLink™ RNA Mini Kiti kullanilarak, asagida detaylica belirtilen kit protokoliine
uygun sekilde yapildi. Sonrasinda Wonder RT c¢cDNA Sentez Kiti kullanilarak,
prosediire uygun cDNA sentezi gergeklestirildi. cDNA sentez protokolii asagida
detaylica belirtildi.

3.2.7.1. Total RNA izolasyon Protokolii

Hiicrelerin RNA izolasyonu PureLink™ RNA Mini Kiti kullanilarak, {iretici firma

tarafindan tavsiye edilen protokole uygun sekilde gergeklestirildi.

[lk olarak —80 °C'den alinan falkonlardaki pelletler {izerine 600 p Lysis Buffer eklendi.
Falkonlar vortekslendikten sonra 12,000 xg’de 3dk santrifiij edildi. Her falkona 600 p
%70 ethanol eklenerek vortekslendi. Hiicre homojenizatindan 700 pl 1,5 ml’lik
DNA/RNA spin filtre ve toplama tiipiine transfer edildi. 12,000 xg’de 1 dk santrifiij
edildi, santrifiij sonrasi tiiplin altinda kalan s1v1 atildi. Falkonda kalan 500 pl’ lik hiicre
homojenizati eklendi ve tekrar 12,000 xg’de 1 dk santrifiij edildi. Tiiplere 700 pl wash
buffer | eklendi ve tekrar 12,000 xg’de 1 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi tiipiin
altindaki stipernatant atildi. Tiipe 500 ul wash buffer II eklendi ve 12,000 x g/ 1 dk
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi tiipiin altindaki stipernatant atildi. Tekrar 500 ul wash
buffer 11 eklenerek 12,000 xg’de 1 dk santfiij edildi. Santrifiij sonrasi siipernatant
atildi. Tiip kuru sekilde 12,000 xg’de 2 dk boyunca santrifiij edildi. Spin kism1 1,5
ml’lik tiipe alind1 ve lizerine 50 pul RNase-free water eklendi. 1 dk oda sicakliginda
inkiibe edildikten sonra tekrar 12,000 xg’de 3 dk boyunca santrifiij edildi. Orneklerin
BioSpec-nano spektrofotometri ile safliklar1 6lgiildii ve RNA’lart igeren tiipler -80
°C’de saklandu.

3.2.7.2. cDNA Sentezi

Izole edilen RNA’lardan Wonder RT cDNA Sentez Kiti kullanilarak, prosediire uygun
cDNA sentezi gergeklestirildi (Tablo 3.2). Kontrol ve aspartam grubu olmak {izere iki
ayr1 0,5 ml mikrosantrifiij eppendorf tiipline RNA, Reaction Buffer Mix, RT Enzyme
Mix, RNase free water igeren 20 pl’lik mix hazirlandi. Mix igerisine eklenecek RNA
miktari, RNA izolasyonunda elde edilen okuma degerlerine gore gerekli hesaplamalar
yapilarak, gruplarin RNA miktarlari esit miktarda (3000 ng) olacak sekilde alind1. Ay

bir 0,5 ml mikrosantrifiij eppendorf tiipiine her bir grup i¢in 4 pl Reaction Buffer ve 1
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ul RT Enzyme olacak sekilde 10 pl mix hazirlandi. Mini santrifiij yardimiyla homojen
hale getirildi ve RNA 6rnekleri tizerine 5 pl/grup eklendi. RNase free water ile 20 p’ye
tamamlandi. Tamamlanan mix minisantrifiij yardimiyla homojen hale getirilerek
SimpliAmp Thermal Cycler cihazina konuldu. Elde edilen cDNA’lar qPCR testi igin
kullanilana kadar —80 °C’de sakland.

Tablo 3.2: RNA Ol¢iimleri ve cDNA Sentezi

Grup RNA miktarlar1 | cDNA Sentezi Hazirlanan Mix (20 pl ) Bilesenleri
(ng/nl)
Kontrol 471.80 6.35ul 4 ul 1 Wl RT | 8.65 ul RNase water
RNA Reaciton | Enzym
Buffer
Aspartam | 408.45 735ul |4l 1 ul RT | 7.65 pul RNase water
RNA Reaciton | Enzym
Buffer

3.2.8. Gen Ekspresyonu Analizi — Real-Time PCR (gPCR)

Kontrol ve aspartam grubu arasindaki gen farkliliklarini analiz etmek amaciyla Bio-
Rad real-time PCR cihaz1 kullanilarak gPCR analizi yapildi. Analiz edilecek gen
primerlerine gore 96 kuyucuklu qPCR plakasinin dizayni yapildi. Hiicre ekilecek olan
her kuyucuga primere 6zel 8 pul miks ve 2 ul cDNA 6rnegi (kontrol/aspartam) eklendi.
Primere 6zgii hazirlanan mix bilesenleri Tablo 3.3’te gosterildigi sekilde ayr1 ependorf
tiiplerde hazirlandi. Ekim gerceklestikten sonra plakanin iizerine naylon kaplama
cekilerek Bio-Rad real-time PCR cihazinda analiz edildi. Veriler, housekeeping gen

olarak segilen GAPDH’e gére normalize edildi.

Tablo 3.3: Gergek Zamanli kantitatif PCR Reaksiyon Bilesenleri

gPCR Reaksiyon Bilesenleri 1 Kuyucuk i¢cin Gerekli Miktar
Forvard primer 0.5 ul
Reverse primer 0.5 ul

SYBER Green PCR Master Mix | 5 ul

RNase free water 2 ul
cDNA 2 ul
Toplam 10 pl
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Bu tez calismasinda,

NFkB sinyal yolagi i¢in; NFkB, AKT

Apoptotik yolak i¢in; Bel-2, Bel-xl, Kaspaz 3, Kaspaz 7

Hiicre dongiisii i¢in; p53 ve CNCD1 proteinleri kodlayan genlerinin mRNA

ekspresyonlari test edildi. qPCR reaksiyonunda kullanilan primerler tabloda gosterildi.

Tablo 3.4: Kullanilan Primerler

Gen Gen Ad1 Baz Dizisi
AKT AKT Forward | 5> AGCGACGTGGCTATTGTGAA 3’
Serin/Treonin Reverse | 5> CACGTTGGTCCACATCCTG 3’
Kinaz 1
BCL2 B Hiicreli Lenfoma | Forward | 5' AGAGCAACCCAATGCCCGC 3
Gen-2 Reverse | 5> CAACGAGGGGCCTGAGAGG 3’
BCLXL | B Hiicreli Lenfoma | Forward | 5 GAACTCTTTCGGGATGGGGTA 3'
Ekstra Large Reverse | 5' CAGAACTACACCAGCCACAGTC 3
CCND1 | Siklin D1 Forward | 5 GCGGAGGAGAACAAACAGAT 3’
Reverse | 5' GAGGGCGGATTGGAAATGA 3'
CASP3 | Kaspaz 3 Forward | 5' GGGAGCAAGTCAGTGGACTC 3'
Reverse | 5'CCGTACCAGAGCGAGATGAC 3
CASP7 | Kaspaz 7 Forward | 5' ATGGCTGGAGAACCCACT 3
Reverse | 5' TCAGTTAAAGTACAGTTCTTTTGTC 3
NF«B Nuclear Factor Forward | 5> AGCACAGATACCACCAAGAC 3’
kappa B Reverse | 5" TGGTCCCGTGAAATACACCT 3’
p53 Tumor Suppressor | Forward | 5 ACGCTTCCCTGGATTGGCAGCC 3'
Protein P53 Reverse | 5' CCATTGCTTGGGACGGCAAGGG 3'
GAPDH | Gliseraldehid-3- Forward | 5 TGGTATCGTGGAAGGACTCA 3'
Fosfat Reverse | 5' GCAGGGATGATGTTCTGGA 3'
Dehidrogenaz

3.2.9 istatistiksel Hesaplamalar

Istatistiksel farkliliklar1 hesaplamak igin tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve

Tukey post hoc testleri yapildi. *p <0.05, istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Tiim

analizler i¢cin GraphPad Prism (siiriim 7.00; GraphPad Software, Inc., San Diego, CA,
ABD) kullanildi.
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4. BOLUM

BULGULAR

Bu béliimde ¢alismanin sonucunda elde edilen bulgularin analizine yer verilecektir.
Oncelikle hiicre canlilik testine iliskin veriler analiz edilecek, ardindan diger

deneylerin istatiksel olarak analizleri lizerinde durulacaktir.

4.1. Hiicre Canhlik Testi (MTS) Bulgurlan

Glukoz ve aspartamin SH-SYS5Y ndroblastoma hiicreleri lizerinde zamana bagl
sitotoksik etkisi MTS testi ile degerlendirildi ve sonuglar tablo 4.1 ve sekil 4.1°de
sunuldu. Metod kisminda belirtildigi sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekimi
gerceklestirilen hiicrelere esit kalori igeren 4.5 g/L. glukoz veya 1 g/L glukoz +
aspartam igeren medya uygulandi. 24, 48, 72 saat ve 5 giin sliresince inkiibatorde

kiiltiire alinarak siire sonunca hiicre canlilig1 iizerindeki etkisi MTS ile degerlendirildi.

Tablo 4.1: SH-SYS5Y hiicre hattinda 24, 48, 72 saat ve 5 giin siireyle kontrol veya

aspartam uygulamasinin hiicre canliligina etkisi. Veriler; % Canlilik ortalama +

standart sapma
Kontrol Aspartam

Hiicre Standart Hiicre Standart

canlilig1 (%) Sapma | canlilig1 (%) | Sapma
MTS 24h 100 - 105 9.95
MTS 48h 100 - 103.1 6.02
MTS 72h 100 - 61.36 6.04
MTS 5.Giin 100 - 20.77 1.95

24 ve 48 saat inkiibe edilen SH-SYSY hiicrelerinin hiicre canliliklari arasinda anlamli
bir farklilik yoktu. MTS verilerinde istatiksel olarak 6énemli bir fark ilk olarak 72.
saatte aspartam grubunun %61,36 + 6,04 hiicre canlilifina sahip bulunmasiyla
belirlendi. Aspartam grubunda kontrol grubuna kiyasla 6nemli olarak azalan hiicre
canlili1 5. glin MTS sonuglarinda %20,77 +1,95 ‘e kadar diistii.
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24. Saat 48. Saat
150 150

100 100

Hiicre Canlilign (%)
Hiicre Canlilign (%)

72. Saat 5. Gun
150 150
100

100

50— 50

Hiicre Canliligi (%)
*
Hiicre Canlilign (%)

0- 0-
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Sekil 4.1: SH-SY5Y Hiicre hatt1 MTS sonuglari. Tek yonliit ANOVA, Tukey Post

Hoc Testi Kontrol ve Aspartam Deney Grubu, gruplar arasi karsilagtirma, *p < 0,05

4.4 Koloni Olusturma Bulgular:

Koloni olusturma deneyi kontrol grubunda ortalama 74,43 + 2,64, aspartam grubunda
ise ortalama 62,5 + 2,12 koloni gézlenerek koloni sayisinda anlamli bir fark gézlendi.
Ancak boyama igleminden sonra hiicrelerden tekrar toplanan kristal viyolenin
absorbans degerleri kontrol grubunda 0,264 + 0,01 ve aspartam grubunda 0,262 + 0,02

bulunarak arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark tespit edilmedi.

Kontrol Aspartam

80+ 0.3+

60+
0.2+

0.1+

Koloni Sayisi
8
1
Absorbans (590nm)

0- 0.0-
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Sekil 4.2: Koloni olugturma bulgular1. A)Kristal viyole ile boyanan kolonilerin toplu
goriintiisii B) Ters 151k mikroskobu altinda tek koloni goriintiisii C) Kontrol ve
aspartam grubu koloni sayilar1 D) Boyama isleminden sonra hiicrelerden tekrar

toplanan kristal viyoleden elde edilen absorbans degerleri, * p < 0,05

4.1. Scratch Bulgular

SH-SY5Y noroblastoma hiicrelerinin migrasyonu, kontrol ve aspartam uygulamasiyla
degerlendirildi. Kontrol grubunda ¢izik kapanma oran1 %74,43 + 3,9 iken bu oran
aspartam grubunda %58,9 + 5,73’ tii. Boylece glukozun SH-SY5Y néroblastoma

hiicrelerinde hiicre migrasyonunu aspartama gore daha ¢ok destekledigi gézlendi.

Kontrol Aspartam

80-
*
§ X 60-
S 7
£
8 40+
1]
¥
©
§ 20-
q >
. O &bé‘
& &f
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Sekil 4.3: Ciziklerin ters 151k mikroskobu ile alinan temsili goriintiileri ve
uygulamadan sonra hiicrelerde yara kapanma oranlari. Veriler; % ortalama kapanma

+ standart sapma olarak sunulmustur, * p < 0,05
4.1. Gen Ekspresyon Bulgular:

Yetmis iki saat boyunca glukoz veya aspartam igeren besiyerine maruz birakilan
noroblastoma SH-SY5Y hiicrelerinde ilgili genlerin seviyelerini degerlendirmek igin
gPCR testi yapildi. AKT ve NFkB yasam sinyal yolaginda; CCND1 ve TP53 hiicre
dongiisii kontroliinde, BCL-2, BCL-XL, CASP3 ve CASP7 apoptozla iliskili genler

olarak belirlendi.

Yapilan ¢calismada AKT gen ifadesi aspartam grubunda 0,24 + 0,04, NFkB gen ifadesi
ise aspartam grubunda 0,18 = 0,06 idi ve ikisi de kontrol grubuyla karsilastirildiginda
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onemli bir azalma gosterdi. BCL-2 gen ifadesi, aspartam grubunda 0,4 + 0,02 olarak
kontrole kiyasla anlamli seviyede azalirken BCL-XL gen ifadesi, aspartam grubunda
0,98 + 0,12 idi ve kontrol grubuna gore anlamli bir fark géstermedi. Aspartam
grubunda CASP3 1,29 + 0,36 ve CASP7 1,19 = 0,17 mRNA ifadesine sahip olarak
kontrol grubuna kiyasla anlamli olmayan bir artis gosterdi. Bu artig 72. Saat MTS
sonucuna goOre aspartam grubunda azalan hiicre canliligiyla tutarli olarak
degerlendirildi. CCND1 gen ifadesi, aspartam grubunda 0,57 + 0,14 olarak kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalma gosterirken, TP53 gen ifadesi

aspartam grubunda 0,99 + 0,08 idi ve kontrol seviyesinde kaldi.

AKT BCL-2 BCL-XL CASP3
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Sekil 4.4: SH-SYSY hiicre hatt1 kontrol ve aspartam gruplarinda Apoptoz, Yasam
Sinyal ve Hiicre Dongiisii Kontrolii yolaklarinda rol alan genlerin goreceli kat
degisimi, qPCR analiz sonuglari. Tiim veriler GAPDH ifadesine gore normalize
edilerek tek yonlit ANOVA ve Tukey post hoc testi ile analiz edildi, * p< 0,05
(AKT: AKT Serin- Treonin Kinaz 1, BCL-2: B-hiicreli Lenfoma Gen-2 , BCL-XL:
B-hiicreli Lenfoma Ekstra Large, CASP3: Kaspaz 3, CASP7: Kaspaz 7, CCND1.:
Siklin D1, NFKB: Nuclear Factor kappa B, TP53: Tumoér Suppressor Protein P53)

BESINCi BOLUM
TARTISMA
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Kanser, baslica 6liim nedenlerden biri olarak diinya ¢apinda bir halk sagligi sorunudur
ve siirekli biiyliyen ve ¢ogalan hiicreler ile karakterize edilmektedir (Alidadi vd.,
2021). Noroblastoma, yiiksek mortaliteye sahip agresif bir ¢ocukluk c¢agi kanser
tiuriidiir (de Moura Escobar vd., 2019). Timoér hiicreleri Warburg etkisi olarak
adlandirilan oksijen mevcudiyetinden bagimsiz olarak glikoliz kullanma yetenegine
ve artan glukoz arzina sahiptir (DeBardinis vd., 2020). Timo6r mikrogevresinde
bulunan besin seviyeleri, hiicrenin metabolizmasin1 ve ilag tepkilerinin degistiren
onemli bir etmendir ve diyet gibi ek faktorlerden etkilenebilir (Muir & Vander Heiden,
2018). Diisiik glukoz seviyelerinin ve kalori kisitlamasinin antikanser stratejileri
olarak hedeflendigi bilinmektedir (DePeaux & Delgoffe, 2021).

Aspartam, seker tiikketiminin azaltilmasi1 amaciyla gidalarda siklikla sekere alternatif
olarak kullanilan bir yapay tatlandiricidir. Tiiketimi giivenli kabul edilmesine ragmen
farkli ¢aligmalarda bilissel davranislardaki degisiklikler, artan kanser riski, degisen
bagirsak mikrobiyotas: gibi olumsuz etkiler gosterdiginden tiiketimi tartigmalidir
(Czarnecka vd., 2021). Bununla birlikte aspartamin kanser hiicrelerinde temel besin
maddesi olan glukoz gibi rol alip almadigi belirsizdir. Bu sebeple bu tez ¢aligmasi
insan noroblastoma hiicre hattinda (SH-SYS5Y) esit kalori igerigine sahip glukoz ve
aspartam maruziyetinin hiicrenin proliferasyonu ve migrasyonu iizerindeki etkilerini
altta yatan molekiiler metabolizmalarla iligkilendirilerek karsilastirmali olarak analiz

eden ilk ¢aligmadir.

Tez kapsaminda ilk olarak hiicre canlilik testi (MTS) gerceklestirilmis ve aspartam
maruziyetinin 72. Saatte hiicre canliligini anlamli olarak azalttig1 gézlenmistir. Daha
once glukoz ve oksijenden yoksun birakilan SH-SYSY hiicrelerinin oksijen ve glukoz
yoksunluguna maruz kaldig: siirenin uzunluguyla dogru orantili olarak apoptotik hiicre
sayisinin arttig1, tersine hayatta kalan SH-SYSY hiicrelerinin énemli dlciide azaldig:
gosterilmistir (Yin vd., 2022). MTS sonuglarini destekleyebilecek ii¢ alternatif hipotez
degerlendirilmistir. Aspartam uygulanan grupta SH-SY5Y hiicreleri ilk 48 saat var
olan 1 g/L glukozu kullanilip daha sonrasinda ortamdaki aspartam: glukoza gore daha
Iyi kullanamayabilir, aspartam hiicre proliferasyonunu daha ¢ok arttirarak senesens
kaynakli hiicre canlilifin1 azaltabilir veya aspartam metabolitlerinin hiicrelerde
sitotoksik etkileri olabilir. Daha 6nce farkli dozlarda glukoz ve aspartam maruziyetinin

etkileri insan pankreas adenokarinom (PANC-1) hiicrelerinde degerlendirilmistir
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(Gezginci-Oktayoglu vd., 2021). Bunun i¢in glukoz ve aspartamin oldiiriicii olmayan
(5mM glukoz ve 1 ng/mL) ve oldiriici (25mM glukoz ve 100 mg/mL aspartam)
dozlart MTT testi ile belirlenmistir. Hiicre canliligi 1ng/mL aspartam ve 15 mM
glukozdan daha yiiksek konsantrasyonlarda azalmistir. Bununla birlikte 7 giin boyunca
1 ng/mL aspartam maruziyeti hiicre proliferasyonunu arttirirken, 14 giin boyunca
aspartam ve glukoz maruziyeti (100 mg/mL aspartam maruziyeti hari¢) kontrol
grubuna gore farklilik gostermemistir. Calismamizda esdeger kalori i¢in eklenen 3,24
mg/L aspartam (3,24 * 10° ng/mL) bu calismayla tutarli olarak hiicre canliligini
azaltabilir.

Aspartamin hiicre proliferasyonunu arttirarak senensens kaynakli hiicre canliligin
azaltabilecegine dair olan hipotezimizi degerlendirmek igin koloni olusum deneyi
yapilmistir. Eger hipotezimiz dogruysa aspartam grubunda daha fazla koloni
gozlemlememiz gerekiyordu. Elde edilen sonuglarda kontrol grubu aspartam grubuna
gore daha fazla koloni sayisina sahipti. Ayn1 zamanda elde edilen bu sonug Chen ve
arkadaglarinin (2018) yiiksek glukoz altinda kiiltiirlenen pankreas kanseri hiicrelerinde
gbzlemledikleri artan koloni sayisini desteklemektedir. Yapilan ¢izik (scratch) testi
sonucunda kontrol grubunun daha fazla yara kapanma ylizdesine sahip olmasi
noroblastoma SH-SYS5Y hiicrelerinin artan migrasyonu igin glukoz arzina sahip
oldugunu gosterilmistir. Koloni olusum deneyi ve scratch testi bulgular1 goz oniine
alindiginda bulgularimiz, aspartamin karsinojenik potansiyel eksikligini vurgulayan

kapsamli ¢alismay1 desteklemektedir (Wikoff vd., 2020).

AKT, glikolizin ilk adimimi katalize eden heksokinazin ve glukoz tasiyicilarin
(GLUT1 ve GLUT4) plazma zarina gecisini diizenleyen substratlarin
fosforilasyonuyla glikolitik aktiviteyi artirabilen bir serin-treonin kinazdir (Waldart
vd.,2017). Ayrica PI3K/AKT yolu néronlarda oksidatif hasara ve apoptoza karsi
hayatta kalma yanlisi bir rol oynayabilir (Kim vd., 2020). Hiicresel oksidatif stres ve
inflamasyon noral hasarin patolojik siirecinde hayati oldugundan néroinflamasyon ve
oksidasyon mekanizmalart hedeflenmektedir (Xian vd., 2021). Daha once
AKT/Nrf2/HO-1'in aktive edilmesi ve NF-«xB yollarini inhibe edilmesinin mikroglia
polarizasyonu fenotipini degistirdigi, SH-SY5Y hiicrelerinde noroprotektif etkiler
gosterdigi belirtilmistir (He vd., 2021). Benzer sekilde aloe-emodin'in oksijen ve
glukoz yoksunlugu ile uyarilan SH-SY5Y hiicrelerini zarardan korudugu ve koruyucu

etkisinin AKT’ye 6zgii inhibitor kullanildiginda bloke edilebilecegi bildirilmistir
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(Xian vd., 2021). NF-«xB hiicre proliferasyonu, apoptoz, anjiyogenez ve metastaz gibi
kanserle ilgili stireclerde kritik rollere sahiptir. Ek olarak hiicresel iltihaplanma ve
bircok sinir sistemi hastalifinda yer aldigindan inflamatuar hastaliklar i¢in hedef
olarak kabul edilmektedir ( Li ve Verma, 2002). Noroprotektif etki mekanizmalarinin
AKT aktivasyonu, NF-kB inhibisyonu ile iliskilendirildigi géz Oniine alindiginda
calismamiz sonucunda elde edilen hem AKT hem de NF-«B ekspresyon artisi, artan
glikolitik aktiviteye ve proliferasyona atfedilebilir. Artan glikolitik aktivite nedeniyle
olusan yiiksek laktat konsantrasyonu NF-kB/ILS8 sinyal yoluyla anjiyogenezi ve timdr
biiylimesini destekler (Végran vd., 2011)

Antiapoptotoik genler (BCL-2 ve BCL-XL) apoptozu baskilama yetenegi gostererek
noroblastoma hiicrelerinin ¢ogalmasina katki saglar (Sanati vd., 2020; Hanafy vd.,
2020). BCL-2 tiimor hiicrelerinin hayatta kalmasini desteklediginden dolay1 antikanser
ilaglarinda inhibisyonu hedeflenmektedir. Bu ilaglardan biri olan BH3 mimetikleri
pro-apoptotik BAX aktivasyonunu saglamak i¢in BCL-2 proteinini inhibe ederek
apoptozu tetikler (Roberts vd., 2021). Ayrica CO: ile indiiklenen hipoksi ortamina
maruz kalan SH-SYS5Y hiicrelerinde BAX/BCL-2 oraninin ve CASP3 aktivitesinin
onemli dlgiide arttigi bulunarak CO2 maruziyetinin SH-SYS5Y hiicre 6limiini tesvik
ettigi bildirilmistir (Curro vd., 2022).

CCNDI1 fonksiyonu hiicre dongiisiiniin G1’den S fazina ilerlemesini diizenlemektir
(Liu vd., 2022). Hiicre dongiisii ilerlemesini degistiren CCND1’in amplifikasyonu
cesitli kanser patogenezinde gozlenir. Nie ve arkadaslari (2020) mide kanseri
hiicrelerinde CCND1 ekspresyonunun baskilanmasiyla hiicre proliferasyonunun
inhibe edildigini, ayn1 zamanda CCND1’in epigenetik olarak aktive edilmesinin
gastrik tlimorijenezi destekledigini gdstermistir. Bununla birlikte CNCD1’in negatif
diizenlemesi meme kanseri ilerlemesini de engellemistir (Liu vd., 2021). Ayrica CO:
ile indiiklenen hipoksi ortamma maruz kalan ve kalmayan SH-SYSY hiicreleri
arasinda CNCD1 transkript seviyelerinde 6nemli bir degisiklik gozlenmemistir (Curro
vd., 2022). Rol oynayan molekiiler mekanizmalar degerlendirildiginde SH-SY5Y
hiicrelerinde glukoz maruziyetinde gozlenen artan proliferasyon, migrasyon ve azalan
apoptoz AKT, NF-kB, BCL-2 ve CCND1 mRNA ekspresyonlarindaki artis sebebiyle

literatiirle tutarl1 olarak agiklamaktadir.

Aspartam ve ii¢ metabolitinin etkileri daha 6nce ndroblastoma SH-SY5Y hiicrelerinde

degerlendirilmistir (Griebsch vd., 2023). Bu ¢alismada kontrol grubu 1 g/L D-glukoz,
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%2,5 FBS ve %1 NEAA igeren DMEM ile inkiibe edilirken aspartam grubu igin bu
besiyerinde 271,7 uM aspartam ¢ozdiiriilerek besiyeri hazirlanmigtir. Metabolitlere
maruz kalacak hiicreler ise aspartamla ayn1 molariteye sahip olacak sekilde L-aspartik
asit, L-fenilalanin ve metanol kombinasyonu i¢eren DMEM ile inkiibe edilmistir.
Calisma sonucunda aspartam ve metabolitlerinin mitokondriyal hasarla iliskili olarak
oksidatif strese ve oksidatif stresin de noronal hiicrelerde lipid damlaciklarinin
birikmesine neden oldugu gosterilmistir. Bu sebeple aspartam ve metabolitlerinin
bozulmus bagirsak bariyerine sebep olan hastaliklarin (¢6lyak hastaligi, irritabl barsak
sendromu tip I diyabet ve multipl skleroz) patogenezine katkida bulunabilecegi, kan-
beyin bariyerini gecerek norodejeneratif hastaliklarin hizlanmasina sebep olabilecegi
bildirilmistir. Bu calisma aspartam ve metabolitlerinin etkisini degerlendirmesine
ragmen kontrol grubu olarak 1 g/L D-glukoz igeren DMEM kullanildigi i¢in glukozun
etkilerini karsilastirma firsatt saglamamaktadir. Bu sebeple son hipotezimiz olan
aspartam metabolitlerinin sitotoksik etkiler gosterip gosteremeyeceginin dogrulugu

icin ek calismalara ihtiyag¢ vardir.

Aspartam sekere alternatif olarak iiretilen bir yapay tatlandirici olsa bile néroblastoma
SH-SYS5Y hiicreleri igin bu durum boyle goziikmemektedir. Bu ¢alismada glukozun
aspartama gore kanser hiicresi proliferasyonuna ve migrasyonuna daha ¢ok katki
sagladig gosterilmistir. Ancak literatiir taramasi sayesinde aspartam giivenliginin hala
tartismali oldugu saptanmistir. Aspartam ve 6zellikle metabolitlerinin kanser dahil
olmak {izere diger hastaliklarda nasil rol aldigin1 anlayabilmek i¢in detayli ¢calismalara

ithtiyag¢ vardir.

ALTINCI BOLUM

SONUC
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Bu calismada gidalarda seker yerine alternatif olarak kullanilan aspartamin kanser
hiicresinde temel besin kaynagi olan glukoz benzeri etki gosterip gdstermedigini esit
kalori igeren kiiltiir kosullarinda arastirdik. 72. saat ve 5. giin MTS sonuglar
aspartamin hiicre canliligin1 anlaml sekilde azalttigin1 gésterdi. Bu sonuglara gore
azalan hiicre sayisinin SH-SYSY hiicrelerinin glukozu aspartama gore daha iyi
kullanabilmesinden mi yoksa aspartam ve metabolitlerinin sitotoksik etkilerinden mi
kaynaklandigin1 degerlendirmek icin koloni olusum deneyi ve ¢izik testi yaptik.
Kontrol grubunda daha fazla koloni sayis1 ve daha fazla yara kapanmasi gozleyerek
SH-SYS5Y hiicrelerinin glukoz varliginda artan hiicre proliferasyonu ve migrasyonuna
sahip oldugu sonucuna vardik. Sonuglarimizi tutarli sekilde agiklayabilmek igin
apoptoz, anjiyogenez ve metastaz ile iliskili AKT, NF-xB Bcl-2, Bcl-xl, Kaspaz 3,
Kaspaz 7; hiicre dongiisii ile iliskili p53 ve CCND1 mRNA ekspresyonlarindaki
degisimleri degerlendirdik. Kontrol grubundaki hiicrelerin aspartam grubundaki
hiicrelere kiyasla daha fazla hiicre canliligina, proliferasyona ve migrasyona sahip
olmasmi kontrol grubundaki daha yiiksek AKT, NF-xB, BCL-2 ve CCND1
ekspresyon seviyeleri ile iliskilendirdik. Hiicre 6liimiinden sorumlu CASP3 ve CASP7
ekspresyonlar1 arasinda anlamli bir fark bulunmamasi, hiicreyi dldiiriicii herhangi bir
etken saglamadigimizdan mantikli ve tutarli bulunurken aspartamin sitotoksik veya
kanserojen etkilerinin olduguna dair artan endiselere katki saglamamistir. Bununla
birlikte aspartam ve metabolitlerinin kanser siirecinde etkilerini degerlendirmek i¢in

daha fazla caligmaya ihtiyac vardir.
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