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Kanser olgularının mortalite oranları kanser hücrelerindeki metastatik kabiliyetin artışına bağlı 

olarak yükselmektedir. Özellikle epitelyal kökenli olan karsinomalarda kanser hücreleri epitelyal 

karakterlerini kaybederek mezenkimal karakterler kazanır. Mezenkimal-benzer karaktere sahip bu 

hücreler invazyon kabiliyeti kazandığından bulunduğu ortamdan ayrılarak kan dolaşımına geçer ve farklı 

doku ve organlarda sekonder metastatik odakların oluşmasına neden olur. Metastatik invazyonun ilk 

aşaması epitelyal mezenkimal transizyon (EMT) mekanizmasıdır. Bu mekanizmanın temel düzenleyici 

faktörlerinden biri Twist1 transkripsiyon faktörüdür. Yapılan araştırmalar agresif kanser olgularında 

Twist1 geninin yüksek ekspresyon gösterdiğini belirlemiştir. 

TWIST1, b-Helix-Loop-Helix yapısal özelliği gösteren bir transkripsiyon faktörü olup 

promotorlarında E-Box dizisi bulunduran genlerin transkripsiyonunu aktive veya inhibe eder. TWIST1 ilk 

olarak bir embriyonik gelişim bozukluğu olan Saethre-Chotzen sendromu ile ilişkilendirilerek 

tanımlanmıştır. Son yıllarda yapılan çalışmalar TWIST1’in aynı zamanda bir proto-onkogen olduğunu 

göstermiştir. Zira bu protein p53, E1A ve p14ARF gibi tümör baskılayıcı genlerin fonksiyonunu 

baskılarken, proto-onkogenler olan AKT2, c-SRC, STAT3 ekspresyonlarını indüklemektedir. Bu 

bulgulara paralellik gösterecek şekilde TWIST1 ekspresyonu osteosarkoma, prostat, glioma, mide, 

karaciğer ve endometrial kanser hücrelerinde aşırı ekspresyon göstermekte ve kötü prognoz’a sebep 

olmaktadır.  

Günümüzde tümör heterojenitesine bağlı olarak yeni tedavi stratejileri geliştirilmektedir. 

Uygulanan ilaç tedavilerine ek olarak tümör hücresinin metabolik hedeflemesine de ilgi artmıştır. Tümör 

dokularında glikoz alımı, aerobik glikoliz oranı ve laktat üretimi artar. Bu bağlamda çalışmamızda 293T 

hücrelerinde Twist1 transkripsiyon faktörünün promotorlarında E-box (CANNTG) dizisi taşıyan glikoz 

taşıyıcıları Glut (1,2,3,4,5,12) ve glikoz metabolizmasında önem arz eden Hekzokinaz 2 (HK-2), Piruvat 

kinaz 2 (PKM-2), Glikoz-6 fosfat dehidrogenaz (G6-PD), Fosfofruktokinaz M (PFKM) ve Laktat 

dehidrogenaz A (LDH-A) genlerinin ekspresyon düzeyleri üzerindeki etkisini RT-PCR yöntemi ile 

belirledik. Ayrıca glikoz alımında önemli rol oynayan insülin reseptörü (IR) ile insülin reseptör substrat-1 

ve -2 (Irs-1,-2) gen ekspresyon seviyelerini saptadık. Twist1 ekspresyonu varlığında hücrelerin Glikoz 

alımının arttığını tesbit ettik. Bunun yanısıra Glikoliz yolağının ve enerji tüketiminin hızlandığı, besi 

ortamındaki glikoz ,laktat ve osmalarite  düzeyleri ile hücre içindeki ATP, ADP ve AMP oranlarını 

belirleyerek ortaya konmuştur.  

Anahtar Kelimeler: Epitelyal Mezenkimal Transisyon, Twist1, Glikoz uptake. 
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The mortality rates of cancer cases are increased due to the increase in metastatic ability in 

cancer cells. Especially in carcinomas of epithelial origin, cancer cells lose their epithelial characters and 

acquire mesenchymal characters. These cells, which have mesenchymal-like characteristics, are separated 

from the environment where they gain invasion ability and pass into the bloodstream and cause secondary 

metastatic foci in different tissues and organs. The first stage of metastatic invasion is the epithelial 

mesenchymal transition (EMT) mechanism. One of the basic regulatory factors of this mechanism is the 

Twist1 transcription factor. The investigations have determined that the Twist1 gene shows high 

expression in aggressive cancer cases. 

TWIST1 is a transcription factor that shows b-Helix-Loop-Helix structural property and activates 

or inhibits the transcription of genes with E-Box sequence in their promoters. TWIST1 was first described 

in association with an embryonic developmental disorder, Saethre-Chotzen syndrome. Recent studies 

have shown that TWIST1 is also a proto-oncogen. Because this protein suppresses the function of tumor 

suppressor genes such as p53, E1A and p14ARF, it induces the proto-oncogenes AKT2, c-SRC, STAT3 

expressions. In parallel with these findings, TWIST1 expression is overexpressed in osteosarcoma, 

prostate, glioma, stomach, liver and endometrial cancer cells and causes poor prognosis.  

Today, new treatment strategies are being developed due to tumor heterogeneity. In addition to the drug 

treatments applied, the metabolic targeting of the tumor cell has also increased its interest. Glucose intake, aerobic 

glycolysis rate and lactate production are increased in tumor tissues. In this study, 293T cells, Glut (1,2,3,4,5,12) 

and Hexokinase 2 (HK-2) carrying the E-box (CANNTG) sequence in the promoters of Twist1 transcription 

factor and Hexokinase 2 (PKM-2), Glucose-6 phosphate dehydrogenase (G6-PD), Phosphofructokinase M 

(PFKM) and Lactate dehydrogenase A (LDH-A) genes at the expression level. In addition, we found insulin 

receptor (IR) and insulin receptor substrate-1 and -2 (Irs-1, -2) gene expression levels that play an important role in 

glucose uptake. In the presence of Twist1 expression, we detected the increase in glucose uptake of cells. In 

addition, we determined the rates of glycolysis pathway and energy consumption, glucose ,lactate levels and 

osmolarity in the medium, and ATP, ADP and AMP levels in the cell. 

Keywords: Epithelial Mesenchymal Transition,Twist1, Glucose uptake, 
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His                                    Histidin 

HK2 Hekzokinaz 2  
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Lys  Lizin 
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MAPK Mitojenler tarafından aktive edilen Kinaz 



 

xiv 

N-terminal  Amino terminal 

NFKB Nükleer Faktör Kappa B 

OD  Optik Dansite 

PAGE  Poliakrilamid jel elektroforezi 

PBS  Fosfatla tamponlanmış tuzlu çözelti (Phosphate 

buffered saline) 

PFKM Fosfofruktokinaz M 

PCR  Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase chain 

reaction) 

PKM2 Piruvat kinaz M2  

PI3K Fosfoinotisitid-3-kinaz 

PKC Protein Kinaz C 

RAS  Rat sarkoma virüsü 

RNA  Ribonükleik asit 

RNAaz  Ribonükleaz 

RT  Reverse Trancriptase 

RT-PCR  Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction 

RB1 Retinoblastoma1 

STAT Transkripsiyon Sinyal İletici Ve Aktivatör 

SDS  Sodyum dodesil sülfat 

TAE  Tris-Asetat-EDTA 

TE  Tris-EDTA 

Thr  Treonin 

Trp  Triptofan 

Tyr  Tirozin 

TP53 Tümör protein 53 

TGFß Transforming Growth Faktör ß 

Val  Valin 

WNT Kanonik sinyal yolağı 

α  Alfa 

β  Beta 

γ  Gama 

μ Mikro 

  



1 

 

1. GİRİŞ 

 

Günümüzde, teknolojik araçlara fazla yönelimin olması, nüfusun artışı, yoğun 

stres ve radyasyon gibi çevresel faktörlerin etkisiyle insanların hücrelerinde genetik 

bozulmalar kansere neden olmaktadır.  

Kanser, belirli zaman aralığında hücre genomunda ard arda gelen mutasyonlar 

sonucu oluşur. Çok basamaklı bir olay olan bu hastalığın patogenezinin daha iyi 

anlaşılması kanser metabolizmasının anlaşılmasıyla mümkün olacaktır. Ayrıca günüzde 

uygulanan tedavilerin etkinliğinin artırılması için yeni terapötik hedeflerin 

tanımlanmasına ihtiyaç vardır.  

TWIST1 geni, E kutusu (E-box) olarak isimlendirilen bir takım DNA 

elementlerini tanıyabilen bazik heliks loop heliks (bHLH) sınıfına ait bir transkripsiyon 

faktörüdür. TWIST1 geni iki ekzon ve bir introna sahiptir, ancak kodlama sekansı ilk 

ekzondan oluşur. Günümüzde TWIST1 geni kanser gelişimi ve metastazında anahtar 

rolü olan temel onkogen olarak tanımlanmıştır. Aynı zamanda kemoterapötik ilaçlara, 

radyoterapiye ve apoptozise direnci destekleyen önemli faktörlerden biridir. Bu nedenle 

TWIST1 geninin ifadesi ve fonksiyonu hakkındaki araştırmalar gün geçtikçe 

artmaktadır. Son zamanlarda araştırıcılar kanser hücrelerinin metabolik özellikleri 

üzerinde yoğunlaşmaktadır. Yaptığımız literatür araştırmasında TWIST1’in glukoz 

alımındaki fonksiyonu ile ilgili herhangi bir bilgiye rastlamadık. Bu nedenle 

çalışmamızı TWIST1’in glukoz alımını artırdığı hipotezi üzerine hazırladık. 
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2. KAYNAK ARAŞTIRMASI 

 

2.1. Kanser Nedir? 

Kanser, sağlıklı hücrelerin çoğalması, sağkalımı ve gelişimi gibi yaşamsal 

fonksiyonlarının kontrol edilememesi sonucu meydana gelen, ölüm riski taşıyan bir 

komplike genetik bir hastalıktır. Kanserli hücreler hızlı bir şekilde çoğalabilen, 

çevresindeki dokulara yayılabilen ve bağımsız olarak hareket edebilen hücrelerdir (1). 

Kanser türleri oluşum açısından benzerlik gösterse de gelişim ve yayılma açısından 

farklılık gösterirler (2). 

2.1.1. Kanser Genetiği 

Normal hücrelerin hayati fonksiyonlarını sürdürebilmesi için, genlerin sağlıklı 

ve belirli bir koordinasyonda olması gerekmektedir (1). Hücre proliferasyonunu kontrol 

eden temel kontrol noktaları mevcuttur. Bunlardan biri G1 diğeri ise G2’dir. G1 

evresinde alınan bölünme sinyali ile hemen replikasyon başlar ve hücre G1 evresinden 

S fazına geçer. G1 evresinde DNA replikasyonunun meydana geldiği S fazı için önemli 

olan proteinlerin sentezi gerçekleşir. G2 evresi ise mitoz için gerekli olan hazırlık 

aşamasıdır. Mitoz evresine giren hücrelerde mitozun kontrolü M kontrol noktası ile 

sağlanır (3).  

Kanserli hücrelerden meydana gelmiş hücre kültürleriyle normal hücreler 

karşılaştırıldığında belirli genetik varyasyonlar saptanmaktadır. Genetiği farklılaşmış bu 

kanser hücreleri ‘Transforme’ terimi ile nitelendirilmektedir. Transforme hücreler pH 

değişikliği, hipoksi, düşük serum düzeyi gibi daha ekstrem şartlara dayanıklıdır (4). 

Deney hayvanlarıyla yapılan çalışmalara bakıldığında transforme kanser hücre 

greftleriyle ilgili kanser geliştirilebilmektedir. Bu bağlamda araştırmalarda 

kullanılabilecek birçok kanser model organizmalar oluşturulmuştur (5). Karsinojenler 

hücrenin genetiğine doğrudan ya da dolaylı olarak etki ederler. Karsinojenler, hücre 

genomunda mutasyonları tetiklemesi ile hücre sağkalımında önemli olan 

protoonkogenlerin aşırı aktivasyonunu sağlayarak onkogenlere dönüşmesine sebep olur. 

Literatürde şimdiye kadar 100 onkogen tanımlandığı bilinmektedir (6). 

2.1.2. Kanser Oluşumu  

Kanser gelişiminde önemli olan temel genetik bozukluklar mevcuttur (7). Bu 

bağlamda kanser genetiğindeki bazı temel kavramlar şunlardır;  

Germline mutasyon; gonadlardaki eşey hücrelerinde (sperm, yumurta hücresi) 

ortaya çıkan genetik bozukluklardır. Bu mutasyon nesiller boyu aktarılabilir. Mutasyon 
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sadece eşey hücreleriyle sınırlı olmayarak diğer hücrelerde de bulunabilmektedir. 

Kalıtsal kanserlerden germline mutasyonları sorumludur (8). 

Somatik mutasyon; bu tip mutasyonlar somatik hücrelerde görülmektedir. 

Kuşaktan kuşağa geçmez sadece etkilenen bireyle sınırlı kalır. Kalıtsal özellik 

içermeyen sporadik mutasyonlardan sorumludur (9). 

Proto-onkogenler; hücrenin sağkalım, proliferasyon gibi olayları kontrol eden 

genlerdir (10). Transkripsiyon, büyüme ve gelişim faktörlerinde, apoptosizin 

sınırlandırılmasında, kromatin modifikasyonunda, hücre içi transfer mekanizmalarında 

işlev görmektedir (11). 

Tümör süpresör (baskılayıcı) genler; hücrelerin çoğalmasını baskılayan 

genlerdir. Hücre siklusunu kontrol ederler ve gerektiğinde hücreyi apoptosize teşvik 

ederler (12). 

Heterozigosite kaybı (loss of heterozygosity; LOH): İki allelden birinin kaybı 

durumudur. Örneğin, kalıtsal retinoblastomada, normal hücrelerde heterozigosite 

mevcutken, tümörlü hücrelerde LOH nedeniyle sadece mutant RB1 alleli mevcuttur 

(13). Kanserleşen hücrelerde normal RB1 allelinin bulunduğu 13q14 kromozomal 

bölgede bir allelde interstisiyel delesyon meydana gelmiştir. Çeşitli sporadik kanser 

türevlerinde, tümör süpresör genlerin olduğu birçok kromozomal alanlarda LOH 

gözlenmektedir (14). Örneğin; meme ve kolon kanserlerinde T53 kanser süpresör 

geninin olduğu 17p bölgesinde LOH durumu saptanmaktadır (13).  

Onkogenezin birçok aşaması vardır, normal bir hücrenin kanser hücresine 

dönüşebilmesi için çok fazla mutasyona uğraması ve bu mutasyonların birikmesi 

gerekmektedir (15,16,17). Özellikle kolon kanseriyle alakalı yapılan çalışmalarda 

onkogenez için tek bir genetik bozukluğun yeterli olmadığı, kanser süpresör genler ve 

proto-onkogen genlerde de çok sayıda mutasyon olması gerektiği görülmüştür (18,19). 

Onkogenez evresi genetik anlamda çok aşamalıdır. Meydana gelen mutasyonlar, DNA 

tamir mekanizmasının yetersizliği, sporadik ya da çevresel etmenlerle oluşabilmektedir 

(20).  

2.1.3. Kanser Yolakları 

Kanserin oluşmasına sebep olan 250’den fazla genin olduğu düşünülmektedir 

(21). Bu genler hücrede birçok sinyal yolağında görev alırlar. Bu yolaklar normal 

hücrelerin yaşamsal fonksiyonlarını ve metabolizmalarını kontrol etmektedirler (22). 

Kanser yolaklarını kısaca tanımlamak gerekirse; bir kanserin gelişmesi için genetik 

olarak en az bir kez mutasyonla aktivasyona ihtiyaç duyan regülatör sistemlerdir (23). 
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Farklı kanser türlerlerinde aynı yolak farklı gen bölgelerinin mutasyonları neticesinde 

de kontrolsüz aktive olabilmektedir. Kanser yolakları; genel olarak MAPK, PI3K, 

TP53, RB, TGFβ, JAK/STAT, NFkB, WNT, SHH, NOTCH sinyal yolaklarıdır (23,24) 

(Tablo 2.1). Bu yolakların her biri birbiriyle bağlantı halindedir (25). Bu iletişime 

bakıldığında hücrede homeostaz açısından önemli fonksiyonları vardır (26).  

 

Tablo 2.1. Kanserde önemli olan bazı temel yolaklar (23). 

 

Yolak veya Ağ 
Görüldüğü 

Kanserler 

Yolaktaki 

onkogen 

proteinler 

Yolaktaki 

Tümör 

süpresörler 

Açıklama 

MAPK Yolağı 

(Standart) 
Birçok 

RAS.BRAF 

(MYC) 
 

Onkogenik reseptör 

tirozin kınazların 

efektörleridir 

PI3K Yolağı Birçok P13K. AKT PTEN.CTMP 

Onkogenik reseptör 

tirozin kinazların 

efektörleridir 

TP53 ağı Birçok MDM2/HDM2 TP53.ATM.BAX  

RB1 ağı Birçok 
Cyclm D1.CDK4, 

(MYC) 

RB1.p16NKAA 

P15INK48, p57KP2 
 

TGFβ Yolağı 

Karsinomlar, bazı 

yumuşak doku 

kanserleri, bazı 

lösemiler 

 

TGFβRII, 

SMAD2. 

SMAD4. RUNX 

Karsinomda inaktive 

olmuş, yumuşak doku 

kanserinde aktive 

olmuştur. 

JAK/STAT 

Yolağı 

Bazı karsinomlar, 

birçok lösemi ve 

lenfomada 

STAT3. 

STAT5(?) 

STAT1(?). 

SOCS1 

Onkogenik Sitokin 

Reseptörleri ve füzyon 

proteinlerinin 

efektörleridir 

NFkB Yolağı 
Bazı lösemiler, 

birçok karsinomlar 
REL proteinleri CYLD 

Etki büyük oranda hücre 

tipi ve içeriğine bağlıdır. 

WNT Yolağı 

Kolon. Karaciğer, 

meme, mide ve diğer 

karsinomlarda 

WNT1, β-Catenin APC.AXIN 
E-Kaderin ve SFRP’lerce 

modüle edilir 

SHH Yolağı 
Spesifik deri, beyin 

ve akciğer kanserleri 

SHH(?).SMO. 

GU1(?) 

PTCH1.PTCH2 

SUFU 
 

NOTCH Yolağı 
T-hücre lenfomaları, 

karsinomlar 
NOTCH 1 NOTCH 1 

Etki büyük oranda hücre 

tipi, içeriği ve gen 

dozajına bağlıdır. 

 

  

MAPK sinyal yolağı, RAF, MEK ve ERK protein kinazların aktivasyonu 

sonucunda meydana gelmektedir (26). MAPK yolağı özellikle hücre proliferasyonu için 

gereklidir. Bu yolaklar reseptör tirozin kinazlar (RTK) ile başlatılan sinyalleri hücre 

içine ve çekirdeğe aktarırlar, böylece gen ekspresyonları yeniden düzenlenmiş olur. 

Kanser hücrelerinde, özellikle RAS’ın aktivitesi sonrasında da MAPK sinyalleşmesi 

yüksek aktivasyon göstermektedir (27). UV ışınları gibi fiziksel ajanlarla ve çevresel 
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kimyasal etmenlerle ortaya çıkan oksidatif strese bağlı olarak RAS proteinleri aktif hale 

gelir. Bu aktivasyon sonucunda MAPK yolağı yanısıra RAC veya CDC42 gibi hücresel 

olayları regüle eden GTP proteinlerini aktive ederler (28).  

Hücrede önemli fonksiyonları olan bir diğer sinyal yolağı da PI3K yolağıdır 

(Şekil 2.1). PI3K yolağı, RTK fosforilasyonu ile aktive olur (29). PI3K sinyalizasyonu, 

organizmanın metabolizmasının kontrol edilmesinde ve özellikle glukozun transferinde 

ve kullanımında, hücresel gelişimlerin denetlenmesinde, proteinlerin biyosentezi ve 

apopitozun inhibe olmasında rol oynamaktadır (30).  

 

Şekil 2.1. Fosfo-inositol 3 Kinaz (PI3K) yolağı (29). 

 

Apopitozisi regüle eden önemli bir protein olan TP53 proteini kanser 

gelişiminde oldukça temel proteinlerden biridir. TP53, ekstrinsik ve intrinsik 

mekanizmalarla aktive edilen apopitozis olayında bir çok proteinin birleşme noktasıdır 

(29). DNA hasarı durumunda TP53 intrinsik olarak aktive edilir. Bu aktivasyonda DNA 

hasarı ile aktifleşen çeşitli protein kinazların önemli rolü vardır (30,31). 
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2.2. Kanser Metabolizması  

Kanser progresyonu hücresel olaylar sonucu meydana gelen sekonder 

metabolitlerin etkileri ile ilerlemektedir (32). Kanser hastalarının mortalite nedenlerine 

bakıldığında %60’ı kilo kaybetmeye bağlı, diğer kısmı ise kaşeksiye bağlıdır (33). 

Kaşeksinin genel tanımı, progresif anlamda işlevsel bozukluk meydana getiren, 

tamamen geri dönüşümü olmayan, iskelet kasında doku kaybının yaşandığı bir 

durumdur (34). Kaşeksiye neden olan en önemli faktör anoreksi denilen iştahsızlık 

durumudur (35). Sağlıklı bireylerde ghrelin hormonu iştahı yükseltirken, kanserli 

hastalarda tam tersi etki yaratmaktadır. Anoreksinin oluşması iştah duygusunu veren 

peptidlerin azalmasından meydana gelmektedir (36). Hastalara kemoterapi ve 

radyoterapi uygulanması anoreksi gelişimini arttırmaktadır (37). 

Hipotalamusun ventromedial nukleusundaki serotonerjik nöronlar tokluk 

duygusunu, lateral nukleusundaki dopaminerjik nöronlar da açlık duygusunu verir (38). 

Kanser durumunda immün sistem tümör nekrozis faktör (TNF) ve interlökin (IL) 

üretimini yükseltir ve omurilik sıvısındaki triptofan seviyesini arttırır. Yani omurilik 

sıvısındaki serotonin oranı yükselir ve tokluk hissiyle beraber anoreksi gelişir (38,39). 

Bu anoreksik etkiler, kanserli bireylerin besin alımını kısıtlamasının yanında, metabolik 

dengenin bozulmasına, vücudun protein değerlerini kaybetmesine ve kaşeksiye neden 

olur (39).  

2.2.1. Kanserde Protein Metabolizması 

Proteinlerin diğer biyomoleküllerden farkı, yapılarında diğerlerine göre fazla 

oranda azot bulunmasıdır. Kanserli hücreler sağlıklı hücrelerden kendilerine sürekli azot 

transferi yaparlar. İskelet kaslarında protein metabolizmasının aktif olmasının sebebi, 

insülin seviyesindeki düşüştür ve buna bağlı olarak iskelet kaslarında 3 proteolitik 

yolaktan birisi aktif hale gelir (Şekil 2.2) (40). 
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 Şekil 2.2. İnsülin duyarlılığı ile protein metabolizması arasındaki ilişki (40). 

 

Bu üç proteolitik yolak lizozomal sistem, kalsiyumla aktifleşen sitozolik sistem 

ve ATP’ye bağlı olan proteolitik sitem olarak sıralanabilir: 

1. Lizozomal Sistem: Ekstrasellüler proteinleri ve hücre yüzey reseptörlerinin 

proteolizinde görev alır.  

2. Kalsiyumla Aktif olan Sitozolik Sistem: Nekrotik yaralar, dokulardaki 

hasarlar ve otolizin oluşumundan sorumludur.  

3. ATP’ye bağlı Ubikuitin Proteolitik Sistem: Tüm ökaryotik hücrelerde var olan 

76 aminoasit rezidüsünden meydana gelen ubikuitin, sıcaklığa dayanaklı bir protein 

grubudur. Normal olmayan proteinlerin yıkımı için onları proteozomlara iletir. 

Proteinlerin yıkıma gönderilmeden önce işaretleme yapılır (41). Ubikitin ve lizin 

rezidüsü arasında ATP’ye bağlı bu işaretleme meydana gelir. Ubikitin işaretlenmiş olan 

protein, proteozomlarda proteolitik faaliyetler ile degrade edilir (42). 

2.2.2. Kanserde Karbonhidrat Metabolizması  

Kanser vakaları incelendiğinde karbonhidrat metabolizmasında birçok farklılığın 

olduğu görülmektedir. Bu değişiklikler kanserin tanısı ve tedavisinde kullanılan 

yöntemlerin optimize edilmesini sağlar (43). Örneğin; kanser teşhisinde tanıda 

kullanılan PET yöntemi yüksek glikoz kullanımı ile ilişkili olan kanser hücrelerini 

saptamak için kullanılır (44). 
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Kanserli vakaların biyokimyasal verileri hipoglisemiyi işaret etmektedir. Bunun 

nedeni ise, kanserogenez süresince glikolitik yolakların yüksek aktivasyonudur (45). 

Anormal seviyelerde hücre proliferasyonunun ve gelişimin meydana geldiği tümör 

dokularında yetersiz perfüzyon sonucu hipoksi oluşur (46). Hipoksik ortam kanser 

hücrelerinde hipoksik sinyal yolaklarını aktive ederek anjiogenezi destekler. Meydana 

gelen yeni kan damarları aracılığıyla tümör dokusuna glikoz gibi besin maddelerinin 

iletilmesi artar. Kanser hücrelerinin glukozu alma seviyeleri normal hücrelere oranla 5-

10 kat daha fazladır. Yani kanser hücrelerinde glikoz alımı ve karbonhidrat 

metabolizması yüksek düzeyde aktiftir (Şekil 2.3) (47). 

 

                                                                                           2 (Piruvat)      

Birinci Aşama                                                    İkinci Aşama 

Şekil 2.3. Karbonhidrat metabolizmasının şematik gösterimi (187,188).  

 

Kanserli hücrede proliferasyon seviyesindeki artışın yanında aerobik ve 

anaerobik glikoliz yolakları da oldukça aktiftir. Glikolizde piruvattan laktat sentezi daha 

da artmış durumdadır ve buna Warburg etkisi denir (48). Anaerobik ortamda bu 

durumun meydana gelmesinde asıl işlevi olan özel bir transkripsiyon faktörü mevcuttur. 

Hipoksi ile indüklenebilen faktör–1 alfa (HIF–1α) olarak isimlendirilen bu faktörün asıl 

amacı kan damarlarındaki gelişimi sağlamak ve metabolik homeostazinin yerine 

gelmesidir (49). HIF-1α, glukoz metabolizmasıyla beraber aminoasit ve nükleotid 

metabolizması ve pH kontrolünden de sorumludur. Vasküler endotelyal büyüme faktörü 
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(VEGF) transferi üzerinden anjiyogenezi kontrol altına alır. Bunlara ek olarak, 

ekstraselüler martiks (ECM) metabolizması ve hücre adezyonunda, ilaç direncinin 

gelişiminde görev alır (Şekil 2.4) (50,51). 

 

Şekil 2.4. HIF-1α’nın hipoksik ortamda tümör hücrelerindeki etkisi (186). 

 

2.2.3. Kanserde Lipit Metabolizması 

Kanserde lipid metabolizmasındaki değişim neticesinde kilo kaybı ve kaşeksi 

gelişimi meydana gelir. İştah kaybı sonucu açlık durumu, glukoz yetersizliği sonucu 

adrenalin hormonuna bağlı olarak kan plazmasında serbest yağ asidi konsantrasyonu 

artar (52). Bu durum lipid metabolizmasında hiperaktivitenin oluşmasına neden olur 

(52,53). 

Lipid mobilize edici faktör (LMF), adipoz dokuyu oksidasyona uğratarak serbest 

yağ asitleri (FFA) ve gliserolün meydana gelmesini sağlar. Aynı zamanda glukozun 

azlığına bağlı olarak gelişen hipoglisemi artışı da adipoz dokuda değişikliklerin 

meydana gelmesine neden olur (54). Proteolizi indükleyici faktör (PIF) iskelet kasında 

proteinleri otolize eder. Bunun yanında TNF-α glukoneogenezi, lipolizi ve proteolizi 

aktif hale getirirken glikojenezi, lipogenezi ve protein sentezini inhibisyona uğratır. Bu 

değişkenlerin hepsi kaşeksiye neden olduğundan TNF-α kaşektin olarak da 

isimlendirilir. Makrofajlardan salınan TNF-α’nın lipoprotein lipazı durdurduğu ve lipid 

depolanmasını önlediği yapılan çalışmalarla ortaya konmuştur (55).  

Ayrıca kanserde sağlıklı hücrelerde olmayan, atipik lipidler oluşturulur. 

Bunlardan biri dezmosteroldür. Bu lipid, kolesterolün meydana gelme sürecinde bir ara 

molekül olup, normalde sadece fetus beyninde saptanmıştır (56). Glioblastoma tanısı 

almış hastaların beyin dokusunda dezmosterol oranın yükseldiği saptanmıştır. Fukolipid 
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ise fukoz ihtiva eden bir lipiddir. Günümüzde fukoz kanser belirteci olarak 

kullanılmaktadır. Aynı zamanda, kanserde oluşumunu tamamlamış, çift bağ içeren 

normalin dışında glikosfingolipid oluşumu da görülebilir (57). Karbonhidrat dizisindeki 

değişimler sialik asidin gliloproteinlere yapışmasını etkiler. Yapılan incelemelerde, 

kanser süreci ile metastaz oluşumu ve sialik asit ile çok güçlü bağlar oluşturdukları 

belirtilmiştir (58,59). 

2.2.4. Adenozin Trifosfat (ATP) 

Normal hücrelerde dinlenme (resting) süreçlerinde yalnızca enerji birikimi 

yapılırken, prolifere olan hücreler enerji üretimiyle birlikte yeni makro moleküllerin 

sentezi gerçekleşir ve hücresel redoks dengede tutulur. Kanser hücrelerinin metabolik 

süreçleri atipik özelliktedirler. Hızlı bir şeklide prolifere olabilen kanser hücreleri, bir 

molekül glikozdan sağlanan ATP miktarının yeterli olmamasına rağmen glikozu 

oksijensiz ortamda laktata çevirebilirler. Bu etki yükselen glikoz alımıyla birlikte 

nükleozitlerin ve aminoasitlerin birikmesine destek olmakta ve enerji üretimini 

kolaylaştırmaktadır (60).  

Kanser hücrelerinde, ATP’nin oluşması ve yıkılması metabolik süreçlerin 

devamı için önemlidir. Glikozun çeşitli taşıyıcılarla hücre içine taşınması, bazı protein 

formlarının metabolik süreçte işlev görebilmesi için ATP varlığına ihtiyaç vardır (61). 

Kanserli hücrelerde kaşeksiye bağlı lipid seviyesinin düşmesi ATP metabolizmasında 

da değişikliklerin olmasına neden olur. Normal hücrelerin dinlenme hallerine göre bile 

daha az seviyede ATP üretimi olur. Dinlenme dönemlerinde normal hücrelerin 

metabolik yolları, homeostatik dengelerini ATP’den elde ettikleri enerji ile karşılarlar 

(62). Buna rağmen prolifere halinde olan hücreler enerjiyi yalnızca hücrenin kendini 

çoğaltması için değil, aynı zamanda makromoleküllerin biyosentezinin gerçekleşmesi 

için de kullanmaktadırlar (63,64).  

2.3. Aerobik Glikoz 

Kanser hücrelerinin gelişmesi ve yayılması metabolik yollarla olur. Burada 

glikoz ve glutamin alımı önemlidir. Kanser hücresi, yoğun hücresel faaliyetlerini 

karşılamak için metabolik süreçleri yeniden düzenler. Metabolik değişiklikler, büyük 

oranda normal prolifere olan hücrelerle benzer olduğu halde, kanser hücrelerinde 

genetik bozukluklar ve genetik olmayan faktörlerin birleşmesi sonucu kontrolsüzce artar 

(65). 

Kanser hücrelerinin atipik metabolik özelliklerinin olduğu Otto Warburg’un 20. 

YY. ilk dönemlerinde yaptığı araştırmalar sonucunda anlaşılmıştır. Normal hücreler 
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aerobik ortamda glikozu, pirüvata glikolizis yolunu kullanarak okside eder ve meydana 

gelen pirüvatın büyük bir kısmı mitokondride yakılarak karbondioksite çevrilir.Bu 

döngü sonucu elde edilen net 36 ATP ‘dir. Oksijensiz koşullarda ise, normal hücreler 

ise glikolitik piruvatı laktata çevirir (65). Hızlı prolifere olan kanser hücrelerinin, 

üretilen bir molekül glikozdan sağlanan 2 mol ATP miktarının yetersizliğine rağmen 

glikozu aerobik ortamda laktata çevirebilir. Bu teorem bilimsel anlamda “Warburg 

etkisi” veya “aerobik glikoliz” olarak isimlendirilir (Şekil 2.5). Kanser hücrelerinde 

bahsedilen birçok metabolik olayın sebebi Warburg etkisidir. Kanser hücrelerinin bu 

davranışı aslında zarar verici gibi gözükse de kanser dokularında fazla miktarda glikoz 

alımı aminoasitlerin üretimine olumlu yönde etki etmekte ve enerji üretimi 

sağlamaktadır. Bunun yanında, laktat yalnızca atık ürün değil, hücre göçünün 

sağlanması ve radyoaktif direncin oluşması gibi durumlarda da görev alır (67). Glikoz 

katabolizması, kanser metabolizmasında bir belirteç olarak ifade edilse de bu 

metabolizmada tek başına işlev gördüğünü söylenemez (68).  

Şekil 2.5. Kanser hücrelerinde Warburg etkisinin şematik gösterimi (189). 

 

İnsanda hücre içine glikoz taşınımı birçok dokuda insülinin etkisiyle meydana 

gelir. İnsülinin görevini tam anlamıyla yapabilmesi için pankreastaki β hücrelerinden 

sekrete olması ile dolaşıma ve hedeflenen dokulara geçmesi gerekir. Glikoz transfer 

mekanizması hücre membranındaki reseptörler ve hidrojen ATPaz ile 

gerçekleşmektedir (64). İnsülin, etki edeceği hücre membranındaki insülin reseptörüne 
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bağlanır. İnsülin reseptör aktivasyonu ile insülin reseptör substrat-1 ve -2 (IRS-1,-2) 

fosforile edilerek aktive edilir. Kanserde IRS1 ve IRS2 aktivasyonu glikoz alımı ile 

beraber metastazda da işlev gördükleri bilinmektedir. IRS proteinleri son derece 

homolog olsa da her bir IRS’nin farklı hücresel görevleri vardır. IRS sınıflandırmasında 

IRS1,2,3 ve 4 olmak üzere dört protein olduğu bilinmektedir. Ancak insüline bağlı 

glikoz alımında IRS1 ve 2 büyük önem arzetmektedir (69). 

2.4. İnsülin Sinyal Yolağı 

2.4.1. İnsülin Reseptörü (IR)  

İnsülin, pankreasta bulunan Langerhans adacıklarında bulunan β hücreleri 

tarafından salgılanır. Kan dolaşımına salgılanan insülin hormonu glikozun hücre içine 

alımında etkilidir. İnsülin, hücre zarındaki insülin reseptörlerine (IR) bağlanarak 

reseptörlerin dimerizasyonunu ve aktivasyonunu sağlar (Şekil 2.6) (70). 

 

Şekil 2.6. İnsülin reseptör yapısı (190).  
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Aktive olan IR yolağı, sitoplazmadaki glukoz taşıyıcı proteinleri hücre 

membranına transloke eder ve glukozun hücre içine girişini kolaylaştırır (Şekil 2.7). 

 

Şekil 2.7. İnsülin reseptörü aktivasyonu sonucunda glikozun hücre içine alınması (191). 

 

IR sinyal yolağının hücre içindeki sinyalizasyonun devamını insülin reseptör 

substrat (IRS) proteinleri sağlar. IRS’ler aktive olmuş IR’ne bağlanarak tirozin kinaz 

aktivitesi ile fosforile olarak aktive olurlar. IRS proteinleri kanserde insülin bağımlı 

glikozun taşınmasında sorumlu adaptör proteinlerdir. IRS akciğer, prostat ve meme gibi 

farklı kanser türlerinde işlev gördüğü bilinmektedir (Şekil 2.7) (70).  

2.4.2. İnsülin Reseptör Substrat-1 (IRS-1) 

İnsanlarda insülin reseptör substart 1 (IRS-1) geni tarafından kodlanan bir 

sinyalleme adaptör proteindir. 1242 amino asitten meydana gelen 131 kDa 

büyüklüğünde bir proteindir (Şekil 2.8). 

 

Şekil 2.8. İnsülin reseptör substrat-1 (IRS-1) protein yapısı (192). 

 

IRS1 protein yapısında, N-terminalinde pleckstrin homoloji (PH) domaini ve 

fosforilasyon bağlanma (PTB) domaini içerir. Devamında fosfoinositol 3 kinaz (PI3K), 

Src-homoloji domain 2 (SH2) taşıyan Grb2 adaptör proteini ve C-terminal bölgede SH2 

domaini içeren fosfataz 2 (SHP2) bağlanma bölgesi bulunur. IRS1, IR aktivasyonu 

neticesinde reseptördeki NPXY motifine, PTB domaini ile bağlanır ve tirozin (Y) 
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aminoasitlerinden fosforillenir. Bu fosforilasyon neticesinde efektör proteinler IRS1’e 

bağlanır ve PI3K, MAP Kinaz gibi sinyal yolakları aktive olabilmektedir. Bu yolaklar 

hücrede gen ekspresyon düzenlenmesini, sağkalımı, hücre göçünü, glikoliz gibi 

metabolik olayları kontrol etmektedir (71,72,73). 

IR sinyal yolağının kontrolü IRS1 degradasyonu ile de sağlanabilmektedir. IRS-

1’in hücresel yıkımı, Cullin7 E3 ubikuitin ligaz ile ubikuitinlenmesi sonucunda 

proteozomlarda gerçekleşir (74). IRS1 degradasyonu mevcut IR sinyal yolağının 

aktivasyonunu olumsuz yönde etkiler. İnsülin uyarımına rağmen sinyal yolağının 

inhibisyonu veya yavaşlaması neticesinde insülin direnci de tetiklenebilmektedir. 

Alternatif olarak IRS1’in O-glikozilasyonu ve sitokin baskılayıcı proteinleri (SOCS) 

IR’ne bağlanmasını engeller (75). 

IRS-1 yüksek ekspersyonu birden fazla kanser türü ile ilişkilendirilmiştir. 

Transgenik fare modellerinde IRS1’in glikoz metabolizmasında önemli görevler 

üstlendiği bulunmuştur (72). Bu araştırmaların çoğu meme kanseri modellerinde 

yapılmıştır. Fare meme bezinde IRS-1’in yüksek ekspresyonu meme dokusunda 

hiperplaziye neden olmuş ve tümörigenez sürecini başlatmıştır. IRS1 knock out 

transgenik fare modelleri (PyV-MT) ile yapılan çalışmalarda, meme kanseri 

progresyonunun önemli oranda azaldığı gözlenmiştir. Bu sonuçlara göre IRS1 önemli 

bir terapötik hedef olarak değerlendirilmektedir (72,73). 

2.4.3. İnsülin Reseptör Substrat-2 (IRS-2) 

İnsülin reseptör substrat 2 (IRS-2) IRS1 gibi IR sinyalinde görevli adaptör 

proteindir. IRS-2 geni, 1338 aminoasitten meydana gelen 137,3 kDa büyüklüğünde bir 

proteini kodlar (Şekil 2.9). IRS2, ilk defa IRS1-/- farelerde insülin büyüme faktörü 

(IGF) stimülasyonu sonucunda IGFR yolağını aktive eden alternatif adaptör protein 

olarak tanımlanmıştır. IRS2, mitojenik ve anti-apoptotik sinyal yolaklarını aktive 

edebilmektedir. Son yıllarda, IRS2’nin hücre proliferasyonu, klonojenisite, metabolizma 

ve sağkalım üzerindeki etkileri açığa çıkarılmıştır (76,77,78). 

 

Şekil 2.9. İnsülin reseptör substrat-2 (IRS-2) protein yapısı (192). 

 

IRS2, IRS1 ile yüksek homoloji gösterir ve yapısında benzer şekilde bir PH 

domaini ve bir PTB domaini mevcuttur. PH domaini, hücre zarındaki fosfolipidlere 
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bağlanmasını sağlar. PTB domaini ise, reseptör aktivasyonuna yol açan fosfo-tirozin 

aminoasitlerinin olduğu motiflere bağlanmayı sağlar. Farklı olarak, yapısında bir kinaz 

düzenleyici bağlama bölgesine (KRLB) sahiptir (Şekil 2.9) (79,80,81). 

Xenograft modellerde IRS1’in baskılandığı durumlarda meme kanserinde hücre 

invazyonu ve metastazının azalmadığı gösterilmiştir. Aynı zamanda IRS2’nin eksprese 

edilmediği sadece IRS1 ekspresyonu gösteren hücrelerde ise IRS1 baskılanması hücre 

invazyonunun azalmasına neden olmuştur. Bu durum IRS2’nin de hücre göçünde ve 

invazyonunda önemli rolü olduğunu kanıtlamaktadır. Ayrıca IRS2 GLUT1 

ekspresyonunu tetikleyerek aerobik glikoliz metabolizmasına katkı sağladığı ve 

tümörigenezi desteklediği saptanmıştır (82,83).  

IRS1 ve IRS2 ekspresyonu baskılandığında metastatik sekonder odaklarda düşüş 

olduğu gözlenmiştir. Metastatik yolakların aktivasyonunda TWIST1 transkripsiyon 

faktörünün önemli rolü olduğu günümüzde bilinmektedir. Yapılan araştırmalar TWIST1 

ve IRS-1/-2’nin metastaz gelişiminde korele çalıştıklarını göstermektedir (84).  

2.5. İnsan TWIST1 Yapısı ve Hücresel Fonksiyonları 

2.5.1 TWIST1 Geni 

TWIST1 geni, bazik helix-loop-helix (bHLH) yapısında olan bir transkripsiyon 

faktörünü kodlar. TWIST1 transkripsiyon faktörü, erken gelişim dönemlerinde protein 

oluşumunu sağlayan önemli bir faktördür. Drosophila melanogaster’de mezodermin 

gelişimi için gerekli olan bir gen olarak tanımlanmıştır (85, 86). 

İnsan TWIST1 geni 7p21’de lokalize (Şekil.11), 2188 baz uzunluğunda iki 

ekzondan (960 bç ve 647 bç) ve bir introndan (539 bç) meydana gelmiştir (Şekil 2.10) 

(87).  

 

Şekil 2.10. TWIST1 geninin kromozomal lokalizasyonu (87). 

 

TWIST1, iki ekzonik bölgeden sadece birinci ekzon bölgesi kodlama bölgesidir 

(88). Bu bölge 609 bç uzunluğunda bir mRNA dizisini ifade eder. Başlangıç metiyonin 
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kodu +315, sonlanma kodu ise +922 bölgesindedir. bHLH domain yapısı ise +636 ve 

+795 bazları arasındaki gen bölgesinden kodlanır (Şekil 2.11) (89). 

 

Şekil 2.11. İnsan TWIST1 gen yapısı (88,89). 

 

TWIST1 gen ekspresyon kontrolünü sağlayan promotor dizisinde TATAA (-32) 

ve TATAA (-110) dizileri bulunmaktadır. mRNA dizisinde 5’ UTR dizisi, +1 ile +315 

bazlarını kapsayan bölgedir ve mRNA’nın sitoplazmaya geçişi ve ribozomlarda doğru 

translasyonunu sağlar (Şekil 2.12).  
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Şekil 2.12. İnsan TWIST1 geninin promotor dizisi (89). 

 

TWIST1 geninin literatürdeki sinonimleri şöyledir; ACS3, b-HLH DNA binding 

protein, CRS1, H-twist, SCS, Transcription factor TWIST (89).  

2.5.2. TWIST1 Proteini  

TWIST1 bHLH yapısında, 202 aminoasitten meydana gelen 20,9 kDa’luk bir 

transkripsiyon faktörüdür. Protein dizisinin N-terminalinde iki adet nükleus 

lokalizasyon sinyal bölgesi (NLS) içermektedir. Bu bölgelerin devamında karakteristik 

glisince zengin bölge mevcuttur. Bunun devamında 53 aminoasit uzunluğundaki ve 

DNA’ya bağlanmayı sağlayan bHLH domaini mevcuttur. C-terminal bölgede ise 

RUNX2’nin bağlandığı Twist box bölgesi vardır (Şekil 2.13A). 
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Şekil 2.13. Twist1 protein yapısı (A) ve bHLH motifi ile DNA’ya bağlanması (B) (90).  

 

TWIST1, E-kutusu adı verilen ‘CANNTG’ motifine sahip DNA dizilerine 

bağlanarak ilgili genlerin transkripsiyonel aktivasyonunu düzenler(90). Bu fonksiyonel 

bağlanmanın meydana gelmesi için TWIST1 proteinin homodimer veya heterodimer 

yapıda olması gerekmektedir (Şekil 2.13B) (91,92,93).  

TWIST1 transkripsiyon faktörü sitoplazmada fosforile edilerek aktive 

edilmektedir. TWIST1 proteini, PKA, PKB, PKC, ERK, p38 ve JNK gibi kinazların 

hedefidir ve Ser42, Ser68, Tre125 ve Ser127 aminoasitlerinden fosforile edilir. 

Fosforilasyon neticesinde TWIST1 homodimer veya heterodimer (Id proteinleri, MyoD, 

E12/47) oluşturarak hücre çekirdeğine transloke olur ve hedef genlerde transkripsiyonel 

regülasyonu sağlar. Bu regülasyonda TWIST1, histon asetilaz (HAT) veya histon 

deastilaz enzimlerini (HDAC) kromatin yapıya çekerek genlerin transkripsiyonel olarak 

açılıp kapanmasını düzenler (Şekil 2.14) (94-100).  
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Şekil 2.14. TWIST1 transkripsiyon faktörünün fosforilasyon ile aktivasyonu (100). 

 

Hücrelerde TWIST1’in yıkılması E3 ubiquitin ligazlar tarafından 

ubiquitinlenerek S26 proteozomlar tarafından yapılmaktadır. Small C-terminal Domain 

Phosphatase 1 (SCP1) Ser68 fosforile TWIST1’i defosforile ederek degradasyonunu 

hızlandırmaktadır (101).  

TWIST1’in fonksiyonel özelliklerine bakıldığında ilk olarak embriyonik gelişim 

esnasında, morfogenezde, organogenezde, sefalik, maksiller ve ekstremite kemik, kas 

ve diğer dokuların meydana gelmesinde önemli rol oynadığı belirlenmiştir. TWIST1 

proteini ekstremitelerin erken gelişiminde ve ossifikasyonun regülasyonunda rol oynar. 

Araştırmacılar, TWIST1 proteininin, FGFR2 ve RUNX2 genleri de dahil olmak üzere, 

kemik oluşumunda önemli rol oynayan birkaç geni düzenlediğini kanıtlamışlarıdr. 

Saethre-Chotzen sendromu tanısı konmuş bireylerde TWIST1 geninde 80’den fazla 

mutasyon tespit edilmiştir. Bu mutasyonların bazıları nokta mutasyonu, diğerleri 

delesyon veya insersiyon mutasyonları olduğu literatürde belirtilmiştir (102,103,104). 

TWIST 1 aynı zamanda nöral tüpün kapanmasını ve kahverengi yağ 

metabolizmasını kontrol edebilir. Kodlanan protein kanser hücresinin invazyonu ve 

metastazını desteklediği bilinmektedir. Bu gende meydana gelen mutasyonlar 

hastalarda, kraniosinostoz, pitoz ve hipertelorizm ile ifade edilen Saethre-Chotzen 

sendromuna sebep olur. TWIST1 fonksiyon kaybı, kafatasındaki, yüzdeki ve 

ekstremitelerdeki hücrelerin gelişimini ve olgunlaşmasını olumsuz yönde etkiler. 

Kraniyofasiyal dismorfiteler ile karakterize olan bu fenotipik durumda yine Saethre-

Chotzen sendromu olarak tanımlanmaktadır (105). TWIST1 ve RUNX2 proteinleri 

hücrelerin ossifikasyonunda birbirine zıt çalışan ve protein interaksiyonu ile birbirinin 
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fonksiyonunu engellemek suretiyle düzenleyen yapılardır. TWIST1 geninde meydana 

gelen mutasyonlar RUNX2 aktivitesini etkin bir şekilde kontrol etmesini engeller. Bu 

durumda kafatası bölgesindeki hücrelerde kemik oluşumunun normal sürecini bozmakta 

ve kraniyosinositoza yol açmaktadır (106).  

Yetişkin insanlarda TWIST proteinlerinin asıl görevi, miyojenik, osteoblastik, 

kondroblastik, odontoblastik ve miyelomonositik öncül hücrelerde farklılaşmamış 

durumlarını (undiferansiye) korumaktır. TWIST1 proteininin, aynı zamanda, 

uyarıcı termogenezin (ısı olarak enerjiyi dağıtmaktan oluşan bir süreç) kilit bir 

düzenleyicisi olarak görev yaptığı kahverengi yağda da ifade edildiği bulunmuştur 

(107).  

Kısa bir süre önce, TWIST proteinlerinin ek olarak lenfosit fonksiyonunda ve 

olgunlaşmasında önemli rol oynadığı belirlenmiştr. N. Bonnefoy-Berard yaptıkları 

araştırmada, TWIST1’in otoimmün inflamatuar hastalıklarda B hücre aktivasyonunun 

kilit düzenleyicisi olarak görev yaptığını kanıtlamışlardır (108). TWIST1 ayrıca, T 

helper 1 (Th1/yardımcı) lenfositlerinde NF-κB yolağı ile aktive olur ve tekrarlanan T 

hücre reseptör (THR) bağlanması ve aktivasyonu sonrasında indüklenir. Bu hücrelerde 

TWIST1, interferon gama (IFN-γ), interlökin 2 (IL-2) ve tümör nekroz faktör α (TNF-

α)’nın sentezlenmesini durdurur. Böylece pro-inflamatuar etkilerini önler 

(109,110,111). Aynı zamanda, hem B hem de T lenfositlerinde, TWIST1, immün 

regülasyon mekanizmalarında erken yanıtta işlevseldir. Benzer şekilde, makrofajlarda 

IFN ile uyarılan TWIST1 ekspresyonunun TNF- α ekspresyonunu baskıladığı 

bulunmuştur (111,112). 

2.5.3. TWIST1 Fonksiyonu  

TWIST1 transkripsiyon faktörü dimerize olarak fonksiyon görür. TWIST1, 

E12/E47 gibi proteinlerle heterodimer yapı meydana getirerek çekirdeğe göç eder. Daha 

sonra DNA’daki E kutusu dizilerine bağlanarak Mi2/NuRD kompleksi ile etkileşime 

geçer (113,114). Ayıca, CREB bağlayıcı protein (CBP) / p300 ve PCAF 

transkripsiyonel komplekse dahil olur ve mRNA transkripsiyonu başlar (115). Bu 

koaktivatörler birbiriyle etkileşim halindedir ve her birinde intrinsik histon 

asetiltransferaz (HAT) fonksiyonu vardır. Aynı zamanda p300, DNA bağlama 

aktivitesini in vitro aktive edilmesine olanak sağlar. TWIST pro-metastatik potansiyel, 

EMT indüksiyonu ile başlar. Bu süreç, polarite özelliği olan epitel hücrelerinin 

karakterlerini kaybederek mezenkimal özellik kazandığı bir süreçtir (Şekil 2.15) (116). 
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Şekil 2.15. TWIST1’in Transkripsiyonel Regülasyondaki Rolü ve EMT sürecini başlatması (114). 

 

TWIST1 tranksripsiyon faktörünün, embriyonik gelişim sırasında EMT’yi 

destekleyerek, çoklu morfogenetik hücre hareketlerinin gerçekleşmesinde, gastrulasyon 

sırasında mezoderm oluşumu, nöral krest delaminasyonu, damak füzyonu ve kalp 

yastıklarının oluşumu dahil olmak üzere çoklu morfogenetik hücre göçlerinin 

belirlenmesinde önemli rolü vardır (117). Morfogenez sürecinde oldukça önemli olan 

EMT, yetişkin dokularda epitel hücrelerinin kollajen üretimini artırarak mezenkimal 

benzer-hücrelere dönüştürür ve böbrek, karaciğer ve akciğer fibrozu dahil olmak üzere 

birçok patolojiye neden olabilmektedir (118).  

Son zamanlarda EMT, tümör gelişimi sırasında kanser hücrelerinin invazyonunu 

tetikleyen bir süreç olduğu anlaşılmıştır (119). TWIST1 genleri E-kaderin gibi epitelyal 

proteinlerin ekspresyonunu azaltarak ve N-kaderin, Vimentin ve düz kas aktin (SMA) 

gibi mezenkimal belirteçlerin ekspresyonunu indükleyerek EMT’yi destekler. E-kaderin 

baskılanması EMT sürecinin başlatılmasında oldukça önemlidir (120). E-Kaderin’in 

transkripsiyonel baskılanmasında TWIST1 doğrudan veya SNAI1 çinko parmak 

transkripsiyon faktörü indüksiyonu yoluyla dolaylı olarak EMT sürecine katkı sağlar 

(119,121,122). 

2.5.4. TWIST1’in Kanser Gelişimindeki Önemi 

Onkogenler, normal hücresel fonksiyonlar için gerekli olan protoonkogenlerin 

mutasyona uğramasıyla yüksek ekspresyon veya aktivasyon gösteren genlerdir. 

Onkogenler tümör oluşumunda temel rol oynarlar. Onkogenlere zıt çalışan ve tümör 
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oluşumunu inhibe eden genler ise tümör inhibitör ya da süpresör genlerdir. Bunların en 

önemlilerinden biri p53 genidir. Tümör süpresör genler hücre prolifaresyonun 

baskılanmasını ve apoptoz mekanizmalarının başlatılmasını indüklerler (123). 

TWIST1 EMT’yi teşvik ederek hücre invazyonunu ve metastazını destekleyen 

önemli bir onkogen olarak tanımlanmıştır. Yüksek metastatik meme karsinoma 

hücrelerinde TWIST1 baskılanması neticesinde akciğere metastaz kabiliyetinin azaldığı 

saptanmıştır. Ayrıca TWIST1 ektopik ekspresyonunun sağlandığı durumlarda da E-

Kaderin ekspresyonunun baskılandığını ve mezenkimal belirteçlerdeki (Vimentin, N-

Kaderin) artış ile beraber hücre motilitesinde artışın olduğu belirlenmiştir. Bu bulgular 

TWIST1’in EMT’yi tetikleyerek metastazı desteklediğini kanıtlamıştır (124). Ayrıca 

TWIST1 kromozomal instabiliteyi destekleyerek tümör progresyonuna katkı sağladığı 

ve dolayısıyla kanser gelişimini ve malignite kazanılmasını hızlandırdığı kanıtlanmıştır 

(125).  

2.6. Kanser Hücresinin Metabolizması 

Kanser hücresi ile normal hücre arasındaki metabolik fark ilk defa 1920’li 

yıllarda Otto Warburg tarafından ortaya konmuştur. Bu etki Warburg etkisi olarak 

tanımlanmıştır. Bu fenomene göre, normal hücreler yalnızca oksijensiz ortamda 

glikolizis yolaklarını kullanarak laktat üretirken, kanser hücreleri oksijen varlığına 

glikoliz yolağı ile laktat üretmektedir (126). Bu durum aerobik glikoliz olarak 

adlandırılmakta ve kanser hücrelerinin büyümesini olumlu yönde etkilemektedir. 

Oksijen varlığında bile hücrelerde laktik asit üretimi arttığından tümör dokusunda 

asidoz meydana gelmektedir (127,128). 

Hücre içine glikoz alım düzeyi doğrudan glikoz metabolizmasının hızını 

etkileyen faktörlerdendir. Hücre membranından glikoz geçişini sağlayan temel transport 

kanalları glikoz transporter (GLUT) ailesi transmembran taşıyıcılardır. GLUT’lar 

insülin bağımlı veya insülin bağımsız olarak glikoz geçişine olanak sağlar (127).  

Glikoz alımı ve glikoliz oluşumu çoğu kanser hücrelerinde normal hücrelere 

oranla daha hızlıdır. Genelde kanser hücreleri hipoksi durumundadır yani; oksijen 

destekleri sınırlandırılmıştır. Kanser hücreleri ATP üretimlerini anaerobik glikolizle 

meydana getirirler. Kanser hücreleri normal hücrelere oranla daha fazla glukoz alırlar ve 

hücre yapılarında daha az mitokondri vardır. Bu ters orantıda oksidatif fosforilasyonla 

ATP üretirler (129) 

Kanser hücreleri karbon kaynağı olarak sadece glukozu kullanmazlar. Ancak 

bazı araştırmalarda, farklı kanser türleri arasında glukoz alım oranlarının değişmediği 
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belirlenmiştir. Bu hücreler glikoz dışında karbon kaynağı olarak glutamini de 

kullanabilmektedir. Glutamin ise, trikarboksilik asit (TCA) döngüsünün bir bileşimine 

denge oluşturur. Glukoz benzeri olan 2-deoksiglukozda aynı glukoz gibi glukoz 

taşıyıcılarıyla hücreye alınır ve 2-deoksiglukoz-fosfata çevrilir. 2-deoksi glukoz fosfat 

hücreden dışarı transfer olamaz 2-deoksiglukoz, florin-18 ile konjugasyonla PET 

yöntemi kullanılarak hücrenin alabildiği glukoz oranı ölçülerek tümörün metabolik 

aktivitesi görüntülenir (130). 

2.7. Kanser Hücrelerinde Glukoz Alımı 

Malign hücrelerinin metabolizması, artan glukoz ihtiyaçlarına yönelik alım 

yaptıkları bilinmektedir. Glikozun hücre plazma zarı boyunca transportu, glukoz 

metabolizması için birinci hız sınırlandırıcı adımdır ve bu adım kolaylaştırıcı glikoz 

taşıyıcı (GLUT) proteinleri ile oluşmaktadır. Malign hücrelerinde artan glukozun 

transferi, GLUT1 ve / veya GLUT3’ün aşırı ekspresyonu ile ifade edilen, glikoz taşıyıcı 

proteinlerinin yükselen ve deregüle edilen hali arasındaki ilişki hakkında bilgi verir. 

Kültürlenmiş ökaryotik hücrelerin onkojenik taşınımı, GLUT1 promoteri sağlamlaştıran 

yapısal elemanlar ile bağlanmasıyla glukoz alımının ve GLUT1 ekspresyonunun hızlıca 

yükselmesine sebep olur. Kanser hücrelerinde artan seviyelerde GLUT1 ekspresyonu, 

zayıf sağkalım ile ifade edilir (131). 

Glikoz metabolizmasını oluşturan ve kontrolünü sağlayan, glükoz taşıyıcı 

(GLUT) proteinleri plazma membranı etrafını sararak glukoz alımını sağlar. GLUT 

proteinlerinin 14 üyesi vardır. GLUT proteinlerinin her biri kanser hücrelerinde anormal 

ekspresyonuna neden olur. GLUT’lerin, fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) -Akt, hipoksi-

indüklenebilir faktör-1 (HIF-1), Ras, c-Myc ve p53 yolları dahil olmak üzere, anahtar 

proliferasyon ve pro-survival yollarla düzenlenir ve buna göre kanser hücrelerinde 

glukoz metabolizması oluşur. GLUT ekspresyonunun kansere faydalı olduğu 

görülmüştür ve GLUT’lerin prognostik veya prediktif belirleyici olarak ifade edilebilir 

(132). 

2.7.1. Glikoz Transporterlar 

Glikoz hidrofilik özellikte olması nedeniyle hücre membranından geçemez. 

Hücre içine glikoz alımı membranda bulunan kanal proteinleri aracılığıyla 

kolaylaştırılmış difüzyon yoluyla sağlanır. Hücre zarında iki çeşit taşıyıcı kanal 

proteinleri mevcuttur; bunlar, glukoz transporter proteinleri (facilitative glucose 

transporter (GLUT)) ve sodyum-bağlı kotransporter proteinlerdir (sodium-coupled 

glucose co-transporter (SGLT)). Glikoz alımında önemli olan GLUT ailesi 14 farklı 
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transporter proteininden meydana gelmektedir. Bu aile sekans homolojilerine göre 3 

sınıfa ayrılmıştır. Sınıf I; GLUT1-4, sınıf II; GLUT5, GLUT7, GLUT9 ve GLUT11, 

sınıf III; GLUT6, GLUT8, GLUT10, GLUT12 ve GLUT13’ten oluşmaktadır. GLUT14 

şu ana kadar herhangi bir sınıfa dahil edilmemiştir (Şekil 2.16) (133,134). 

 

Şekil 2.16. Sınıf I, II ve III GLUT’ların protein yapıları (135). 

 

Kanser gelişiminde ve metabolizmasında GLUT’ların ekspresyon seviyeleri 

normale göre yüksektir (Şekil 2.17). Örneğin, GLUT1 birçok tümör dokusunda yüksek 

ekspresyon gösterirken, GLUT2 karaciğer, meme, pankreas, kolon ve gastrik 

karsinomalarda yüksek ekspresyon göstermektedir (Tablo 2.2). 
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Şekil 2.17. Normal ve kanser hücrelerinde GLUT ekspresyon seviyelerinin karşılaştırılması (132). 

 

GLUT’lar sadece glikoz taşınımını değil ayrıca galaktoz, mannoz, glikozamin, 

früktoz, ksiloz, DHA, ürik asit gibi karbon kaynaklarının taşınımını da sağlarlar. GLUT 

ailesi proteinleri normalde farklı dokularda eksprese olabildiklerinden doku spesifik 

ekspresyon göstermektedirler. Ayrıca kanser türüne göre de farklı GLUT ekspresyonları 

görülmektedir (Tablo 2.2 ve 2.3) (135). 
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Tablo 2.2. GLUT ailesi proteinlerinin izoformları, substratları ve eksprese oldukları dokular (135). 

Transporter 

Major izoform 

(aa)/ molecular 

Ağırlık (kDa) 

Substratlar Başlıca İfade Merkezleri 

GLUTl (SLC2A1) 492/54 Glukoz(Km 3 mmol/L) 

Galaktoz(Km 17 mmol/L) 

Mannoz (Km 20 mmol/L) 

Glukozamin (Km 2.5 mmol/L) 

DHA (Km 1.1 mmol/L) 

Pekçok yerde 

GLUT2 (SLC2A2) 524/55 Glukoz (Km 17 mmol/L) 

 Galaktoz (Km 92 mmol/L) 

Mannoz (Km 125 mmol/L) 

Glukosamin (Km 0.8 mmol/L) 

Fruktoz (Km 76 mmol/L) 

Böbrek, ince bağırsak,karaciğer, 

pankreas 

GLUT3 (SLC2A3) 496/45 Glukoz (Km 1.4 mmol/L) 

Galaktoz (Km 8.5 mmol/L) 

Mannoz 

Ksiloz 

DHA 

Beyin, testis 

GLUT4 (SLC2A4) 509/55 Glukoz (Km 5 mmol/L) 

DHA (Km 0.98 mmol/L) 

Glukozamin (Km 3.9 mmol/L) 

Kas, yağ,kalp 

GLUT5 (SLC2A5) 501/55 Fruktoz(Km 6 mmol/L) Bağırsak, böbrek, testis 

GLUT6 (SLC2A6) 507/46 Glukoz Dalak, beyin, lökosit 

GLUT7 (SLC2A7) 524/53 Glukoz (Km 0.3 mmol/L) 

Fruktoz (Km 0.2 mmol/L) 

İnce bağırsak,kolon, testis, prostat 

GLUT8 (SLC2A8) 477/51.5 Glukoz (Km 2 mmol/L) Testis, beyin, adrenal bez, karaciğer, 

dalak, yağ, akciğer 

GLUT9 (SLC2A9) GLUT9a 511/66/ 

GLUT9b 540/46 

Glukoz (Km 0.61 mmol/L) 

Fruktoz (Km 0.42 mmol/L) 

Urat (Km 0.9 mmol/L) 

karaciğer, böbrek, plasenta, pankreas 

GLUT10(SLC2A10) 541/57 2-deoxy-D-glucose (Km 0.3 mmol/L) 

Galaktoz 

Kalp, akciğer, beyin, karaciğer, kas, 

pankreas, plasenta, böbrek 

GLUT11(SLC2A11) 496/54 Glukoz (Km 0.16 mmol/L) GLUT11-A- kalp, kas, böbrek 

 GLUTl 1-A Fruktoz (Km 0.16 mmol/L) GLUT11-B- plasenta, yağ, böbrek 

 GLUT11-B  GLUTll-C-kalp, kas, yağ, pankreas 

 GLUTl 1-C   

GLUT12(SLC2A12) 617/67 Glukoz Kas, kalp, yağ, ince bağırsak, prostat, 

plasenta 

HM1T (SLC2A13) 618/629/69 Myoinositol (Km 0.1 mmol/L) Beyin 

GLUT14 SLC2A14) 497/520/N/A N/A Testis 

 

Tablo 2.3. GLUT ailesi proteinlerinin çeşitli kanser türlerindeki ekspresyonları (135). 

Transporter Doku Expresyonları 

GLUT1 Çeşitli tümorler 

GLUT2 Karaciğer, meme, pankreatik, kolon ve gastrik kanser 

GLUT3 Akciğer, beyin, meme, mesane,  

gırtlak, prostat, gastrik,baş ve boyun, ovarian and  

 oral skuamöz karsinom 

GLUT4 Kolon, lenfoid,meme, tiroid, pankreatik ve gastrik kanser 

GLUT 5 meme, renal, kolon, karaciğer, testikular ve lenfoid kanser  

GLUT6 Meme , pankreatik ve endometrial kanser, uterin leiomyom 

GLUT8 Endometrial ve lenfoid kanser, multip myelom 

GLUT9 Karaciğer, akciğer, cilt, tiroid, böbrek, adrenal, testis ve prostat kanseri 

 

GLUT 10 Bilinmiyor 

GLUT 11 Multip  myelom, prostat kanseri 

GLUT12 Meme, prostat, akciğer ve kolekteral kanser, rhabdomyosarcoma, oligodendroglioma, 

 oligoastrocytoma, astrocytoma 
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HMIT Bilinmiyor 

GLUT 14 Bilinmiyor 

2.7.1.1. Glikoz Transporter-1 (GLUT1)  

Glikoz transporter 1 (GLUT1), 1p34.2’de lokalize olan Solute carrier family 1 

(facilİtated glucose transporter), member 1 (SLC2A1) geni (OMIM# 138140) tarafından 

kodlanmıştır. Çeşitli hücre türlerinde 45-55 kDa arasında değişen izoformları vardır. 

Literatürde en çok çalışılan GLUT ailesidir (136). GLUT1 hemen hemen tüm dokularda 

eksprese olur. Glikoz alımını sağlayan temel transporterlardan biridir. Erişkin 

eritrositlerde ve aynı zamanda kan-beyin bariyeri gibi dokularının endotel hücrelerinde 

en yüksek seviyelerde ifade edilir (137). 

2.7.1.2. Glikoz Transporter-2 (GLUT2) 

Glikoz transporter 2 (GLUT2), 3q26.2 ‘de lokalize olan Solute carrier family 2 

(faciltated glucose transporter), member 2 (SLC2A2) geni (OMIM# 138160) tarafından 

kodlanmıştır. GLUT2 geni, 57 kDa ağırlığında bir proteini ifade eder. Kandan 

karaciğere glikozun taşınması açısından önemlidir. Ayrıca böbrekte glukozun geri 

emilimini sağlar. Glikoz taşınması yanısıra fruktoz taşınmasını da gerçekleştirebilir. Bu 

transport işlemi insülinden bağımsız olarak gerçekleştirilmektedir (138,139). SLC2A2 

genindeki defektler, Fanconi-Bickel sendromu olarak adlandırılan glikojen depo 

hastalığına neden olmaktadır (140). 

Diyabetik gebelik durumlarında, embriyonal gelişim bozuklukları sonucu beyin, 

omurga ve kalp disfonksiyonları, GLUT2 ile ilişkilendirilmiştir. GLUT2 daha çok 

diyabetik hastalarda görev aldığından “ diyabetik glukoz taşıyıcı” veya “ stres 

hiperglisemi glikoz taşıyıcısı” olarak isimlendirilebilir (141). 

2.7.1.3. Glikoz Transporter-3 (GLUT3) 

Glikoz transporter -3 (GLUT3), 12p13.31’de lokalize olan Solute carrier family 

2 (faciltated glucose transporter), member 3 (SLC2A3) geni (OMIM# 138170) 

tarafından kodlanmıştır. GLUT3, 48-50 kDa büyüklüğünde bir proteini kodlar. 

GLUT3’ün farklı dokularda eksprese olmasına rağmen, en fazla nöronlarda 

ifadelenmektedir. GLUT3, aksonlarda, dendritlerde ve hücre gövdesinin belli 

kısımlarında lokalizedir (142,143).  

Astrosit-nöron laktat mekiği (ANLS) hipotezine göre astrositler nöronlar için 

gerekli olan laktatı üreterek nöronal enerjiyi sağlamaktadır. Bu hipotezde, astrositlerde 

glikoz transportu açısından öncü rolü GLUT1 üstlenmektedir. Ancak nöron hücrelerinde 

GLUT3 seviyesi daha yüksektir. GLUT3 artışı merkezi sinir sisteminde glikoz kullanımını 
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artırdığı belirlenmiştir (144). Glioma ve astrositomada GLUT3 ekspresyon seviyesi 

GLUT1’e göre daha yükselmektedir. Ayrıca mesane, larinks, prostat, gastrik, over, oral, baş 

ve boyun kanserlerinde yüksek ekspresyon göstermektedir (145-149). 

2.7.1.4. Glikoz Transporter-4 (GLUT4) 

Glikoz transporter 4 (GLUT4), 17p13.1’de lokalize olan Solute carrier family 2 

(faciltated glucose transporter), member 4 (SLC2A4) geni (OMIM# 138190) tarafından 

kodlanmıştır. GLUT4, yağ dokusunda ve çizgili kas hücrelerinde insülinin bağımlı 

glikoz taşıyıcısıdır. GLUT4 taşıyıcısı ilk defa 1988’ de David James tarafından 

bulunmuştur (150). İnsan GLUT4 proteini 257-271 amino asitten meydana gelmiş 58 

kDa’luk bir proteindir (151). GLUT4’ün ilk sekansındaki amino asit düzenlemesi, 

glikozun plazma membranı boyunca transferini sağlar. N-terminalinde fenilalanine 

eklenen iki lösin aminoasidi ve asidik motiflerin, endositoz ve ekzositoz kinetiğinde 

görev almaktadır (152,153). İnsan, sığır, sıçan ve fare organizmalarındaki aminoasit 

dizisi %91-96 oranında homoloji göstermektedir. Kolon, meme, tiroid, pankreas ve 

gastrik karsinomalarda ekspresyonu artmaktadır (154). 

2.7.1.5. Glikoz Transporter-5(GLUT5) 

Glikoz transporter 5 (GLUT5), 1p36.2’de lokalize olan Solute carrier family 2 

(faciltated glucose transporter), member 5 (SLC2A5) geni (OMIM# 138230) tarafından 

kodlanmıştır. GLUT5, 58.4 kDa’luk bir proteindir ve ince bağırsakta enterositlerin 

apikal bölgerinde lokalize GLUT2 gibi fruktoz taşıyıcıdır. GLUT5, fruktozun bağırsak 

lümenindeki yoğunluğuyla birlikte difüzyonu kolaylaştırarak bağırsak lümeninden 

enterosit’e taşınmasını sağlar (155). Beyinde mikroglial hücrelerde ve kan-beyin 

bariyerinde yüksek, böbrek, iskelet kası ve adipositlerde ise çok düşük ekspresyon 

gösterir. Meme, kolon, karaciğer, testis kanserlerinde ve lenfomalarda ekspresyonu 

artmıştır (156-159).  

2.7.1.6. Glikoz Transporter-6 (GLUT-6) 

Glikoz transporter 6 (GLUT6), 9p34.2’de lokalize olan Solute carrier family 2 

(faciltated glucose transporter), member 6 (SLC2A6) geni (OMIM# 606813) tarafından 

kodlanmıştır. GLUT6, 507aminoasitten oluşan yaklaşık 48kDa’luk bir proteindir. 

Dalak, beyin ve periferal lökositlerde yoğun olarak ekprese edilmektedir (160). Kanser 

ile ilişkisi çok iyi ortaya konmamasına rağmen meme, pankreas, uterus ve endometriyal 

kanser doku örneklerindeki artışı immünhistokimyasal olarak gösterilmiştir (161,162).  
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2.7.1.7.Glikoz Transporter-7(GLUT7)  

Glikoz transporter 7 (GLUT7), 1p36.2’de lokalize olan Solute carrier family 2 

(faciltated glucose transporter), member 7 (SLC2A7) geni (OMIM# 610371) tarafından 

kodlanmıştır. GLUT7, insan SLC2A7geni ile kodlan sınıf II glikoz transport proteinidir. 

GLUT5 ile % 53 sekans özdeşliği vardır(163). GLUT7 glikoz için yüksek afinitesi 

vardır. Fruktoz içinde afinitesi vardır. Esas olarak küçük apikal membranda ifade edilir. 

Bağırsak ve kolon epitel hücreleri tespit edilmiştir. Düşük mRNA seviyelerinde de testis 

ve prostat epitelyal hücrelerinde tespit edilmiştir. Glikoz için yüksek afinitesi olmasına 

rağmen, GLUT7’nin kanserde ifadesi yoktur (154,164). 

2.7.1.8. Glikoz Transporter-8 (GLUT8)  

Glikoz transporter 8 (GLUT8), 9q33.3’de lokalize olan Solute carrier family 2 

(faciltated glucose transporter), member 8 (SLC2A8) geni (OMIM# 605245) tarafından 

kodlanmıştır. GLUT8, 477 aminoasitten oluşan yaklaşık 50,819 kDa’luk bir proteindir 

(165,166). 

GLUT-8 taşıyıcısı genel olarak Xenopus oositlerinin veya memeli hücrelerinin 

tabanından eksprese edilir. GLUT8’in glikoza yüksek duyarlılığı vardır. mRNA, testiste 

ve serebellum, adrenal bez, karaciğer, kahverengi adipoz doku ve akciğerde görülür. 

Glut-8, testislerde evre 1’de değişen spermatositlerde eksprese edilir. Aynı zamanda 

farelerin ve insanların spermatozoalarında var olduğu tespit edilmiştir. Beyinde, 

GLUT8, amigdalada ve primer olfaktör korteks bölgesinde, hipotalamik nukleus ve 

traktus solitariusun çekirdeğinde yer alır. Yüksek konsantrasyondaki GLUT8 düzeyleri, 

sinaptik keseciklere ve posterior hipofizde vazopressin olanlarda sekretuar granüllere 

lokalize olduğu yapılan çalışmalarda gözlenmiştir. GLUT8’in glikoz 

metabolizmasındaki yerini saptayabilmek için blastosislere bakılır. Oligonükleotitlerin 

sınırlandırılması apoptozun artmasına olanak sağlar. GLUT6, GLUT8 ‘le yaklaşık % 45 

homoloji ile en yakından ilişkilidir(166-168). 

2.7.1.9. Glikoz Transporter-9 (GLUT9)  

Glikoz transporter 9 (GLUT9), 4p16.1’de lokalize olan Solute carrier family 2 

(faciltated glucose transporter), member 9 (SLC2A9) geni (OMIM# 606142) tarafından 

kodlanmıştır. GLUT9, 512 aminoasitten oluşan yaklaşık 58,702 Da’luk bir proteindir 

(169). 

GLUT9, farklı amino-terminal sitoplazmik uzantıları kodlayan, hem fruktoz hem 

de glikoz taşıyıcı olarak bilinir. İnsanlarda ve farelerde GLUT9b yalnızca karaciğer ve 
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böbreklerde eksprese oluyorken, Glut9a karaciğer, böbrek, bağırsak, lökositler gibi çoğu 

dokuda yer almaktadır (170,171). 

2.7.1.10. Glikoz Transporter-10 (GLUT10) 

Glikoz transporter 10 (GLUT10), 20q13.12’de lokalize olan Solute carrier 

family 2 (faciltated glucose transporter), member 10 (SLC2A10) geni (OMIM# 606145) 

tarafından kodlanmıştır. GLUT10, 477 aminoasitten oluşan yaklaşık 56,911 Da’luk bir 

proteindir (172). 

Geni kromozom lokalizasyonunun tip-2 diyabet ile ilişkili bir lokustadır. İnsan 

kalp, akciğer, beyin, karaciğer, iskelet kası, pankreas, plasenta ve böbreklerde 

ekspresyonu tespit edilmiştir (173). 

 2.7.1.11. Glikoz Transporter-11 (GLUT11)  

Glikoz transporter 11(GLUT11), 22q11.23’de lokalize olan Solute carrier family 

2 (faciltated glucose transporter), member 11 (SLC2A11) geni (OMIM# 610367) 

tarafından kodlanmıştır. GLUT11 yaklaşık 53,703 Da’lık proteindir bir proteindir (174). 

Sasaki ve diğ (2001), 1a, 1b ve 1c eksonları dahil olmak üzere SLC2A11 geninde 

toplam 14 ekson belirlemiştir (175). 

Fruktoz taşıyıcı GLUT5 ‘e yaklaşık % 42 ile en yüksek benzerliği sergileyen bir 

glikoz transporterdır. Burada, SLC2A11 geninin N-terminallerinde ekzon 1A, ekzon 1B 

ve ekzon 1C şeklinde üç ayrı ekzon vardır. Amino asit dizisinde farklı olan üç GLUT11 

varyantının (GLUT11-A, GLUT11-B ve GLUT11-C) mRNA’larını oluşturduğunu 

tespit edilmiştir. Ekson 1A, ekzon 1B ve ekzon 1C’nin üç ayrı 5’-ucu bölgesinin tümü, 

COS-7 hücrelerinde lusiferaz füzyon yapıları olarak eksprese edildiğinde promotör 

aktivitesi sergilemiştir. GLUT11-A’nın böbreklerde ve kalpte, GLUT11-B’de iskelet 

kası ve böbrek eksprese olduğunu gösterilmiştir. GLUT11-C adipoz doku, plasenta ve 

yağ dokusu, kalp, iskelet kası ve pankreas tespit edilmiştir. Fareler ve sıçanlar 

SLC2A11 geninden yoksundur. Xenopus oositlerinde eksprese edildiğinde, her üç 

GLUT11 izoformu glukoz ve fruktozu nakleder ancak galaktozu taşımamaktadır. COS-

7 hücrelerinde ifade edilen üç izoformun subselüler dağılımında belirgin bir fark yoktur 

(83,175,176). 

2.7.1.12. Glikoz Transporter-12 (GLUT12) 

Glikoz transporter 12(GLUT12), 6q23.2’de lokalize olan Solute carrier family 

12 (faciltated glucose transporter), member 12 (SLC2A12) geni (OMIM# 610372) 

tarafından kodlanmıştır. GLUT12, 617 aminoasitten oluşan yaklaşık 67 daltonluk bir 

proteindir (177). 
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Kalpteki fizyolojik rolü aydınlatılamamıştır ve insülin ile uyarılmış 

miyokardiyal GLUT12 translokasyonunun düzenlenmesi bilinmemektedir. Ayrıca, 

GLUT12’nin rolü diyabetik miyokard da araştırılmamıştır. Bu nedenle, GLUT4’te 

olduğu gibi, insülinin, diyabet sırasında bozulmuş olan miyokardiyal hücre yüzeyine 

GLUT12 translokasyonunu düzenlediğini düşünülmektedir. MCF-7 göğüs kanseri 

hücrelerinde tanımlanmasını takiben, memede benign dokudan daha yüksek karsinomda 

GLUT12 ekspresyonu gösterilmiştir.Benzer şekilde, GLUT12 prostat kanserinde 

mRNA ve proteinde tespit edilmiş olup sağlıklı prostat dokusunda yoktur (178-182). 

2.7.1.13. Glikoz Transporter-13 (GLUT13) 

Glikoz transporter 13 (GLUT13), 12q12’de lokalize olan Solute carrier family 2 

(faciltated glucose transporter), member 13 (SLC2A13) geni (OMIM# 611036) 

tarafından kodlanmıştır. GLUT13, 629 aminoasitten oluşan yaklaşık 75-90kD’lık bir 

proteindir (183). 

 Glut13 veya proton miyo-inositol taşıyıcı (HMIT ) ,H + / miyo-oksitositol ko-

transporteridir. Bazı izoformlar tarafından taşınan substratı henüz tanımlanmamıştır. 

Glial hücrelerde ve bazı nöronlarda yüksek oranda eksprese edilir. Glut-13 taşıma 

aktivitesi miyo-inositol için spesifiktir (184). 

2.7.1.14. Glikoz Transporter-14 (GLUT-14) 

Glikoz transporter 14 (GLUT14), 12p13.31’de lokalize olan Solute carrier 

family 1(faciltated glucose transporter), member 14 (SLC2A14) geni (OMIM# 611039) 

tarafından kodlanmıştır. GLUT14, 477 aminoasitten oluşan yaklaşık 50,819 kDa’luk bir 

proteindir. 

 GLUT14, geni SLC2A14 ile kodlanmıştır ve SLC2A3 geni ile % 95 sekansları 

benzeşmektedir, bu sebeple genlerin dublikasyonu ile kodlandığını ifade eden bir 

protein grubu olduğu bildirilmiştir. Özellikle testislerde gözlenmektedir. Membran 

tabanında glukozun hücreye transferini gerçekleştiren GLUT taşıyıcılarıdır. Taşıyıcılar, 

ekprese edildikleri bölgeler ve görevlerine göre farklı sayılarda sınıflandırılmıştır (134). 

Bu taşıyıcılar olmadan hücreye glukoz aktarımı sağlanamaz. Kanserli 

organizmalarda glukozun taşıyıcı hücrelerle içeri alınmasını sağlayan bekçi hücreleri 

gibi fonksiyon gören gen TWIST genidir. TWIST geni hem taşınımda hem de 

ekpresyonda hücreye destek sağlar (156). 
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 

 

3.1 Hücre Kültürü 

Çalışmamız HEK293T böbrek hücreleri hattında gerçekleştirilmiştir. HEK293T 

hücrelerinin kültürü, %10 FBS (Lonza), 1X Penisilin-Streptomisin (Merck) içeren 

DMEM (Gibco) besiyerinde yapılmıştır. HEK293T hücreleri saklandıkları -80°C’deki 

dondurucudan alınarak 37°C’de hızlıca çözdürülmüştür. Hücreler 5 mL besiyeri içeren 

15mL’lik falkon tüp içerisine konularak 2000 rpm’de 5 dk. santrifüj edilmiş, 

süpernatant atılarak pellet besiyeri içerisinde homojenize edilerek T25 flasklara 

ekilmiştir. HEK293T hücreleri 37°C’de, %5 CO2 içeren inkübatörde (Schimadzu) 

kültüre edilmiştir. T25 flasklarda çoğaltılan hücreler gen transfeksiyonu ve glikoz alım 

deneylerini uygulamak üzere 6 kuyucuklu hücre kültürü kaplarına alınmıştır. Hücre 

kültürü takibi inverted mikroskop (Nikon) yardımıyla gerçekleştirilmiştir. 

3.2. Escherichia coli DH5α Suşuna Plasmid Vektör Transformasyonu  

Elimizde mevcut bulunan pcDNA3.1 boş ekspresyon vektörünü ve bu vektöre 

klonlanmış Twist1 geni içeren Tw+/pcDNA3.1 vektörünü çoğaltmak için E.coli DH5α 

suşunu kullandık. Gen transformasyonu için mevcut bulunan ilgili bakterilerin 

kompetan formlarını kullandık. Bunun için -80°C’de saklanan kompetan bakterileri 30 

dk. buzda çözdürdükten sonra 75 l bakteri süspansiyonu içerisine 1 g plazmid vektör 

ilave edilmiş ve 1 dk. 42°C’de bekletilerek tekrar buza alınmıştır. Bu sıcaklık 

şoklamasının ardından bakteriler Luria-Bertani (LB) Broth besiyeri (Oxoid) içerisinde 

kültüre edilmiştir.  

3.3. Transforme Edilen Bakterilerin Kültürasyonu  

Isı şoklaması ile pcDNA3.1 ve Tw+/pcDNA3.1 plazmid vektörleri ile 

transforme edilen DH5α bakterileri öncelikle 1 saat boyunca 1 mL LB Broth besiyeri 

içerisinde 37°C’de 150 rpm’de çalkalamalı inkübatörde (Biobase) kültüre edilmiştir. 

Süre sonunda bakteriler 100 g/mL Ampicillin içeren LB Broth besiyeri içerisinde söz 

konusu şartlarda gece boyunca çoğalmaları sağlanmıştır. 

3.4. Bakterilerden Plazmid Vektör İzolasyonu 

Gece boyu çalkalamalı inkübatörde Ampisilinli ortamda kültüre edilen ve 

çoğalmış olan bakteriler 50 mL falkon tüplere alınarak 4500 rpm’de 10 dk. santrüfüj 

edilmiştir. Süpernatant atılarak pellet vorteks yardımıyla homojenize edilmiştir. 

Çoğalttığımız bakterilerden plazmid vektör izolasyonunu ticari olarak temin ettiğimiz 

Plasmid Midi Kit (Qiagen cat. 12143) yardımıyla gerçekleştirdik. İzole edilen plazmid 
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vektörlerin saflığı ve miktarı NanoDrop (Thermo) cihazı ile belirlendi ve ayrıca %1 

agaroz jeldeki görüntüleri alındı. 

3.5. HEK293T Hücrelerine Plazmid Vektörlerin Transfeksiyonu  

İzole edilen pcDNA3.1 ve Tw+/pcDNA3.1 vektörlerini HEK 293T hücrelerine 

Neon Transfection System (Invitrogen) yardımıyla transforme ettik. Transformasyon 

deneyi için önceden HEK293T hücrelerini %70 konfluent olana kadar kültüre ettik. 

Deney çalışmasında plazmid vektörlerin her birinden 1 g olacak şekilde ve her 

plazmid vektör için 1x106 hücre kullanılmıştır. Elektroporasyon şartları; 1,245 pulse 

voltage (v), 10 pulse width (ms), 3 pulse number olacak şekilde cihazda ayarlanmıştır. 

Elektroporasyon uygulamasının akabinde hücreler 300.000 hücre/kuyucuk olacak 

şekilde 6-kuyucuklu kültür kaplarına ekilmiş ve kültüre edilmiştir. 

3.6. Total RNA ve cDNA Kütüphanesinin Elde Edilmesi  

Kontrol olarak pcDNA3.1 boş vektör ve Twist1 ekspresyonu için 

Tw+/pcDNA3.1 vektörlerini transfekte ettiğimiz HEK293T hücrelerinin kültürü 

transfeksiyondan 72 saat sonra sonlandırdık. Twist1 ekspresyonunu ve buna bağlı 

olarak hücrelerde GLUT-1,-2,-3,-4,-5,-12, HK-2, PKM-2, LDH-α, G6PD, PFKM, InsR, 

Irs-1,-2 ve kontrol olarak -aktin genlerinin mRNA düzeyinde ekspresyonlarını 

incelemek için öncelikle kültüre ettiğimiz hücrelerde total RNA izolasyonunu 

gerçekleştirdik. Ardından cDNA’ların kütüphanesini elde ettik ve miktarlarını 

NanoDrop (Thermo) cihazı yardımıyla belirledik. 

3.6.1. Total RNA İzolasyonu 

Total RNA izolasyonu için ticari RNeasy Mini kit (Qiagen) kullanılmış ve 

uygulama kit protokolüne göre yapılmıştır. Burada kısaca, besiyeri uzaklaştırılmış 

hücreler üzerine 10µl β-merkaptoetanol içeren 1 ml RLT Buffer ilave edilmiştir. 

Üzerine %70’lik 350µl etanol ilave edilmiştir. Hazırlanan örneğin tamamı (700µL) 

pipetle alınmıştır. RNeasy 2ml’lik çevirme kolonuna alınmıştır. Kolonun ağzı 

kapatılarak 15saniye 8000g’de santrifüj edilmiştir. Çevirme kolonundaki örneğin 

üzerine 700µl RW1 buffer ilave edilmiştir. Bu ilaveden sonra 15saniye 8000 g de 

santrifüj edilmiştir. Üzerine 500µl RPE tampon ilave edilerek hala kalmış tuz varsa 

temizlenmiştir. 15 saniye 8000 g de santrifüj edilmiştir. Bu işlem üç defa tekrar 

edilmiştir. Tabanda ki tüp atılıp en üst devirde santrifüj bir dakika yapılarak 

kurutulmuştur. Daha sonra çevirme kolonu 1, 5 ml ependorfa alınmıştır. Üzerine 30-

50µl RNase free water eklenmiştir. Bu deneyde 50µl RNase free water kullanılmıştır. 

Ağzını kapatıp bir dakika 8000 g de santrifüj edilmiştir. Bu işlem buz üzerinde 
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gerçekleştirilmiştir. Hazırladığımız RNA’larının miktar ve saflığını hesaplamak için 

Nanodrop (Thermo) cihazında 260-280 nm ölçümleri yapılmıştır. 

3.6.2. cDNA Kütüphanesinin Elde Edilmesi 

Elde ettiğimiz total RNA’lardan cDNA eldesi için ticari QuantiTect Reverse 

Transcription kiti (Qiagen) kullanılmıştır. Deney çalışması kit protokolüne uygun bir 

şekilde yapılmıştır. Protokole göre ilk olarak kit içeriği buz üzerinde eritilmiştir. gDNA 

uzaklaştırma reaksiyonu için 0,2 ml ependorf tüp içerisine hazırladığımız reaksiyon 

aşağıda verilmiştir (Tablo 3.1). 

 

Tablo 3.1. gDNA uzaklaştırma reaksiyon içeriği. 

Kullanılan Ürün Miktar 

gDNA wipeout buffer 7x 4μl 

Template RNA 2μg 

RNase free water 22μl 

Total hacim 28μl şeklinde hazırlandı. 

 

gDNA’yı degrade etmek için hazırlanan reaksiyon, thermal cycler cihazında 

42°C’de 10 dk. inkübe edilerek gerçekleştirilmiştir. Bu reaksiyonun ardından kit 

protokolüne uygun şekilde ikinci bir reaksiyon ile cDNA eldesi gerçekleştirilmiştir. 

Bunun için 0,2 ml’lik ikinci bir tüp içerisine aşağıdaki reaksiyonu hazırladık (Tablo 

3.2). 

 

Tablo 3.2. Reverse transkripsiyonla RNA’da cDNA eldesi reaksiyon içeriği. 

Kullanılan Ürün Miktarı 

Reverse transkription master mix 2μl 

Reverse RT buffer 5x” 8μl 

RT primer mix 2μl 

Template RNA 28μl 

Total Hacim 40μl oldu 

 

Reaksiyon şartları; 42°C’de 30 dk, 95°C’de 3 dk. ve 4°C’de  olacak şekildedir. 

Elde edilen cDNA’ların saflık ve miktar düzeyleri NanoDrop (Thermo) cihazında 

belirlenmiştir. 

3.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) 

Kontrol pcDNA3.1 ve Tw+/pcDNA3.1 vektörleri ile transfekte edilmiş 

HEK293T hücrelerinde tez projesi kapsamında incelediğimiz genlerin ekspresyon 
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düzeylerini semikantitatif reverse transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) 

ile belirledik. Bunun için elde ettiğimiz cDNA kütüphanelerini kullanarak her örnek için 

PCR reaksiyonlarını gerçekleştirdik. PCR yönteminde kullandığımız primerleri 

Integrative DNA Technology (IDT) yazılım aracını kullanarak dizayn ettik. Her tüp için 

gerçekleştirdiğimiz PCR reaksiyonu aşağıdaki tabloda verilmiştir (Tablo 3.3).  

 

Tablo 3.3. Polimeraz zincir reaksiyon içeriği. 

10X BUFFER  2μl 

MgC12 1,2 μl 

dNTP 0,5 μl 

Fw 1 μl 

Rw 1 μl 

Taq Polimeraz 0,1 μl 

H2O 13,2 μl 

cDNA 1 μl 

Toplam 20 μl 

 

Tez projesi kapsamında araştırdığımız genlerin RT-PCR reaksiyonlarında 

kullanılan primer dizileri aşağıda verilmiştir: 

İnsan TWIST1  

Forward TW: 5-GGCTCAGCTACGCCTTCTC-3   (19 mer) 

Reverse TW: 5-TCCTTCTCTGGAAACAATGACA-3   (22 mer)  

 

GLUT1 (SLC2A1)  

Forward G1: 5-CCGCAACGAGGAGAACCG -3   (18 mer) 

Reverse G1:  5-GTGACCTTCTTCTCCCGCATC-3   (21 mer) 

  

GLUT2 (SLC2A2) 

Forward G2: 5-AGTTAGATGAGGAAGTCAAAGCAA-3  (24 mer)  

Reverse G2: 5-TAGGCTGTCGGTAGCTGG-3   (18 mer) 

 

GLUT3 (SLC2A3)  

Forward G3: 5-TCCCCTCCGCTGCTCACTATTT-3   (22 mer) 

Reverse G3: 5-ATCTCCATGACGCCGTCCTTTC -3  (22 mer) 
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GLUT5 (SLC2A5) 

Forward G5: 5-CCAGAGCAAGCATGGAGCAAC-3  (21 mer) 

Reverse G5: 5-AGGATGACCCAAAGGCAGCTA-3  (21 mer) 

 

GLUT4 (SLC2A4)  

Forward G4: 5-CTTCATCATTGGCATGGGTTT-3    (21 mer) 

Reverse G4: 5-AGGACCGCAAATAGAAGGAAGA-3      (22 mer) 

 

GLUT12 (SLC2A12)   

Forward: 5-CCTCCGCCTTAAGCTATGTATG-3    (22 mer) 

Reverse: 5-GTGCAAGTAGTGTCTTGGTAGG-3   (22 mer) 

 

HK2 (hekzokinaz2)  

Forward HK2: 5-AAGGCTTCAAGGCATCTG-3      (18 mer) 

Reverse HK2: 5-CCACAGGTCATCATAGTTCC-3   (20 mer) 

 

PKM2 (Piruvat Kinaz M 2) 

Forward PKM2: 5-CCACTTGCAATTATTTGAGGAA-3     (22 mer) 

Reverse PKM2:5-GTGAGCAGACCTGCCAGACT-3         (20 mer) 

 

LDH- (Laktat Dehidrogenaz-) 

Forward LDHA: 5-TTGGTCCAGCGTAACGTGAAC-3   (21 mer) 

Reverse LDHA: 5-CCAGGATGTGTAGCCTTTGAG-3               (21 mer) 

 

InsR (İnsülin Reseptörü) 

Forward InsR: 5-GAGCTGTTCGAGCTGGATTAT-3  (21 mer) 

Reverse InsR:  5-TCACTCTGGTTGTGCTTCTG-3  (20 mer) 

  

IRS1 (İnsülin Reseptör Substrat-1) 

Forward Irs1:  5-CTTTCCACAGCTCACCTTCT-3  (20 mer) 

Reverse Irs1:  5-CCAGGTCCATCTTCATGTACTC-3   (22 mer) 
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IRS2 (İnsülin Reseptör Substrat-2) 

Forward Irs2: 5-TAGGCATCAATGGGTGGTATTT-3  (22 mer) 

Reverse Irs2: 5-CTACGGATAGAGGGCGAGTTA-3  (21 mer) 

 

G6PD (Glikoz 6-Fosfat Dhidrogenaz) 

Forward G6PD: 5-ACCTCATGGTGCTGAGATTTG-3   (21 mer) 

Reverse G6PD: 5-GCTCCTTGAAGGTGAGGATAAC-3  (22 mer) 

 

PFKM (Fosfofruktokinaz M) 

Forward PFKM: 5-GCATCCCATTTGTGGTCATTC-3  (21 mer) 

Reverse PFKM: 5-GTCACAGGTTGTGCAGATAGT-3  (21 mer) 

 

β-Aktin 

Forward aktin: 5-CATGTACGTTGCTATCCAGGC-3  (21 mer) 

Reverse aktin: 5-CTCCTTAATGTCACGCACGAT-3            (21 mer) 

 

PCR Reaksiyonu Thermal Cycler (BioRad) cihazında; 94°C’de 5 dk. ön 

denatürasyon; 94°C’de 30 sn., 53-58 °C’de 30 sn., 72°C’de 30 sn., 35 döngü; 72°C’de 

10 dk. final uzama ve 4°C’de  olacak şekilde gerçekleştirilmiştir. Annealing sıcaklığı 

primerlerin Tm derecelerine göre uyarlanmıştır. 

3.8. Agaroz Jel Elektroforezi  

3.8.1. Agaroz Jel Hazırlanması 

Total RNA ve cDNA eldesi ve RT-PCR sonuçlarının analizi için agaroz jel 

elektroforezi yöntemi kullanılmıştır. Bunun için %1-2 agaroz içeren jeller kullanılmıştır. 

Bu yöntemde, gerekli olan agaroz miktarı hassas terazide tartılarak 100 mL 1X Tris-

Borik asid-EDTA (TBE) tamponuna ilave edilmiştir. Mikrodalga fırın yardımıyla 

agaroz tampon içerisinde eritilmiş ve içerisine 4 µl Etidiyum Bromür (10mg/ml) ilave 

edilmiştir. Sıvı haldeki jel agaroz jel tankında donmak üzere dökülmüş ve kuyucuklar 

için de uygun taraklar yerleştirilmiştir. 

3.8.2. Elektroforez 

Hazırlanan agaroz jel 1X TBE’den oluşan yürütme tamponu içeren tank 

(Thermo) içerisine yerleştirildi. Örnekler, brom fenol mavisi içeren 2X yükleme 

tamponu yardımı ile kuyucuklara yüklendi. Amplikonların büyüklüklerinin tespiti için 

uygun marker örneklerle beraber ayrı bir kuyucukta yüklendi. Elektroforez 120 Volt’ta 
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30 dk. süre ile gerçekleştirildi. Süre sonunda agaroz jel UV transillüminatör cihazında 

(Shimadzu) görüntülendi.  

3.9. HEK293T Hücrelerinde ATP, ADP ve AMP Oranlarının Belirlenmesi 

Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi  

293T hücrelerinin enerji düzeylerini tespit etmek için önce protein 

konsantrasyonlarını hesaplandı.Bunun için protein konsantrasyonunu saptamak için 

Walker, 2002 bisinkoninik asit (BCA) yöntemine (194) göre çalışan BCA Protein Assay 

Kit (Pierce, Thermo Scientific) kullanıldı. Protein örnekleri saf su içerisinde 5:1 

(ağırlık:hacim) oranında çözündürüldükten sonra 96 kuyucuklu kaplara 3 tekrarlı ve her bir 

kuyucukta 25 µL olacak şekilde eklendi. Üzerine 200 µL, kit içeriğindeki A reaktifi ile B 

reaktifinin 50:1 oranında karıştırılmasıyla hazırlanan BCA belirteci eklenerek 37°C’de 30 

dk bekletildi. Ardından 562 nm’de kör örneğe (saf su) karşı absorbans ölçümü ELISA 

okuyucuda (BMG LABTECH CLARIOstar) alındı. Standart grafiğin oluşturulmasında ise 

kit içerisindeki sığır serum albumini (“Bovine Serum Albumin”, BSA) standardı ve kör 

örnek olarak saf su kullanıldı. Farklı konsantrasyonlarda (3-2000 mg/mL) hazırlanan 

standart protein örneklerinin konsantrasyon ve absorbans değerleri kullanılarak standart 

grafik oluşturuldu. Hücre lizatlarının protein konsantrasyonu bu grafik için elde edilen 

doğru denklemi yardımıyla hesaplandı. 

 

  

Şekil 3.9.1 Protein standart grafiği (Konsantrasyon Birim: mg/mL) 
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 Hücrelerin ATP, ADP ve AMP Ölçümüne Hazırlanması 

 

Hücreler tripsinize edildi. PBS’le yıkandı ve 1 ml filtreden geçirilmiş hücre lizis 

buffer çözeltisi eklenerek -80˚C’ye kaldırıldı. Hücrelerin enerji düzeylerini ölçmeden önce 

ön işlemler yapıldı. -80°C’den çıkarılan hücreler, 3 kere dondur-çöz yapılarak parçalandı. 

Parçalanan hücreler 14000 rpm’de 30 dakika süreyle santrifüj edildi. Süpernatanı alınıp 

0,45 mikronluk filtreden geçirildi ve numuneler cihaza verilmeye uygun hale gelmiş oldu. 

Numuneler cihaza verilmeden önce hücrelerin protein miktarı BCA yöntemiyle analiz 

edildi. 

Hücrelerin Enerji Düzeylerinin Ölçülmesi 

Hücrelerin enerji düzeyleri, Saraçlıgil ve ark.’larının çalışmasındaki (195) metod 

kullanılarak ölçülmüştür. Mobil faz, içinde 160 mM KH2PO4 ve 100 mM KCI içeren 

solüsyonun pH’ı doygun KOH ile 6,5’a ayarlanarak, 0.45 μm’lik selüloz asetat filtreden 

süzülüp degaze edilerek hazırlandı. ATP, ADP ve AMP’den hem tek standartlar şeklinde, 

hem de mix standartlar şeklinde farklı konsantrasyonlarda çözeltiler distile suyla hazırlandı. 

Hücrelerin ATP, ADP ve AMP değerleri HPLC’de ölçülmüş ve enerji hesabı ATP, ADP ve 

AMP’nin tek tek protein sonuçlarına oranlanmasıyla bulunmuştur.Bu hesaplamalar 

yapılırken ayrım gücünü hesaplamak için; 

 

 

 

                                           

formülü kullanılmıştır. 

 

 

Ayrım gücü, kolonun pikleri ayırma kapasitesini ifade eder. 

Etkin tabaka sayısına(N), seçiciliğe(a) ve kapasite faktörüne bağlıdır(k) 
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Çalışma Koşulları                                              Sistem Parametreleri 

HPLC Modeli Shimadzu DGU-20A3R 

Dedektör  UV dedektör 

Mobil Faz 160µM KH2PO4-100µM KCl2 içeren çözelti 

PH=6,5 

Analitik Kolon GES C18 HPLC column,4,6X150 mm,5µm 

Dalga Boyu  254 nm 

Akım Hızı  1 ml/dk 

Numune Hacmi  50µL 

Çalışma Süresi 15dk 

Ayırım  Ters Faz İyon Değişimi 

 

Tablo 3.4. Enerji   Düzeyi  Çalışmasının  HPLC Çalışma Koşulları 

       HPLC cihazı ATP, ADP ve AMP analizi için uygun çalışma koşullarına 

ayarlandı. Farklı  konsantrasyonlarda  hazırlanan ATP, ADP ve AMP standartları HPLC 

sistemine verildikten sonra, piklerin ortaya çıkış zamanı, uygun mobil faz bileşeni ve uygun 

akım hızı saptandı. Enerji Düzeyi Çalışmasının HPLC Çalışma Koşulları Değişen 

konsantrasyonlarda hazırlanan ATP, ADP ve AMP standartları önce tek tek sisteme enjekte 

edilerek retansiyon süreleri belirlendi. Daha sonra mix standartlar HPLC sistemine verilerek 

piklerin ortaya çıkış zamanı, uygun mobil faz bileşeni ve uygun akım hızı saptandı. Standart 

çalışmalardan elde edilen pik alanları esas alınarak, ATP, ADP ve AMP standart eğrileri 

çizildi. ATP, ADP ve AMP için 10, 2,5, 1,25, 0,625, 0,312, 0,156 ve 0,078 mΜ 

konsantrasyonlarında hazırlanan standartlar HPLC sistemine verildikten sonra, piklerin 

ortaya çıkış zamanı, uygun mobil faz bileşeni ve uygun akım hızı saptandı. Standart 

çalışmalardan elde edilen pik alanları esas alınarak, ATP, ADP ve AMP standart eğrileri 

çizildi. Elde edilen standart değerlere göre, numunelerden elde edilen pik alanlarından ATP, 

ADP ve AMP  konsantrasyonları hesaplandı. Önceden hazırlanan hücreler de standartların 

ardından cihaza verildi ve standartlara göre numunelerin pik alanları   değerlendirildi. 
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Şekil 3.9.2.ATP Konsantrasyon(mM)-Pik Alanı 

 

  

 

Şekil 3.9.3. ADP Konsantrasyon( mM)-Pik Alanı 
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Şekil 3.9.4. AMP Konsantrasyon(mM)-Pik alanı 

 

LDH Aktivitesinin Hesaplanması 

LDH ölçümü için hücrelerin DMEM’leri alındı otoanalizörde (BECKMAN 

COULTER AU5800) U/L biriminde ölçümü yapıldı.  

LDH, NAD+’nın NADH’ye indirgenmesi ile eş zamanlı olarak laktatın piruvata 

oksidasyonunu katalize eder. NADH artışı 340 nm’de ölçülmüştür ve numunedeki enzim 

aktivitesi ile doğru orantılıdır.  

  

 

 

3.10. HEK293T Kültür Süpernatantlarında  Metabolit Değerlerinin Ölçülmesi 

Kontrol olarak boş pcDNA3.1 ve Tw+/pcDNA3.1 vektörleri transfekte edilmiş 

HEK293T hücrelerinin kültür besiyeri süpernatantları, transfeksiyonun 72. saatinde ayrı 

tüplere alınmıştır.Alınan numunelerin  PH parametreleri hem kan gazı cihazında (Techno 

Medica Analyzer-603ie Blood Gas Analyzer) hem de PH metre cihazında (ph 3110 SET 2 

SenTix 41) ölçümleri yapıldı ve her iki farklı cihazda yapılan ölçüm sonuçlarının  uyumlu 

olduğu görüldü. CO2 parametreside    kan gazı enjektörüne alınan DMEM’den Techno 

Medica Analyzer-603ie Blood Gas Analyzer cihazında ölçümü yapıldı. Bu cihazlardaki 

verilere göre her hücre grubu besiyeri süpernatantının metabolit (Glikoz, Laktat ve 

osmalarite) değerleri belirlenmiştir. 
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3.11. Glukoz Alımı Deneyi 

pcDNA3.1 ve Tw+/pcDNA3.1 transfekte edilmiş HEK293T hücreleri 1x105 

hücre/kuyucuk olacak şekilde 24 kuyucuklu kültür kaplarına ekildi. Bu hücrelerin 

glikoz alım düzeylerini belirlemek için Glucose Uptake Cell-Based Assay Kit (Cayman 

cat. 600470) kullanıldı. Twist1 geni ekspese eden ve etmeyen HEK293T hücrelerinde 

insülin bağımlı ve insülin bağımsız glikoz alımını belirlemek için deney 

protokolümüzde 100mM insülin içeren/içermeyen ve %10 FBS içeren/içermeyen hücre 

gruplarını oluşturduk ve glikoz alım deneyimizi bu hücre gruplarında uyguladık. 

Transfeksiyondan 72 saat sonra hücreler 1 saat boyunca glikozsuz besiyeri 

içerisinde bekletildi. Süre sonunda glikoz analoğu olan 2-NBDG final konsantrayonu 

150 g/ml olacak şekilde glikozsuz besiyerinde hazırlanarak hücrelere verildi. 

HEK293T hücreleri 2-NBDG içeren ortamda 30 dk. kültüre edildi. Uygulama sonunda 

kültür kabı 400 g’de 5 dk. oda sıcaklığında santrifüj edildi. Süpernatant aspire edilerek 

atıldı. Hücreler üzerine kit içeriğinde verilen 200 l cell-based assay buffer ilave edildi. 

Hücreler tekrar 400 g’de 5 dk. oda sıcaklığında santrifüj edildi, süpernatant 

uzaklaştırıldı. Kuyucuktaki hücreleri üzerine 100 l cell-based assay buffer ilave edildi. 

Hücreler floresan mikroskopta (Leica) görüntülendi. Ayrıca, buffer içindeki hücreler 

pipetaj ile yavaşça kaldırılarak homojenize edildi ve 485/535 nm de akım sitometri 

cihazında (FACSAria II) okutularak glikoz alım düzeyleri belirlendi. 
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4. ARAŞTIRMA BULGULARI VE TARTIŞMA  

 

Tez projesi kapsamında Twist1 transkripsiyon faktörünün glikoz alımı ve 

glikolitik yolakta önemli olan bazı genlerin ekspresyon düzeyindeki etkisini inceledik. 

Bu bağlamda hipotezimizi test etmek amacıyla Twist1 genini çok zayıf eksprese eden 

HEK293T hücrelerini kullandık. Öncelikle bu hücrelerde ektopik olarak Twist1 genini 

yüksek düzeyde eksprese ettirmek amacıyla Twist1 geni klonlanmış pcDNA3.1 

ekspresyon vektörünü (Tw+/pcDNA3.1) ve kontrol olarak Twist1 geni içermeyen boş 

vektörü (pcDNA3.1) kullandık. HEK293T hücrelerine transfeksiyon etkinliğini test 

etmek için yeşil floresan protein-green fluoresence protein (GFP) geni klonlanmış 

pmaxGFP ekspresyon vektörünü kullandık. 

4.1. HEK293T Hücrelerine Transfeksiyon Etkinliğinin pmaxGFP plazmid vektörü ile 

belirlenmesi 

HEK293T hücrelerine transfeksiyon şartlarını optimize etmek ve proje 

kapsamındaki vektörlerimizin transfeksiyonu açısından bilgi verici olabilecek pmaxGFP 

transfeksiyonunu gerçekleştirdik. Transfeksiyon etkinliğini floresan mikroskop 

yardımıyla hücrelerin GFP ekspresyonunu belirleyerek gerçekleştirdik (Şekil 4.1) 

 

Şekil 4.1. HEK293T hücrelerine transfeksiyon etkinliğini gösteren yeşil floresan protein (green 

fluorescence protein-GFP) geni içeren ökaryotik ekspresyon vektörünün (pmaxGFP) ifade düzeyi 

(büyütme gücü: 200x).  
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4.2. pcDNA3.1 ve Tw+/pcDNA3.1 Ekpresyon Vektörlerinin E.coli DH5 Suşundan 

İzolasyonu 

Kontrol pcDNA3.1 ve Tw+/pcDNA3.1 vektörlerini çoğaltmak amacıyla 

kompetan E.coli DH5 suşuna transfer  ettikten sonra gece boyu Ampisilin içeren LB 

Broth besiyeri içerisinde çoğaltıldı ve ticari kit yardımıyla plazmid vektörleri izole 

edildi. Tez deneylerinde kullandığımız vektörlerin miktar ve saflık düzeylerini 

belirledikten sonra intakt olup olmadıklarını görmek için % 1 agaroz jelde kontrol ettik 

(Şekil 4.2)  

  

Şekil 4.2. Plazmid izolasyon kiti ile izole edilmiş boş pcDNA3.1 ve Twist1 cDNA dizisi klonlanmış 

(Tw+/pcDNA3.1) plazmid vektörlerin %1’lik agaroz jel görüntüsü. 

 

4.3. Transfekte Edilmiş HEK293T Hücrelerinde Twist1 Ekspresyonu 

pcDNA3.1 ve Tw+/pcDNA3.1 vektörleri transfekte edilmiş HEK293T 

hücrelerinde Twist1 ekspresyonunu RT-PCR yöntemi ile belirledik. İnternal kontrol 

olarak -aktin genini kullandık. Gerçekleştirdiğimiz transfeksiyon deneyinde HEK293T 

hücrelerinde yaklaşık 35 kat Twist1 ekspresyonunu artırdık (Şekil 4.3) 
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Şekil 4.3. Kontrol olarak boş pcDNA3.1 vektörü klonlanmış (pcDNA3) ve Twist1 yüksek ekspresyonu 

sağlanmış (Twist1+) 293T hücrelerinde Twist1 ve β-aktin gen ekspresyonlarının  %2’lik agaroz jel 

görüntüsü ve normalize edilmiş göreceli mRNA düzeyleri (*, p değeri<0.05) 

 

4.4. Twist1 Eksprese Eden ve Etmeyen HEK293T Hücrelerinde Bazı Glikoz Transporter 

(GLUT) Genlerinin Ekspresyon Düzeyleri  

Ektopik yüksek Twist1 ekspresyonu gösteren HEK293T hücrelerinde Glut1 

ekspresyonu kontrole göre yaklaşık 2 kat, Glut3 yaklaşık 1,6 kat ve Glut12 ekspresyonu 

ise yaklaşık 2,5 kat artmaktadır. Twist1 yüksek ekspresyonuna bağlı olarak Glut4 

ekspresyonunda herhangi bir değişiklik saptamadık. Ayrıca yaptığımız çalışmaya göre, 

HEK293T hücrelerinde Glut2 ve Glut5 ekspresyonlarını belirleyemedik (Şekil 4.4).  
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Şekil 4.4. Kontrol olarak boş pcDNA3.1 vektörü klonlanmış (pcDNA3) ve Twist1 yüksek ekspresyonu 

sağlanmış (Twist1+) 293T hücrelerinde glikoz transporter genleri olan Glut1, Glut2, Glut3, Glut4, Glut5 

ve Glut12 gen ekspresyonlarının %2’lik agaroz jel görüntüsü ve normalize edilmiş göreceli mRNA 

düzeyleri (*, p değeri<0.05; ns, anlamlı fark yok) 

 

4.5. Twist1 Eksprese Eden ve Etmeyen HEK293T Hücrelerinde Glikolitik Yolakta 

Önemli Olan Bazı Genlerin Ekspresyon Düzeyleri 

Yüksek Twist1 ekspresyonu gösteren HEK293T hücrelerinde kontrol hücrelere 

oranla HK2 geninde yaklaşık 4 kat, PFKM geninde yaklaşık 1,3 kat, PKM2 geninde 

yaklaşık 1,4 kat, LDH 1,9 kat ve G6PD geninde yaklaşık 2,5 kat gen ekspresyon artışı 

saptadık (Şekil 4.5). 
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Şekil 4.5. Kontrol olarak boş pcDNA3.1 vektörü klonlanmış (pcDNA3) ve Twist1 yüksek ekspresyonu 

sağlanmış (Twist1+) 293T hücrelerinde glikolitik enzimler olan Hekzokinaz 2 (HK2), Fosfofruktokinaz 

M (PFKM), Piruvat kinaz M2 (PKM2), Laktat dehidrogenaz α (LDH α) ve Glikoz-6-fosfat dehidrogenaz 

(G6PD) gen ekspresyonlarının %2’lik agaroz jel görüntüsü ve normalize edilmiş göreceli mRNA 

düzeyleri (*, p değeri<0.05) 

 

4.6. Twist1 Eksprese Eden ve Etmeyen HEK293T Hücrelerinde İnsülin Reseptörü 

ve İnsülin Reseptör Substrat 1 ve 2 Genlerin Ekspresyon Düzeyleri 

Yüksek Twist1 ekspresyonu gösteren ve göstermeyen kontrol HEK293T 

hücrelerinde İnsülin reseptöründe ve insülin reseptör aktivasyonunda önemli görev alan 

insülin reseptör substrat 1 ve 2 genlerinin ekspresyon düzeylerini inceledik. Bu genlerin 

ekspresyon seviyeleri insülin-bağımlı glikoz alımında anahtar rol oynamaktadır. Tez 

kapsamında bu genlerde anlamlı herhangi bir değişiklik saptamadık (Şekil 4.6).  
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Şekil 4.6. Kontrol olarak boş pcDNA3.1 vektörü klonlanmış (pcDNA3) ve Twist1 yüksek ekspresyonu 

sağlanmış (Twist1+) 293T hücrelerinde İnsülin sinyal yolağında önemli olan İnsülin reseptörü (InsR), 

İnsülin reseptör substrat 1 (Irs1) ve İnsülin reseptör substrat 2 (Irs2) gen ekspresyonlarının %2’lik agaroz 

jel görüntüsü ve normalize edilmiş göreceli mRNA düzeyleri (ns, anlamlı fark yok) 

 

4.7. Twist1 Eksprese Eden ve Etmeyen HEK293T Hücrelerinde ATP, ADP ve 

AMP Oranlarını Belirlenmesi 

Protokole uygun olarak hücre lizatları hazırlanmıştır. Ölçüme geçilmeden önce 

HPLC(Yüksek Performanslı Sıvı Kromatografisi-Highperformance liquid 

chromatography) cihazı ATP-ADP-AMP çalışma koşullarına ayarlanmıştır. Mobil faz 

protokole göre hazırlanmıştır. Cihaza enjekte edilen madde miktarı genellikle 0,1--20µL 

arasında olup bu çalışmada farklı enjektör ucu kullanılarak 50 µL olarak kullanılmıştır. 

Farklı konsantrasyonda hazırlanan ATP, ADP ve AMP standartları HPLC sistemine 

verildikten sonra piklerin ortaya çıkış zamanı, uygun mobil faz bileşeni ve uygun akım 

hızı saptanmıştır. 

Hücrelerin ATP, ADP ve AMP aktivitelerinin Twist1 eksprese eden hücrelerin 

kontrol hücrelere göre daha yüksek olduğu görülmüştür. ATP harcanmasını gösteren 

parametre AMP değerleridir. AMP değeri ne kadar yüksek ise o kadar fosfat koparılarak 

daha çok enerji açığa çıkmış ve daha çok enerji kullanılmış demektir. Bu çalışmadaki 

sonuçlara göre Twist1 geninin enerji seviyelerini de glukoz alımına bağlı olarak 

etkilediğini söyleyebiliriz. 
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Tablo 4.1. Twist1 Eksprese Eden ve Etmeyen HEK293T Hücrelerinde ATP, ADP ve AMP Düzeylerinin 

HPLC Sonuçları. 

ATP Düzeyleri 

 Miktar Sonuç 

Twist (+) 50µL 46,81306 

pcDNA / Twist(-) 50µL                           13,5138 

 

ADP Düzeyleri 

 Miktar                               Sonuç 

Twist (+) 50µL                          41,46928 

pcDNA / Twist(-) 50µL                          25, 04474 

 

 

AMP Düzeyleri 

 Miktar                               Sonuç 

Twist (+) 50µL                         44,84836 

pcDNA / Twist(-) 50µL                         58,90456 

 

 

 

 

 

 

4.8. Twist1 Eksprese Eden ve Etmeyen HEK293T Hücrelerinin Kültür Süpernatantlarında 

Metabolit Düzeyleri 

Plazmid vektörlerin transfeksiyonundan 72 saat sonra Twist1 eksprese eden ve 

etmeyen kontrol HEK293T hücre kültürlerinin besiyerleri (süpernatant) aspire edilerek 

kan gazı analizöründe bekletilmeden okutulmuştur. Elde ettiğimiz sonuçlara göre 

Twist1 eksprese eden hücrelerde glikoz seviyesi 265 mg/dl, kontrol hücrelerde ise 278 

mg/dl’dır. Laktat seviyesi de kontrol hücrelerde 3,1 mmol/L iken Twist1 eksprese eden 

hücrelerde ise 3,5’mmol/L’ye çıkmıştır (Tablo 4.2). Bu bulgulara göre Twist1 

ekspresyonu hücrelerde glikoz alımını artırdığını aynı zamanda aerobik glikolizi 

destekleyerek besiyeri ortamındaki laktat seviyesini artırdığını söyleyebiliriz. 
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Tablo 4.2. Twist1 eksprese eden (Tw+/pcDNA3.1 transfekte) ve etmeyen (pcDNA3.1 kontrol vektör 

transfekte) HEK293T hücrelerinin kültür süpernatantlarında metabolit değerleri. 

 

METABOLİK DEĞERLER pcDNA3.1 Transfekte 

HEK293T Süpernatantı 

Tw+/pcDNA3.1 Transfekte 

HEK293T Süpernatantı 

Glikoz(mg/dl) 278 265 

Laktat(mmol/L) 3,1 3,5 

Osmolarite(mmol/kg) 317, 8 321, 3 

 

 

4.9. Twist1 Eksprese Eden ve Etmeyen HEK293T Hücrelerinde 100mM İnsülin ve 

%10 FBS varlığında Glikoz Alım Düzeyleri 

Yüksek Twist1 ekspresyonu gösteren ve kontrol HEK293T hücrelerinin glikoz 

alım seviyelerini ticari kit yardımıyla gerçekleştirdik. Hücrelerin insülin-bağımlı glikoz 

alım seviyelerini belirlemek için hücre kültüründe serumsuz glikozsuz besiyeri ve 2-

NBDG uygulaması esnasında 100mM insülin ile muamele ettik. Aynı zamanda insülin-

bağımsız glikoz alım seviyelerini belirlemek için de insülin yerine %10 FBS içeren 

besiyerini kullandık. Kit protokolünü uygulayarak elde ettiğimiz FACS sonuçlarına 

baktığımızda, insülinin kontrol hücrelerde %33,1’den 40,3’e, Twist1 eksprese eden 

hücrelerde ise 30,6’dan 39,8’e glikoz alımını artırmıştır. Ancak Twist1 ekspresyonu 

artışına bağlı olarak insülin-bağımlı glikoz alımında iki grup arasında anlamlı bir 

değişiklik saptanmamıştır. HEK293T hücrelerine %10 FBS uygulaması yaptığımızda 

ise glikoz alımı oranları kontrol hücrelerde %25,4’ten %35’3’e, Twist1 eksprese eden 

hücrelerde de %42,6’dan %66,5’e yükselmiştir. Ayrıca Twist1 eksprese eden hücrelerde 

kontrole oranla yaklaşık 2 kat glikoz alım düzeyi (%35,3’ten %66,5’e) artmıştır (Şekil 

4.7).  
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Şekil 4.7. pcDNA3.1 boş vektör (pcDNA3) ve Tw+/pcDNA3.1 vektörü transfekte edilmiş yüksek Twist1 

ekspresyonu gösteren (Twist1) hücrelerinin akım sitometrisi ile belirlenmiş glikoz alım düzeyleri. 
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Bu sonuçlara göre İnsülinin glikoz alımını yaklaşık %20 oranında desteklediğini 

ancak Twist1’in insülin-bağımlı glikoz alımında görev almadığını tesbit ettik. Aynı 

zamanda %10 FBS muamelesinin de %40 oranında glikoz alımını desteklediğini 

saptadık. Buna ek olarak, Twist1 insülin-bağımsız olarak %10 FBS varlığında hücre 

içine glikoz alımını yaklaşık iki katı artmasını desteklediğini söyleyebiliriz. 



54 

 

5. SONUÇLAR VE ÖNERİLER 

 

5.1. Sonuçlar 

Çalışmamızda kanser hücrelerinde enerji ihtiyacının karşılanmasında ihtiyaç 

duyulan glukozun hücre içine alınmasında TWIST1 transkripsiyon faktörünün rolü 

incelenmiştir. Elde ettiğimiz bulgular neticesinde TWIST1 transkripsiyon faktörünün 

GLUT-1, GLUT-3 ve GLUT-12 glukoz transporterların ekspresyonlarını artırarak hücre 

içine glikoz alımını desteklediğini kanıtladık. Ayrıca HEK293T hücrelerinde 

incelediğimiz GLUT-2 ve GLUT-5 genlerinin ekspresyonunu belirleyemedik. Buna 

ilave olarak, insülin-bağımlı glikoz alımı için önemli olan GLUT-4’ün mRNA 

düzeyindeki transkripsiyonel aktivitesi TWIST1 varlığında anlamlı bir değişiklik 

göstermemiştir. 

GLUT-1 metabolik olarak yüksek ihtiyaç duyulan ve bazal glikoz alımını 

sağlayan glikoz transporterlardan biridir. Sinir sisteminde, kan-beyin bariyerinde, 

eritrositlerde ve tiroid dokularında ekspresyonu önemlidir. Hepatik, pankreatik, meme, 

özofageal, beyin, renal, akciğer, kütanöz, kolorektal, endometriyal, ovaryan ve servikal 

gibi birçok kanser türünde ekspresyonu artmış durumdadır. T hücre lösemilere neden 

olan human T-cell leukemia virus (HTLV)’ün zarf glikoproteinleri hücre zarında 

GLUT-1 ile interaksiyona geçer. Bu bakımdan hematolojik malignansilerde GLUT-1 

ekspresyon seviyesi önemlidir. Sıçanlarla yapılan araştırmalarda hipoglisemik 

koşullarda HEK293 hücrelerinde GLUT-1 mRNA stabilitesinde artış saptanmıştır. Tez 

projesi kapsamında yaptığımız çalışmalarda TWIST1 transkripsiyon faktörünün GLUT-

1 ekspresyonunu 2 kat artırdığını gösterdik. GLUT-1 hücre içerisine insülin-bağımsız 

glikoz alımını sağlar. Dolayısıyla TWIST1, kanser gelişimini GLUT-1 ekspresyonunu 

tetiklemek suretiyle glikoz alım düzeyini artırarak destekler.  

GLUT-3, plasentadan fetal sirkülasyona glikoz geçişini sağlayan faktörlerden 

biridir. Ayrıca sinir sisteminde ekspresyonu ve serebral glikoz alımında önemi 

yüksektir. GLUT-3, iskelet kası ve nöron hücrelerinde insülin-bağımlı glikoz alımını 

sağlamaktadır. Ancak GLUT-3-aracılı glikoz alımı için insülin şart değildir. İnsülin-

bağımsız olarak da glikoz alımını sağlayabilir. GLUT-3, mesane, larinks, prostat, 

gastrik, over, oral, baş ve boyun kanserlerinde ekspresyonu artmaktadır. Tez 

bulgularımıza göre TWIST1 yüksek ekspresyonu varlığında GLUT-3 ekspresyonu 1,6 

kat artmıştır. Bu durum embriyonik bir faktör olarak bilinen TWIST1’in glikoz 
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alımında embriyonik açıdan önem arz eden GLUT-3 ekspresyonunu tetiklediğini ve 

kanser gelişimini bu yolla desteklediğini söyleyebiliriz. 

GLUT-4, insülin yolağı ile düzenlenen glikoz alımında önemli olan glikoz 

transporter kanalıdır. İnsülin-duyarlı dokularda ekspresyonu yüksektir ve glikoz 

homeostazının düzenlenmesinde oldukça önemlidir. Başlangıçta, GLUT-4 insülin-

stimülasyonu ile glikoz alımını sağladığından kısıtlayıcı faktör olarak düşünülmekteydi. 

Ancak, GLUT-4 knock-out farelerle yapılan araştırmalarda hipergliseminin gelişmediği 

saptanmıştır. Bu durum diğer GLUT izoformlarının glikoz homeostazının 

düzenlenmesinde önemli rolleri olduğunu göstermektedir. Tez bulgularımıza 

baktığımızda insülin stimülasyonu ve TWIST1 ekspresyonunu sağladığımız şartlarda 

HEK293T hücrelerinde glikoz alım düzeyleri değişmemiştir. Dolayısıyla TWIST1 

transkripsiyon faktörünün söz konusu böbrek hücre hattında GLUT-4 üzerinden insülin 

stimülasyonu eşliğinde glikoz alımı üzerinde etkisinin olmadığına kanaat getirdik. 

İnsülin reseptörü, insülin bağlanması neticesinde dimerize olarak aktive olur. Bu 

aktivasyonda ve sinyalin hücre içerisine transdüksiyonunda insülin reseptör substrat 

(IRS) molekülleri oldukça önemlidir. İnsülin sinyal yolağı aktivasyonu neticesinde 

insülin-bağlı glikoz transporterların membrana translokasyonu gerçekleşir ve hücre 

içerisine glikoz alımı sağlanır. Önemli insülin-bağlı glikoz kanallarından biri GLUT-

4’tür. Tez bulgularımıza göre insülin stimülasyonu ile glikoz alımı artmaktadır. Ancak 

TWIST1 ekspresyonu sağlandığında bu durumda anlamlı bir değişiklik saptamadık. 

Bahsettiğimiz gibi TWIST1 varlığında GLUT-4 ekspresyonunun değişmediğini 

belirlemiştik. Ancak bunun yanısıra İnsülin reseptörü, insülin reseptör substrat-1 ve -2 

genlerinin de TWIST1’e bağlı ekspresyon değişikliği göstermemiştir. Bu bulgular 

ışığında, TWIST1’in HEK293T hücrelerinde insülin yolağının temel faktörleri ve glikoz 

alımındaki rolleri üzerinde anlamlı etkisi mevcut olmadığı anlaşılmıştır. 

GLUT-12, MCF7 meme kanseri hücre hattında GLUT-4 ile yüksek homoloji 

gösteren bir glikoz transporter geni olarak tanımlanmıştır. İskelet kası, kalp, beyin, 

böbrek, dalak, ince barsak ve yağ dokularında ekspresyonu mevcuttur. Diyabetik böbrek 

durumlarında ekspresyonu artar. Diyabetik nefropati sıçan modellerinde GLUT-1 ile 

birlikte ekspresyonu artmış olduğu belirlenmiştir. Son zamanlarda GLUT-12, kanser 

tedavisinde potansiyel terapötik hedef olup olamayacağı tartışma konusudur. Araştırma 

sonuçlarımıza göre TWIST1 GLUT-12 transkripsiyonunu 2,5 kat artırmıştır ve 

incelediğimiz genler arasında TWIST1’e bağlı olarak ekspresyonu en çok artan glikoz 
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kanalı GLUT-12’dir. Dolayısıyla TWIST1 aracılı glikoz alımında GLUT-12’nin baskın 

rolünün olduğu kanısındayız. 

Yapılan araştırmalar tümör hücrelerinde glikoz girişinin ve kullanımının arttığını 

kanıtlamıştır. Ancak bu olayda rol alan faktörler gün geçtikçe daha iyi anlaşılmaktadır. 

Kanser progresyonunda önemli temel faktörlerden biri olan TWIST1 transkripsiyon 

faktörünün hücre içine glikoz alımı ile ilgili literatürde herhangi bir bilgiye rastlamadık. 

Tez projemizin çıkış noktası olan bu konuda yaptığımız araştırmaya göre TWIST1’in 

hücre içine glikoz alımında rol aldığını göstermiş olduk. Bunu da HEK293T 

hücrelerinde GLUT-1,-3 ve -12 kanallarının gen ekspresyonunu destekleyerek 

sağladığını kanıtladık. Ancak glikoz alımı hücrede insülin-bağımlı veya bağımsız olarak 

meydana gelmektedir. Yaptığımız çalışmanın bulgularına göre TWIST1 transkripsiyon 

faktörü HEK293T hücrelerinde hücre içine glikoz alımını insülin-bağımsız olarak 

sağlamaktadır. 

Glikoz alımında önemli olan glikoz transporterların yanısıra glikoz kullanımında 

önemli bazı genleri de çalışma kapsamında değerlendirdik. Burada TWIST1 yüksek 

ekspresyonu varlığında HEK293T hücrelerinde, Hekzokinaz 2 (HK2), Fosfofruktokinaz 

M (PFKM), Piruvat kinaz alttip M2 (PKM2), Laktat dehidrogenaz α (LDHα) ve Glikoz-

6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) genlerinin ekspresyonel düzeylerini araştırdık.  

HK2, glikozun glikolize girmesini sağlayan ilk basamağı katalize eder. Bu 

basamak geri dönüşümsüzdür ve glikozun fosforile edilerek glikoz-6-fosfat’a 

dönüşmesi reaksiyonudur. HK2 mitokondri dış membranındaki voltaj-bağımlı anyon 

kanalı (VDAC) ile bağlanır ve HK2-VDAC kompleksi oluşur. Bu komplekse reaksiyon 

için gerekli olan ATP mitokondri iç membranında bulunan ATP sentaz tarafından 

sağlanır. Bu sayede hücre içine alınan glikoz aktive edilmiş olur. Ayrıca glikolizin ilk 

basamağı olan bu aşamada meydana gelen HK2-VDAC kompleksi mitokondri-bağımlı 

apoptozisin meydana gelmesini engeller. HK2 normal dokularda düşük seviyede 

eksprese olur, ancak kanser gelişiminde yüksek ekspresyon göstermektedir. HK2 

ekspresyonunun baskılandığı durumlarda anjiyogenezin, metastazın ve apoptozisin 

gerilediği belirlenmiştir. Ayrıca HK2 ekspresyon artışı laktat üretimi ile 

ilişkilendirilmiştir ve bu durum kanser dokularında asidoza neden olmaktadır. Tez 

çalışması kapsamında TWIST1 ekspresyonunu indüklediğimiz HEK293T hücrelerinde 

HK2 ekspresyonu yaklaşık 4 kat artmıştır. Bu bulgu TWIST1’in sadece glikoz alımında 

değil glikoliz yolağının başlatılmasında da oldukça önemli olduğunu göstermektedir.   
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PFKM, fosfofruktokinaz geninin iskelet kaslarındaki izoformudur. Bu enzim, 

glikoliz yolağındaki fruktoz-6-fosfatı fruktoz-1,6-bisfosfata geri dönüşümsüz olarak 

çevirmektedir. Erken-evre meme kanseri tanısı almış 3.523 olguda yapılan tüm genom 

analizi çalışmalarında PFKM geni meme kanseri gelişimi ile ilişkilendirilmiş ve meme 

kanserinin etiyolojisinin anlaşılması için önemli genlerden biri olarak tanımlanmıştır. 

Kanserde önemi son zamanlarda anlaşılan bu geni tez projemizde değerlendirdik ve 

mRNA’sının TWIST1 yüksek ekspresyonu varlığında 1,3 kat arttığını belirledik. 

Böbrek hücre hattı olan HEK293T hücrelerimizde de TWIST1 indüksiyonlu kanser 

gelişimi açısından önemli olduğunu hedef glikolitik enzimlerden biri olduğu ileri 

sürülebilir. 

PKM2, glikolizin son basamağı olan fosfoenolpiruvattan ADP’ye fosforil 

grubunu transfer ederek ATP oluşumunu katalizlemektedir. Reaksiyon sonucunda 

mitokondrideki Krebs döngüsü açısından önemli olan piruvat meydana gelmektedir. 

PKM2 embriyogenezde, doku tamirinde ve kanser gelişiminde önemli rolleri vardır ve 

PKM1 izoformuna göre dominant ekspresyon paterni göstermektedir. PKM1 izoformu 

PKM2’nin aksine ekspresyonu tetiklendiğinde tümör progresyonunun baskılandığı 

belirlenmiştir. Dolayısıyla kanser araştırmalarında PKM2 izoformu ön plana 

çıkmaktadır. PKM2 aktivitesi fruktoz-1,6-bisfosfat varlığında artmaktadır. Glikoz girişi 

ile birlikte sitozoldeki monomerik PKM2 enzimleri tetramerik hale gelirler. Glikoz 

azalması ile birlikte tetramerik yapı kolaylıkla dağılır. Dolayısıyla PKM2 allosterik 

olarak aktivasyon göstermektedir. TWIST1’in PKM2 ekspresyonu üzerindeki etkisini 

incelediğimizde HEK293T hücrelerinde ortalama 1,4 kat artış tesbit ettik. Bu neticeye 

göre, PFKM fonksiyonel etkisinin devamında olan bu reaksiyon da TWIST1 tarafından 

desteklendiği ifade edilebilir. 

LDHα, laktat ve piruvat arasındaki interkonversiyonu kataliz etmektedir. 

Hipoksik koşullarda NADH’ın NAD+’ya oksidasyonu ile piruvattan laktat oluşumunu 

geri dönüşümlü olarak katalizlemektedir. Bu basamak anaerobik glikolizin son 

basamağıdır. LDHα normal dokularda farklı aktivasyon paterni göstermesi ile birlikte 

daha çok iskelet kasında eksprese edilmektedir. Ancak doku hasarı, nekroz, hemoliz, 

hipoksi ve miyokardiyal enfarktüs gibi durumlarda hücresel LDHα düzeyi artar. 

Kanserde Myc ve HIF1 gibi onkogenler LDHα ekspresyonunu indüklemektedir. Bu 

faktörler genin promotorunda bulunan CACGTG E-kutusu motifine bağlanmakta ve gen 

regülasyonunu düzenlemektedir. Aynı E-kutusu dizisi tez kapsamında incelediğimiz 

TWIST1 geni açısından da hedef dizidir. Araştırma bulgularımıza göre TWIST1 
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ekspresyonu gösteren HEK293T hücrelerinde LDHα ekspresyon düzeyi yaklaşık 2 kat 

artmıştır. Bu durum TWIST1’in laktat oluşumunu desteklediğini ve tümör dokularında 

asidoza neden olabileceğini düşündürmektedir. Kanser hücrelerinde glikoz sarfiyatının 

artması sonucunda laktat üretiminin artışı mitokondriyal respirasyonu baskılar. 

Hücrelerde LDHα artışı sonucunda enerji üretimi oksidatif fosforilasyondan glikoliz 

yönüne dönmeye başlar. Dolayısıyla HEK293T hücrelerinde TWIST1, LDHα 

ekspresyonunu tetikleyerek aerobik glikolizi artırmaktadır. 

G6PD, riboz-5-fosfat oluşumunda anahtar rol oynamaktadır. Glikolize alternatif 

olan pentoz fosfat (hekzoz monofosfat) yolağını kontrol eden ve ilk reaksiyonu 

gerçekleştiren temel enzimdir. G6PD, Glikoz-6-fosfatın C1 karbonundan bir hidrit 

iyonunun NADP+’ye transferini 6-fosfoglukono--lakton oluşturmak üzere katalizler. 

Bu yolak sayesinde hücreye nükleotid biyosentezinde kullanılan pentozlar ve yağ asidi 

ile kolesterol sentezinde gerekli olan NAPDH molekülleri sağlanır. Lösemi, 

gastrointestinal, böbrek, kolon, meme, endometriyal, prostat ve karaciğer kanserlerinde 

ekspresyonu artmaktadır. Ektopik G6PD ekspresyon artışı NAPDH ve glutatyon artışına 

neden olmaktadır. G6PD hücrede redoks potansiyelini hücre dışı pH’yı regüle eden 

faktörlerden biridir. Bu bilgiler doğrultusunda elde ettiğimiz verilere göre TWIST1 

artışına bağlı olarak G6PD ekspresyonu 2,6 kat artmaktadır. Bu durum TWIST1’in 

pentoz fosfat yolunu desteklediğini göstermektedir. Bu sayede TWIST1 hücre 

proliferasyonu için gerekli olan nükleotidlerin ve diğer biyomoleküllerin yapıtaşlarının 

üretilmesine destek olarak kanser gelişimine katkı sağladığı söylenebilir. 

Ayrıca TWIST’in kanser hücrelerinde enerji üretimi ve sarfiyatını ifade eden 

hücre içi ATP, ADP ve AMP seviyelerini inceledik. TWIST1 ekspresyonunu ektopik 

olarak sağladığımız HEK293T hücrelerinde daha fazla ATP üretimi sağlanmış ve 

kontrole oranla daha fazla AMP üretimi, dolayısıyla daha fazla enerji sarfiyatı 

gerçekleşmiştir. Bu bağlamda TWIST1’in kanser hücrelerinde enerji metabolizmasını 

düzenlediği anlaşılmaktadır. 

Yüksek seviyede TWIST1 ekspresyonu gerçekleştirdiğimiz HEK293T hücreleri 

ile kontrol hücreleri kültüre ettiğimiz besiyerlerinin süpernatantlarını kan gazı analizör 

cihazı ile inceledik. Bu analiz neticesinde TWIST1 ekspresyonu varlığında hücrelerin 

besiyerinde mevcut olan glikoz düzeyi düşmekte (278 mg/dl’den 265 mg/dl’ye) ve 

laktat seviyesi de artmaktadır (3,1 mmol/L’den 3,5 mmol/L’ye). Bu veriler, TWIST1’in 

kanser hücrelerinde Warburg etkisi olarak tanımlanan aerobik glikolizi desteklediğini 

göstermektedir. Yani hücreler oksijenli ortamda olmalarına rağmen oksidatif 
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fosforilasyon ile değil de daha hızlı olarak glikolitik yolağı ATP eldesi için tercih 

etmektedir. Dolayısıyla TWIST1 kanser hücrelerindeki, literatürde iyi tanımlanmış olan, 

bu karakteristik enerji eldesi yön değişiminin, temel faktörlerinden biri olduğu ileri 

sürülebilir.  

Tez projesinde elde ettiğimiz veriler ışığında, kanserde hücre içine glikoz alımı 

ve tüketimi konusunda TWIST1 transkripsiyon faktörünün rolünü ve önemini 

göstermeyi amaçladık (Şekil 5.1). Bu bağlamda TWIST1 kanser tedavisi açısından 

metabolik hedef olarak değerlendirilebilir kanısındayız.  

 

Şekil 5.1. TWIST1’in glikoz alımı ve glikolitik yolaktaki rolü.  

 

5.2. Öneriler 

1. TWIST1 transkripsiyon faktörü kanserde yeni bir metabolik hedef olarak 

değerlendirilebilir. 

2. HEK293T hücrelerine TWIST1 transfeksiyonu stabil olarak gerçekleştirilebilir. 

3. Tez projesinde araştırılan genlerin ekspresyon düzeyleri western blot yöntemi 

ile desteklenebilir ve hücresel lokalizasyonları immünsitokimya boyamaları ile 

gösterilebilir. 

4. TWIST1’in hedefi olabilecek olan ve tez kapsamında değerlendirilmemiş 

diğer glikoz transporter genlerin ekspresyon düzeyleri incelenebilir. 
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5. Karbon kaynağı olarak glikozun yanısıra diğer moleküllerin kanal 

proteinlerinin ekspresyon seviyeleri ve fonksiyonları analiz edilebilir. 

6. TWIST1 indüksiyonu ile regüle edilebilecek diğer glikolitik enzimlerin gen 

ekspresyon düzeyleri ile enzim aktiviteleri gösterilerek ayrıntılı olarak gösterilebilir. 
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