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Kanser olgularinin mortalite oranlar1 kanser hiicrelerindeki metastatik kabiliyetin artisina bagl
olarak vyiikselmektedir. Ozellikle epitelyal kokenli olan karsinomalarda kanser hiicreleri epitelyal
karakterlerini kaybederek mezenkimal karakterler kazanir. Mezenkimal-benzer karaktere sahip bu
hiicreler invazyon kabiliyeti kazandigindan bulundugu ortamdan ayrilarak kan dolagimina geger ve farkl
doku ve organlarda sekonder metastatik odaklarin olusmasma neden olur. Metastatik invazyonun ilk
asamasi epitelyal mezenkimal transizyon (EMT) mekanizmasidir. Bu mekanizmanin temel duizenleyici
faktorlerinden biri Twistl transkripsiyon faktoriidiir. Yapilan arastirmalar agresif kanser olgularinda
Twistl geninin yuksek ekspresyon gosterdigini belirlemistir.

TWISTL, b-Helix-Loop-Helix yapisal ozelligi gosteren bir transkripsiyon faktori olup
promotorlarinda E-Box dizisi bulunduran genlerin transkripsiyonunu aktive veya inhibe eder. TWIST1 ilk
olarak bir embriyonik gelisim bozuklugu olan Saethre-Chotzen sendromu ile iligkilendirilerek
tanimlanmistir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar TWIST1’in ayni zamanda bir proto-onkogen oldugunu
gostermistir. Zira bu protein p53, E1A ve pl4ARF gibi timér baskilayici genlerin fonksiyonunu
baskilarken, proto-onkogenler olan AKT2, ¢-SRC, STAT3 ekspresyonlarini indiiklemektedir. Bu
bulgulara paralellik gosterecek sekilde TWISTI ekspresyonu osteosarkoma, prostat, glioma, mide,
karaciger ve endometrial kanser hiicrelerinde asir1 ekspresyon gostermekte ve kotl prognoz’a sebep
olmaktadir.

Gilinimiizde timor heterojenitesine bagli olarak yeni tedavi stratejileri gelistirilmektedir.
Uygulanan ilag tedavilerine ek olarak tiimor hiicresinin metabolik hedeflemesine de ilgi artmigtir. Timor
dokularinda glikoz alimi, aerobik glikoliz oranm1 ve laktat {iretimi artar. Bu baglamda ¢alismamizda 293T
hlcrelerinde Twistl transkripsiyon faktoriiniin promotorlarinda E-box (CANNTG) dizisi tastyan glikoz
tastyicilart Glut (1,2,3,4,5,12) ve glikoz metabolizmasinda 6nem 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 diizeyleri Uzerindeki etkisini RT-PCR yontemi ile
belirledik. Ayrica glikoz aliminda dnemli rol oynayan insiilin reseptdrii (IR) ile insiilin reseptdr substrat-1
ve -2 (Irs-1,-2) gen ekspresyon seviyelerini saptadik. Twistl ekspresyonu varliginda hiicrelerin Glikoz
alimimin arttigini tesbit ettik. Bunun yanisira Glikoliz yolaginin ve enerji tiiketiminin hizlandigi, besi
ortamindaki glikoz ,laktat ve osmalarite duzeyleri ile hiicre icindeki ATP, ADP ve AMP oranlarini
belirleyerek ortaya konmustur.

Anahtar Kelimeler: Epitelyal Mezenkimal Transisyon, Twistl, 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
Twistl transcription factor. The investigations have determined that the Twistl gene shows high
expression in aggressive cancer cases.

TWISTL 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 pl4ARF, it induces the proto-oncogenes AKT2, ¢-SRC, STAT3
expressions. In parallel with these findings, TWISTL 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 Twistl 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 Twistl 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, Twistl, Glucose uptake,
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1. GIRIS

Gulnumuzde, teknolojik araglara fazla yonelimin olmasi, niifusun artisi, yogun
stres ve radyasyon gibi g¢evresel faktorlerin etkisiyle insanlarin hiicrelerinde genetik
bozulmalar kansere neden olmaktadir.

Kanser, belirli zaman araliginda hiicre genomunda ard arda gelen mutasyonlar
sonucu olusur. Cok basamakli bir olay olan bu hastaligin patogenezinin daha iyi
anlasilmas1 kanser metabolizmasinin anlasilmasiyla miimkiin olacaktir. Ayrica giinlizde
uygulanan tedavilerin etkinliginin artirlmast i¢in yeni terapdtik hedeflerin
tanimlanmasina ihtiyag vardir.

TWIST1 geni, E kutusu (E-box) olarak isimlendirilen bir takim DNA
elementlerini taniyabilen bazik heliks loop heliks (bHLH) sinifina ait bir transkripsiyon
faktorudur. TWISTL geni iki ekzon ve bir introna sahiptir, ancak kodlama sekansi ilk
ekzondan olusur. Giiniimiizde TWIST1 geni kanser gelisimi ve metastazinda anahtar
rolii olan temel onkogen olarak tanimlanmistir. Ayni1 zamanda kemoterapétik ilaglara,
radyoterapiye ve apoptozise direnci destekleyen 6nemli faktorlerden biridir. Bu nedenle
TWIST1 geninin ifadesi ve fonksiyonu hakkindaki arastirmalar giin gectikge
artmaktadir. Son zamanlarda arastiricilar kanser hiicrelerinin metabolik 6zellikleri
lizerinde yogunlagsmaktadir. Yaptigimiz literatiir arastirmasinda TWIST1’in glukoz
alimindaki fonksiyonu ile ilgili herhangi bir bilgiye rastlamadik. Bu nedenle

calisgmamizi TWISTL1’in glukoz alimini artirdigi hipotezi zerine hazirladik.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kanser Nedir?

Kanser, saglikli hiicrelerin ¢ogalmasi, sagkalimi ve gelisimi gibi yasamsal
fonksiyonlarinin kontrol edilememesi sonucu meydana gelen, 6liim riski tasiyan bir
komplike genetik bir hastaliktir. Kanserli hiicreler hizli bir sekilde c¢ogalabilen,
cevresindeki dokulara yayilabilen ve bagimsiz olarak hareket edebilen hiicrelerdir (1).
Kanser tirleri olusum agisindan benzerlik gosterse de gelisim ve yayilma agisindan
farklilik gosterirler (2).

2.1.1. Kanser Genetigi

Normal hiicrelerin hayati fonksiyonlarini siirdiirebilmesi i¢in, genlerin saglikli
ve belirli bir koordinasyonda olmasi1 gerekmektedir (1). Hiicre proliferasyonunu kontrol
eden temel kontrol noktalart mevcuttur. Bunlardan biri G1 digeri ise G2’dir. G1
evresinde alinan boliinme sinyali ile hemen replikasyon baglar ve hiicre G1 evresinden
S fazina geger. G1 evresinde DNA replikasyonunun meydana geldigi S fazi i¢in dnemli
olan proteinlerin sentezi gerceklesir. G2 evresi ise mitoz i¢in gerekli olan hazirlik
asamasidir. Mitoz evresine giren hiicrelerde mitozun kontrolii M kontrol noktasi ile
saglanir (3).

Kanserli hiicrelerden meydana gelmis hiicre kiiltiirleriyle normal hicreler
karsilagtirildiginda belirli genetik varyasyonlar saptanmaktadir. Genetigi farklilasmis bu
kanser hicreleri ‘Transforme’ terimi ile nitelendirilmektedir. Transforme hiicreler pH
degisikligi, hipoksi, diisiik serum diizeyi gibi daha ekstrem sartlara dayaniklidir (4).
Deney hayvanlariyla yapilan ¢aligmalara bakildiginda transforme kanser hicre
greftleriyle ilgili  kanser gelistirilebilmektedir. Bu baglamda aragtirmalarda
kullanilabilecek bir¢ok kanser model organizmalar olusturulmustur (5). Karsinojenler
hiicrenin genetigine dogrudan ya da dolayli olarak etki ederler. Karsinojenler, hiicre
genomunda mutasyonlar1 tetiklemesi ile hiicre sagkaliminda oOnemli olan
protoonkogenlerin asir1 aktivasyonunu saglayarak onkogenlere donligmesine sebep olur.
Literatlirde simdiye kadar 100 onkogen tanimlandig1 bilinmektedir (6).

2.1.2. Kanser Olusumu

Kanser gelisiminde 6nemli olan temel genetik bozukluklar mevcuttur (7). Bu
baglamda kanser genetigindeki bazi temel kavramlar sunlardir;

Germline mutasyon; gonadlardaki esey hiicrelerinde (sperm, yumurta hiicresi)

ortaya ¢ikan genetik bozukluklardir. Bu mutasyon nesiller boyu aktarilabilir. Mutasyon



sadece esey hiicreleriyle sinirli olmayarak diger hiicrelerde de bulunabilmektedir.
Kalitsal kanserlerden germline mutasyonlari sorumludur (8).

Somatik mutasyon; bu tip mutasyonlar somatik hicrelerde gorilmektedir.
Kusaktan kusaga gec¢mez sadece etkilenen bireyle smirli kalir. Kalitsal o6zellik
icermeyen sporadik mutasyonlardan sorumludur (9).

Proto-onkogenler; hiicrenin sagkalim, proliferasyon gibi olaylar1 kontrol eden
genlerdir (10). Transkripsiyon, biiylime ve gelisim faktorlerinde, apoptosizin
sinirlandirilmasinda, kromatin modifikasyonunda, hiicre i¢i transfer mekanizmalarinda
islev gormektedir (11).

Timor siipresor (baskilayici) genler; hiicrelerin  ¢ogalmasim1  baskilayan
genlerdir. Hiicre siklusunu kontrol ederler ve gerektiginde hiicreyi apoptosize tesvik
ederler (12).

Heterozigosite kayb1 (loss of heterozygosity; LOH): Iki allelden birinin kaybi
durumudur. Ornegin, kalitsal retinoblastomada, normal hiicrelerde heterozigosite
mevcutken, timorli hicrelerde LOH nedeniyle sadece mutant RB1 alleli mevcuttur
(13). Kanserlesen hiicrelerde normal RBI1 allelinin bulundugu 13ql14 kromozomal
bolgede bir allelde interstisiyel delesyon meydana gelmistir. Cesitli sporadik kanser
tirevlerinde, timor siipresor genlerin oldugu birgok kromozomal alanlarda LOH
gozlenmektedir (14). Ornegin; meme ve kolon kanserlerinde T53 kanser siipresor
geninin oldugu 17p bolgesinde LOH durumu saptanmaktadir (13).

Onkogenezin bir¢ok asamasi vardir, normal bir hiicrenin kanser hiicresine
dontisebilmesi i¢in c¢ok fazla mutasyona ugramasi ve bu mutasyonlarin birikmesi
gerekmektedir (15,16,17). Ozellikle kolon kanseriyle alakali yapilan caligmalarda
onkogenez icin tek bir genetik bozuklugun yeterli olmadigi, kanser siipresor genler ve
proto-onkogen genlerde de ¢ok sayida mutasyon olmasi gerektigi gortilmiistiir (18,19).
Onkogenez evresi genetik anlamda ¢ok asamalidir. Meydana gelen mutasyonlar, DNA
tamir mekanizmasinin yetersizligi, sporadik ya da ¢evresel etmenlerle olusabilmektedir
(20).

2.1.3. Kanser Yolaklari

Kanserin olusmasina sebep olan 250’den fazla genin oldugu diisiiniilmektedir
(21). Bu genler hiicrede bircok sinyal yolaginda gorev alirlar. Bu yolaklar normal
hiicrelerin yasamsal fonksiyonlarini ve metabolizmalarini kontrol etmektedirler (22).
Kanser yolaklarmi kisaca tanimlamak gerekirse; bir kanserin gelismesi ic¢in genetik

olarak en az bir kez mutasyonla aktivasyona ihtiya¢ duyan regulator sistemlerdir (23).



Farkli kanser tiirlerlerinde ayn1 yolak farkli gen bolgelerinin mutasyonlar1 neticesinde

de kontrolsiiz aktive olabilmektedir. Kanser yolaklari; genel olarak MAPK, PI3K,
TP53, RB, TGFpB, JAK/STAT, NFkB, WNT, SHH, NOTCH sinyal yolaklaridir (23,24)
(Tablo 2.1). Bu yolaklarin her biri birbiriyle baglant1 halindedir (25). Bu iletisime

bakildiginda hiicrede homeostaz agisindan 6nemli fonksiyonlar1 vardir (26).

Tablo 2.1. Kanserde 6nemli olan baz1 temel yolaklar (23).

Goriildiizii Yolaktaki Yolaktaki
Yolak veya Ag Kanserlegr onkogen Tumor Aciklama
proteinler stpresorler
MAPK Yolag1 ok RAS.BRAF Onkogenik reseptor
(Standart) Birco (MYC) tirozin kma;la}rln
efektorleridir
Onkogenik reseptor
PI3K Yolag: Birgok P13K. AKT PTEN.CTMP tirozin kinazlarin
efektorleridir
TP53 ag1 Bircok MDM2/HDM2 | TP53.ATM.BAX
- . Cyclm D1.CDK4,| RB1.p16nkaa
RB1 ag Bircok (MYC) P15INKe8 n57KP2
Karsinomlar, bazi TGFBRII Karsinomda inaktive
y yumusak doku ' olmus, yumusak doku
TGFp Yolag kanserleri, bazi SMAD2. kanserinde aktive
" L SMAD4. RUNX
lésemiler olmustur.
Bazi karsinomlar Onkogenik Sitokin
JAK/STAT bircok losemi ve, STAT3. STATL(?). Reseptdrleri ve flizyon
Yolagt (I;enfoma da STAT5(?) SOCS1 proteinlerinin
efektorleridir
. Bazi lésemiler, L Etki bly(k oranda hiicre
NFKB Yolagt birgok karsinomlar REL proteinleri CYLD tipi ve icerigine baglidir.
Kolon. Karaciger, i . ,
WNT Yolag: | meme, mide ve diger | WNTL, p-Catenin| ~ APC.AXIN | E Kadrf]rc')g J’I‘; “:’giFfif lerce
karsinomlarda
o Spesifik deri, beyin | SHH(?).SMO. PTCH1.PTCH2
SHH Yolag ve akciger kanserleri GUL(?) SUFU
T-hiicre lenfomalart Etki blyUk oranda hiicre
NOTCH Yolagt 4 ' NOTCH 1 NOTCH 1 tipi, igerigi ve gen

karsinomlar

dozajina baghdir.

MAPK sinyal yolagi, RAF, MEK ve ERK protein kinazlarin aktivasyonu

sonucunda meydana gelmektedir (26). MAPK yolag1 6zellikle hiicre proliferasyonu igin

gereklidir. Bu yolaklar reseptor tirozin kinazlar (RTK) ile baslatilan sinyalleri hiicre

icine ve cekirdege aktarirlar, boylece gen ekspresyonlari yeniden diizenlenmis olur.

Kanser hucrelerinde, 6zellikle RAS’1n aktivitesi sonrasinda da MAPK sinyallesmesi

yiiksek aktivasyon gostermektedir (27). UV 1sinlar gibi fiziksel ajanlarla ve g¢evresel




kimyasal etmenlerle ortaya ¢ikan oksidatif strese bagli olarak RAS proteinleri aktif hale
gelir. Bu aktivasyon sonucunda MAPK yolagi yanisira RAC veya CDC42 gibi hucresel
olaylar1 regiile eden GTP proteinlerini aktive ederler (28).

Hiicrede onemli fonksiyonlar1 olan bir diger sinyal yolagi da PI3K yolagidir
(Sekil 2.1). PI3K yolagi, RTK fosforilasyonu ile aktive olur (29). PI3K sinyalizasyonu,
organizmanin metabolizmasinin kontrol edilmesinde ve 6zellikle glukozun transferinde
ve kullaniminda, hiicresel gelisimlerin denetlenmesinde, proteinlerin biyosentezi ve

apopitozun inhibe olmasinda rol oynamaktadir (30).
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Hiucre Buytimesi

Sekil 2.1. Fosfo-inositol 3 Kinaz (PI3K) yolagi (29).

Apopitozisi regile eden o6nemli bir protein olan TP53 proteini kanser
gelisiminde olduk¢a temel proteinlerden biridir. TP53, ekstrinsik ve intrinsik
mekanizmalarla aktive edilen apopitozis olayinda bir ¢ok proteinin birlesme noktasidir
(29). DNA hasar1 durumunda TP53 intrinsik olarak aktive edilir. Bu aktivasyonda DNA

hasari ile aktiflesen gesitli protein kinazlarin 6nemli rolii vardir (30,31).



2.2. Kanser Metabolizmasi

Kanser progresyonu hucresel olaylar sonucu meydana gelen sekonder
metabolitlerin etkileri ile ilerlemektedir (32). Kanser hastalarinin mortalite nedenlerine
bakildiginda %601 kilo kaybetmeye bagli, diger kismi ise kaseksiye baghdir (33).
Kaseksinin genel tanimi, progresif anlamda islevsel bozukluk meydana getiren,
tamamen geri doniisiimii olmayan, iskelet kasinda doku kaybinin yasandigi bir
durumdur (34). Kaseksiye neden olan en O6nemli faktor anoreksi denilen istahsizlik
durumudur (35). Saglikli bireylerde ghrelin hormonu istahi yiikseltirken, kanserli
hastalarda tam tersi etki yaratmaktadir. Anoreksinin olugsmasi istah duygusunu veren
peptidlerin azalmasindan meydana gelmektedir (36). Hastalara kemoterapi ve
radyoterapi uygulanmasi anoreksi gelisimini arttirmaktadir (37).

Hipotalamusun ventromedial nukleusundaki serotonerjik néronlar tokluk
duygusunu, lateral nukleusundaki dopaminerjik néronlar da aglik duygusunu verir (38).
Kanser durumunda immdin sistem timor nekrozis faktor (TNF) ve interlokin (IL)
tretimini yiikseltir ve omurilik sivisindaki triptofan seviyesini arttirir. Yani omurilik
stvisindaki serotonin orani yiikselir ve tokluk hissiyle beraber anoreksi gelisir (38,39).
Bu anoreksik etkiler, kanserli bireylerin besin alimini kisitlamasinin yaninda, metabolik
dengenin bozulmasina, viicudun protein degerlerini kaybetmesine ve kaseksiye neden
olur (39).

2.2.1. Kanserde Protein Metabolizmasi

Proteinlerin diger biyomolekiillerden farki, yapilarinda digerlerine gore fazla
oranda azot bulunmasidir. Kanserli hiicreler saglikli hiicrelerden kendilerine siirekli azot
transferi yaparlar. Iskelet kaslarinda protein metabolizmasinin aktif olmasinin sebebi,
insiilin seviyesindeki diisiistiir ve buna bagli olarak iskelet kaslarinda 3 proteolitik

yolaktan birisi aktif hale gelir (Sekil 2.2) (40).



Sekil 2.2. Insiilin duyarlilig1 ile protein metabolizmasi arasindaki iliski (40).

Bu Ug proteolitik yolak lizozomal sistem, kalsiyumla aktiflesen sitozolik sistem
ve ATP’ye bagli olan proteolitik sitem olarak siralanabilir:

1. Lizozomal Sistem: Ekstraselluler proteinleri ve hicre yilizey reseptorlerinin
proteolizinde gorev alir.

2. Kalsiyumla Aktif olan Sitozolik Sistem: Nekrotik yaralar, dokulardaki
hasarlar ve otolizin olusumundan sorumludur.

3. ATP’ye bagli Ubikuitin Proteolitik Sistem: Tiim okaryotik hiicrelerde var olan
76 aminoasit rezidusiinden meydana gelen ubikuitin, sicakliga dayanakli bir protein
grubudur. Normal olmayan proteinlerin yikimi ic¢in onlar1 proteozomlara iletir.
Proteinlerin yikima gonderilmeden once isaretleme yapilir (41). Ubikitin ve lizin
rezidiisli arasinda ATP’ye bagli bu isaretleme meydana gelir. Ubikitin isaretlenmis olan
protein, proteozomlarda proteolitik faaliyetler ile degrade edilir (42).
2.2.2. Kanserde Karbonhidrat Metabolizmasi

Kanser vakalar1 incelendiginde karbonhidrat metabolizmasinda bir¢ok farkliligin
oldugu goriilmektedir. Bu degisiklikler kanserin tanist ve tedavisinde kullanilan
yontemlerin optimize edilmesini saglar (43). Ornegin; kanser teshisinde tamida
kullanilan PET yontemi yiiksek glikoz kullanimi ile iligkili olan kanser hiicrelerini

saptamak i¢in kullanilir (44).



Kanserli vakalarin biyokimyasal verileri hipoglisemiyi isaret etmektedir. Bunun
nedeni ise, kanserogenez siiresince glikolitik yolaklarin yiiksek aktivasyonudur (45).
Anormal seviyelerde hiicre proliferasyonunun ve gelisimin meydana geldigi tiimor
dokularinda yetersiz perfiizyon sonucu hipoksi olusur (46). Hipoksik ortam kanser
hiicrelerinde hipoksik sinyal yolaklarini aktive ederek anjiogenezi destekler. Meydana
gelen yeni kan damarlar araciligiyla tiimoér dokusuna glikoz gibi besin maddelerinin
iletilmesi artar. Kanser hiicrelerinin glukozu alma seviyeleri normal hiicrelere oranla 5-
10 kat daha fazladir. Yani kanser hiicrelerinde glikoz alimi ve karbonhidrat

metabolizmasi yiiksek diizeyde aktiftir (Sekil 2.3) (47).

GLIKOZ ]
ATP —i—> ADP 2 (Gliseraldehit-3-fosfat)
Glikoz-6-fosfat —l—» 2 NADH
l 2 (1,3-bifosfat gliserat)
Fruktoz-6-fosfat 2 ADP Al_y 2ATP
ATP —1—>
ADP 2 (3-fosfogliserat)
Fruktoz-1,6-difosfat
l v
Sliseraldehit-3-fosfat (2 mol)|—— 2yfosiognens)
N—> H,0

v
2 (2-fosfoenol piruvat)

2 ADP —1—)2 ATP

2 (Piruvat)
Birinci Asama Ikinci Asama

Sekil 2.3. Karbonhidrat metabolizmasinin sematik gosterimi (187,188).

Kanserli hiicrede proliferasyon seviyesindeki artisgin yaninda aerobik ve
anaerobik glikoliz yolaklar1 da oldukca aktiftir. Glikolizde piruvattan laktat sentezi daha
da artmis durumdadir ve buna Warburg etkisi denir (48). Anaerobik ortamda bu
durumun meydana gelmesinde asil iglevi olan 6zel bir transkripsiyon faktdrii mevcuttur.
Hipoksi ile indiklenebilen faktor—1 alfa (HIF—1a) olarak isimlendirilen bu faktoriin asil
amact kan damarlarindaki gelisimi saglamak ve metabolik homeostazinin yerine
gelmesidir (49). HIF-1a, glukoz metabolizmasiyla beraber aminoasit ve niikleotid

metabolizmasi ve pH kontroliinden de sorumludur. Vaskiiler endotelyal biiyliime faktorii



(VEGF) transferi {iizerinden anjiyogenezi kontrol altina alir. Bunlara ek olarak,
ekstraseliiler martiks (ECM) metabolizmasi ve hiicre adezyonunda, ilag direncinin

gelisiminde gorev alir (Sekil 2.4) (50,51).

: . Metabolik adaptasyon
- (Glikolitik enzimlerin aktivitesinde arti)
Aktiflegmis HIF-1
Anjiyogenez

5SS  Tamor
@

Sekil 2.4. HIF-1o’nin hipoksik ortamda tiimér hiicrelerindeki etkisi (186).

2.2.3. Kanserde Lipit Metabolizmasi

Kanserde lipid metabolizmasindaki degisim neticesinde kilo kaybi ve kaseksi
gelisimi meydana gelir. Istah kayb: sonucu aglik durumu, glukoz yetersizligi sonucu
adrenalin hormonuna bagli olarak kan plazmasinda serbest yag asidi konsantrasyonu
artar (52). Bu durum lipid metabolizmasinda hiperaktivitenin olugsmasina neden olur
(52,53).

Lipid mobilize edici faktér (LMF), adipoz dokuyu oksidasyona ugratarak serbest
yag asitleri (FFA) ve gliseroliin meydana gelmesini saglar. Ayn1 zamanda glukozun
azligima bagh olarak gelisen hipoglisemi artisi da adipoz dokuda degisikliklerin
meydana gelmesine neden olur (54). Proteolizi indiikleyici faktor (PIF) iskelet kasinda
proteinleri otolize eder. Bunun yaninda TNF-a glukoneogenezi, lipolizi ve proteolizi
aktif hale getirirken glikojenezi, lipogenezi ve protein sentezini inhibisyona ugratir. Bu
degiskenlerin hepsi kaseksiye neden oldugundan TNF-a kasektin olarak da
isimlendirilir. Makrofajlardan salinan TNF-a’nin lipoprotein lipazi durdurdugu ve lipid
depolanmasini 6nledigi yapilan ¢alismalarla ortaya konmustur (55).

Ayrica kanserde saglikli hiicrelerde olmayan, atipik lipidler olusturulur.
Bunlardan biri dezmosteroldiir. Bu lipid, kolesteroliin meydana gelme sirecinde bir ara
molekiil olup, normalde sadece fetus beyninde saptanmistir (56). Glioblastoma tanisi

almis hastalarin beyin dokusunda dezmosterol oranin yiikseldigi saptanmistir. Fukolipid
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ise fukoz ihtiva eden bir lipiddir. Gunumizde fukoz kanser belirteci olarak
kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda, kanserde olusumunu tamamlamis, ¢ift bag iceren
normalin disinda glikosfingolipid olusumu da goriilebilir (57). Karbonhidrat dizisindeki
degisimler sialik asidin gliloproteinlere yapismasini etkiler. Yapilan incelemelerde,
kanser siireci ile metastaz olusumu ve sialik asit ile ¢ok giiclii baglar olusturduklari
belirtilmistir (58,59).

2.2.4. Adenozin Trifosfat (ATP)

Normal hicrelerde dinlenme (resting) siire¢lerinde yalnizca enerji birikimi
yapilirken, prolifere olan hiicreler enerji iiretimiyle birlikte yeni makro molekiillerin
sentezi gerceklesir ve hiicresel redoks dengede tutulur. Kanser hiicrelerinin metabolik
stirecleri atipik Ozelliktedirler. Hizl1 bir seklide prolifere olabilen kanser hiicreleri, bir
molekiil glikozdan saglanan ATP miktarinin yeterli olmamasina ragmen glikozu
oksijensiz ortamda laktata cevirebilirler. Bu etki yiikselen glikoz alimiyla birlikte
nikleozitlerin ve aminoasitlerin birikmesine destek olmakta ve enerji Uretimini
kolaylastirmaktadir (60).

Kanser hicrelerinde, ATP’nin olusmasi ve yikilmasi metabolik siireclerin
devami i¢in onemlidir. Glikozun ¢esitli tasiyicilarla hiicre igine taginmasi, bazi protein
formlarinin metabolik siiregte islev gorebilmesi i¢in ATP varligina ihtiya¢ vardir (61).
Kanserli hiicrelerde kaseksiye bagl lipid seviyesinin diismesi ATP metabolizmasinda
da degisikliklerin olmasina neden olur. Normal hiicrelerin dinlenme hallerine gore bile
daha az seviyede ATP dretimi olur. Dinlenme doénemlerinde normal hicrelerin
metabolik yollari, homeostatik dengelerini ATP’den elde ettikleri enerji ile karsilarlar
(62). Buna ragmen prolifere halinde olan hiicreler enerjiyi yalnizca hiicrenin kendini
cogaltmast icin degil, ayn1 zamanda makromolekiillerin biyosentezinin gergeklesmesi
icin de kullanmaktadirlar (63,64).

2.3. Aerobik Glikoz

Kanser hiicrelerinin gelismesi ve yayilmasi metabolik yollarla olur. Burada
glikoz ve glutamin alimi Onemlidir. Kanser hiicresi, yogun hiicresel faaliyetlerini
karsilamak i¢in metabolik siiregleri yeniden diizenler. Metabolik degisiklikler, biiyiik
oranda normal prolifere olan hiicrelerle benzer oldugu halde, kanser hiicrelerinde
genetik bozukluklar ve genetik olmayan faktdrlerin birlesmesi sonucu kontrolsiizce artar
(65).

Kanser hiicrelerinin atipik metabolik 6zelliklerinin oldugu Otto Warburg’un 20.

YY. ilk donemlerinde yaptig1 aragtirmalar sonucunda anlagilmistir. Normal hiicreler
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aerobik ortamda glikozu, piriivata glikolizis yolunu kullanarak okside eder ve meydana
gelen piriivatin biiyiik bir kism1 mitokondride yakilarak karbondioksite ¢evrilir.Bu
dongii sonucu elde edilen net 36 ATP ‘dir. Oksijensiz kosullarda ise, normal hiicreler
ise glikolitik piruvati laktata ¢evirir (65). Hizl1 prolifere olan kanser hiicrelerinin,
Uretilen bir molekiil glikozdan saglanan 2 mol ATP miktarinin yetersizligine ragmen
glikozu aerobik ortamda laktata gevirebilir. Bu teorem bilimsel anlamda “Warburg
etkisi” veya “aerobik glikoliz” olarak isimlendirilir (Sekil 2.5). Kanser hicrelerinde
bahsedilen birgok metabolik olayin sebebi Warburg etkisidir. Kanser hiicrelerinin bu
davranigi aslinda zarar verici gibi goziikse de kanser dokularinda fazla miktarda glikoz
alim1 aminoasitlerin tiretimine olumlu yonde etki etmekte ve enerji tiretimi
saglamaktadir. Bunun yaninda, laktat yalnizca atik iiriin degil, hiicre gociiniin
saglanmasi ve radyoaktif direncin olugsmasi gibi durumlarda da gorev alir (67). Glikoz
katabolizmasi, kanser metabolizmasinda bir belirte¢ olarak ifade edilse de bu

metabolizmada tek basina islev gordiiglinii soylenemez (68).

Normal Hiicre Kanser Hiicresi
Glukoz Glukoz
glikaliz }L
B i glikoliz
2""TF“_l I I_ e L 2ATP+— — 2 ATP
02 Vetersiglisi Dok sy | OF VA O verersisi | | O1Varhin
Privik azit
e “a 7 o

asetilkoenzim a

2 Mol Laktik Asit 2 Mol Lalktik Asit 2 Mol Laktik Asit
@ 270
(Warburg Etkisi)
Elektron
tasima | HATP
zinciri
Kazanim 38 ATP Kazanim 2 ATP

Sekil 2.5. Kanser hiicrelerinde Warburg etkisinin sematik gosterimi (189).

Insanda hiicre igine glikoz tagmimi bircok dokuda insiilinin etkisiyle meydana
gelir. Insiilinin gorevini tam anlamryla yapabilmesi icin pankreastaki p hiicrelerinden
sekrete olmasi ile dolasima ve hedeflenen dokulara ge¢mesi gerekir. Glikoz transfer
mekanizmast  hiicre membranindaki reseptorler ve hidrojen ATPaz ile

gerceklesmektedir (64). Insiilin, etki edecegi hiicre membranindaki insiilin reseptoriine
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baglanir. Insiilin reseptdr aktivasyonu ile insiilin reseptor substrat-1 ve -2 (IRS-1,-2)
fosforile edilerek aktive edilir. Kanserde IRS1 ve IRS2 aktivasyonu glikoz alimi ile
beraber metastazda da islev gordiikleri bilinmektedir. IRS proteinleri son derece
homolog olsa da her bir IRS’nin farkli hiicresel gorevleri vardir. IRS simiflandirmasinda
IRS1,2,3 ve 4 olmak flizere dort protein oldugu bilinmektedir. Ancak insiiline bagh
glikoz aliminda IRS1 ve 2 biiylik 6nem arzetmektedir (69).
2.4. Insiilin Sinyal Yolag1
2.4.1. Insiilin Reseptori (IR)

Insiilin, pankreasta bulunan Langerhans adaciklarinda bulunan B hiicreleri
tarafindan salgilanir. Kan dolagimina salgilanan insiilin hormonu glikozun hucre igine
aliminda etkilidir. Insiilin, hiicre zarindaki insiilin reseptdrlerine (IR) baglanarak

reseptorlerin dimerizasyonunu ve aktivasyonunu saglar (Sekil 2.6) (70).

Ligand bagl Insiilin Reseptorleri

Ekstraseliler domain

ATP

Tyr
Otofosforilasyon

bdlgesi

Karboksil Terminal

Domainler

Hedef Protein ®

>~ ADP

intraseliler sinyalizasyon
Sitozol

Sekil 2.6. Insiilin reseptdr yapisi (190).
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Aktive olan IR yolagi, sitoplazmadaki glukoz tasiyici proteinleri hiicre

membranina transloke eder ve glukozun hiicre i¢ine girisini kolaylastirir (Sekil 2.7).

°
o o o
insulin : - L glikoz
- 0 ® %o
Glukoz Y 9788
tasiyicilan . 00y ©

insiilin reseptorleri

inactive

Sinyal

transduksiyonu

Gen expresyonu ve Glikozun kullanimi
biiviimenin diizenlenmesi L o . .
Glikoien/Lipid/protein sentezi

Sekil 2.7. Insiilin reseptérii aktivasyonu sonucunda glikozun hiicre icine alinmas1 (191).

IR sinyal yolaginin hiicre i¢indeki sinyalizasyonun devamini insiilin reseptor
substrat (IRS) proteinleri saglar. IRS’ler aktive olmus IR’ne baglanarak tirozin kinaz
aktivitesi ile fosforile olarak aktive olurlar. IRS proteinleri kanserde insiilin bagimli
glikozun tasinmasinda sorumlu adaptor proteinlerdir. IRS akciger, prostat ve meme gibi
farkl1 kanser tiirlerinde islev gordiigii bilinmektedir (Sekil 2.7) (70).

2.4.2. Insiilin Reseptor Substrat-1 (IRS-1)

Insanlarda insiilin reseptdr substart 1 (IRS-1) geni tarafindan kodlanan bir

sinyalleme adaptor proteindir. 1242 amino asitten meydana gelen 131 kDa

blyukliigiinde bir proteindir (Sekil 2.8).

) k ( PH (G PTB Q !ﬂoctor blndlng sites C COOH

QI',BK ) Grb2  SHP2
Sekil 2.8. Insiilin reseptdr substrat-1 (IRS-1) protein yapist (192).

IRS1 protein yapisinda, N-terminalinde pleckstrin homoloji (PH) domaini ve
fosforilasyon baglanma (PTB) domaini icerir. Devaminda fosfoinositol 3 kinaz (PI3K),
Src-homoloji domain 2 (SH2) tagiyan Grb2 adaptor proteini ve C-terminal bolgede SH2
domaini iceren fosfataz 2 (SHP2) baglanma bolgesi bulunur. IRS1, IR aktivasyonu

neticesinde reseptdrdeki NPXY motifine, PTB domaini ile baglanir ve tirozin (Y)
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aminoasitlerinden fosforillenir. Bu fosforilasyon neticesinde efektor proteinler IRS1’e
baglanir ve PI3K, MAP Kinaz gibi sinyal yolaklar1 aktive olabilmektedir. Bu yolaklar
hiicrede gen ekspresyon diizenlenmesini, sagkalimi, hiicre gociinii, glikoliz gibi
metabolik olaylar1 kontrol etmektedir (71,72,73).

IR sinyal yolaginin kontrolii IRS1 degradasyonu ile de saglanabilmektedir. IRS-
1’in hiicresel yikimi, Cullin7 E3 ubikuitin ligaz ile ubikuitinlenmesi sonucunda
proteozomlarda gercgeklesir (74). IRS1 degradasyonu mevcut IR sinyal yolaginin
aktivasyonunu olumsuz yonde etkiler. Insiilin uyarimina ragmen sinyal yolaginin
inhibisyonu veya yavaglamasi neticesinde insiilin direnci de tetiklenebilmektedir.
Alternatif olarak IRS1’in O-glikozilasyonu ve sitokin baskilayici proteinleri (SOCS)
IR’ ne baglanmasini engeller (75).

IRS-1 yiiksek ekspersyonu birden fazla kanser tiirii ile iliskilendirilmistir.
Transgenik fare modellerinde IRS1’in glikoz metabolizmasinda 6nemli goérevler
tistlendigi bulunmustur (72). Bu arastirmalarin ¢ogu meme kanseri modellerinde
yapilmistir. Fare meme bezinde IRS-1’in yiksek ekspresyonu meme dokusunda
hiperplaziye neden olmus ve tiimdrigenez siirecini baslatmistir. IRS1 knock out
transgenik fare modelleri (PyV-MT) ile yapilan ¢alismalarda, meme Kkanseri
progresyonunun 6nemli oranda azaldigi gézlenmistir. Bu sonuglara gore IRS1 6nemli
bir terap6tik hedef olarak degerlendirilmektedir (72,73).

2.4.3. Insiilin Reseptor Substrat-2 (IRS-2)

Insiilin reseptor substrat 2 (IRS-2) IRS1 gibi IR sinyalinde gorevli adaptor
proteindir. IRS-2 geni, 1338 aminoasitten meydana gelen 137,3 kDa biiyiikliigiinde bir
proteini kodlar (Sekil 2.9). IRS2, ilk defa IRS1-/- farelerde insilin blylme faktori
(IGF) stimiilasyonu sonucunda IGFR yolagini aktive eden alternatif adaptdr protein
olarak tanimlanmigtir. IRS2, mitojenik ve anti-apoptotik sinyal yolaklarini aktive
edebilmektedir. Son yillarda, IRS2’nin hiicre proliferasyonu, klonojenisite, metabolizma

ve sagkalim iizerindeki etkileri aci8a ¢ikarilmistir (76,77,78).

NH2 C(PH <<I PTB @@(\ () cooH

1338
144 194 298 591 796

Sekil 2.9. Insiilin reseptdr substrat-2 (IRS-2) protein yapist (192).

IRS2, IRS1 ile ylksek homoloji gosterir ve yapisinda benzer sekilde bir PH

domaini ve bir PTB domaini mevcuttur. PH domaini, hiicre zarindaki fosfolipidlere
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baglanmasini saglar. PTB domaini ise, reseptor aktivasyonuna yol agan fosfo-tirozin
aminoasitlerinin oldugu motiflere baglanmay1 saglar. Farkli olarak, yapisinda bir kinaz
diizenleyici baglama bolgesine (KRLB) sahiptir (Sekil 2.9) (79,80,81).

Xenograft modellerde IRS1’in baskilandigi durumlarda meme kanserinde hiicre
invazyonu ve metastazinin azalmadigi gosterilmistir. Ayni zamanda IRS2’nin eksprese
edilmedigi sadece IRS1 ekspresyonu gosteren hiicrelerde ise IRS1 baskilanmasi hiicre
invazyonunun azalmasina neden olmustur. Bu durum IRS2’nin de hiicre gég¢linde ve
invazyonunda Onemli rolii oldugunu kanitlamaktadir. Ayrica IRS2 GLUTI1
ekspresyonunu tetikleyerek aerobik glikoliz metabolizmasina katki sagladigi ve
tiimorigenezi destekledigi saptanmistir (82,83).

IRS1 ve IRS2 ekspresyonu baskilandiginda metastatik sekonder odaklarda diistis
oldugu goézlenmistir. Metastatik yolaklarin aktivasyonunda TWISTI1 transkripsiyon
faktoriiniin 6nemli rolii oldugu giiniimiizde bilinmektedir. Yapilan arastirmalar TWIST1
ve IRS-1/-2’nin metastaz gelisiminde korele galistiklarini gostermektedir (84).

2.5. insan TWIST1 Yapisi ve Hiicresel Fonksiyonlar
2.5.1 TWIST1 Geni

TWIST1 geni, bazik helix-loop-helix (bHLH) yapisinda olan bir transkripsiyon
faktoriinii kodlar. TWIST1 transkripsiyon faktorii, erken gelisim donemlerinde protein
olusumunu saglayan 6nemli bir faktordiir. Drosophila melanogaster’de mezodermin
gelisimi icin gerekli olan bir gen olarak tanimlanmustir (85, 86).

Insan TWIST1 geni 7p21°de lokalize (Sekil.11), 2188 baz uzunlugunda iki
ekzondan (960 bg ve 647 bg) ve bir introndan (539 b¢) meydana gelmistir (Sekil 2.10)
(87).

N M NM N MM M 4 AN A NN A NAH A M M ME N NmM

- N NN - - . | ™M mM™m . .

N O HH NN W RN A | N o T L AN~ Y- Y- -

2 EAEEdd 22 22 2 282 8 8% @ %% aa % T B B
[+9 ¢ (
e v [l

Sekil 2.10. TWIST1 geninin kromozomal lokalizasyonu (87).

TWISTL, iki ekzonik bolgeden sadece birinci ekzon bélgesi kodlama bélgesidir
(88). Bu bolge 609 b¢ uzunlugunda bir mRNA dizisini ifade eder. Baglangi¢c metiyonin
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kodu +315, sonlanma kodu ise +922 bdélgesindedir. bHLH domain yapisi ise +636 ve
+795 bazlar arasindaki gen bolgesinden kodlanir (Sekil 2.11) (89).

—— lmfm

@ Ekzon
CITIINTTIN T T ~
= Kodlanan bdige E RERRENESS % 333 r‘:'Yzi iz 3% *..;!:

e ar 2
S B3 %8 B%

Homo sapiens TWIST1 geni (2188 bg)

[=estapi] oty 0 ===

539 bp

TATAA (-110) ATG TAG
TATAA(-32)

bHLH +965 +1500 3

+] +31% +636 +795 +922

AATAA  AATAA
(+1565)  (+1915)

Exon | Exon 2

Sekil 2.11. insan TWIST1 gen yapist1 (88,89).

Intron

TWIST1 gen ekspresyon kontroliinii saglayan promotor dizisinde TATAA (-32)
ve TATAA (-110) dizileri bulunmaktadir. MRNA dizisinde 5 UTR dizisi, +1 ile +315
bazlarin1 kapsayan bolgedir ve mRNA’nin sitoplazmaya gecisi ve ribozomlarda dogru

translasyonunu saglar (Sekil 2.12).



17

CATTGGACTGGCTTTCCTTCCACCCAAGAGTCAACTTCTSCCTCTTTCGAGCACCTTCCGAGGSC
-800
TAGTCCTTTCCATGTTGGEGAGCCTOAGACTGSGTCGTTOTAGAGGGGAAAGGAGGGCCCAGAAL
-700
GGCGAGAGAGC, CCGGGACGCAAATCCTCAGCCCCOGOGGCGCGCCACGTCTTCAGAAACGLC

AGGACCT ”mecscmm;xﬁmm CANGGGTTCGTCTACCTGACCAT

-6“0
TGGGTGGCTCOGCGGTTCGACACTTTTCTTGGCATGCCOCCOCACCOOGOGCCACACCACCCCCCC
“an

AGCCCCAGCAATCCAAATCGGCCCCACGGACCTAGAGGGCTCTTCGGCGAGATGAGACATCACCC

ACTGTGTA TGTTGCCATTGCTGCTGTCACAGCCACTCCGGATGGGGCTCCCACOSTGSCC
-400
AGGACAGTCTOCTCCGACCGECTTCCTGGGCTGCGCTAGGSTTCGOGGGGCGCTGOCCGCALGLTCC

GGOGGGGAAGGAATCGCCCOGOGCCOGCCGGAGGAAGGCGACCGGGAGGGAAGGGGGAGGGLGE
-300
CTAGGAGGCOGGTCGAGGGECCGGCCECCCCGGCCAGGTCGTTTTIGAATGGTTTGGGAGGACGA
-200
ATTGTTAGACCCCGAGGAAGGGAGSTGGGACGGEGCGAGCEECACTCEGAMGCCSAAACTTTCCTA

TAAAACTTCGAAAAGTCCCTCCTCCTCACGTCAGSCCAATGACACTGCTGCCCCCAAACTTTCCS

-100 .
CCTGCACGGAGSTATAAGAGCCTCCAAGTCTGCAGCTCTCGCCCAACTCCCAGACACCTCGCGGS
1

CTCTGCAGCACCGSCACCSTTTCCAGGAGGCCTGEOGEGITGTEOGTCCAGCCGTTEGSECGCTTT

CTTTTTGGGACCTCGCGGCCATCCACACCETCCCCTCCCOCTCCOGCCTCCCTCCCCGCCTOCCC
«100
CGCGCGCCCTCCCCCOGGAGE TCCCTCCOGTOCGTCCTCCTGCTCTCTCCTCOGIGGGCCGCATC
+200

GCCCGGGCCGGOGCOGOGCCGEEEEEMGCTEGCGAGCTEAGGCGLCCCCGCTCTTCTCCTCTGLC

M M Q DV S s s PV
CCGGGCCCGUGAGGCCACGOETCSCCOCTCCAGAGATEATGCAGCACGTGTCCAGCTCSCCAGTC

«300
S P A DD S L S XN S EEEUPTUDURUOQOQ®PU®PSGC
TOGCCGGCCGACGACAGCCTGAGCAACAGCGAGGAAGAGCCAGACCGGCAGCAGCCGCOGAGCGG
«400

X R G G R KRRT S R RTAGGOGANGUPOGG
CAAGCGCGGGGGACGCAAGCOSGOCCACSAGCAGGCCCACGGCEGECEECGGICIGEEGLCCG6CG

Sekil 2.12. insan TWIST1 geninin promotor dizisi (89).

TWIST1 geninin literattrdeki sinonimleri soyledir; ACS3, b-HLH DNA binding
protein, CRS1, H-twist, SCS, Transcription factor TWIST (89).
2.5.2. TWIST1 Proteini

TWISTI bHLH yapisinda, 202 aminoasitten meydana gelen 20,9 kDa’luk bir
transkripsiyon faktortdir. Protein dizisinin  N-terminalinde iki adet nikleus
lokalizasyon sinyal bolgesi (NLS) icermektedir. Bu bolgelerin devaminda karakteristik
glisince zengin bolge mevcuttur. Bunun devaminda 53 aminoasit uzunlugundaki ve
DNA’ya baglanmayr saglayan bHLH domaini mevcuttur. C-terminal bdlgede ise
RUNX2’nin baglandigi Twist box bolgesi vardir (Sekil 2.13A).
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& TW'ST1 (22 aa)

Basicdoman  Helix1  Loop Helix2 Caspase domain

CBP binding region Gycine rch region Twist box

=
D

Sekil 2.13. Twist] protein yapist (A) ve bHLH motifi ile DNA’ya baglanmas1 (B) (90).

TWIST1, E-kutusu adi verilen ‘CANNTG’ motifine sahip DNA dizilerine
baglanarak ilgili genlerin transkripsiyonel aktivasyonunu diizenler(90). Bu fonksiyonel
baglanmanin meydana gelmesi igin TWIST1 proteinin homodimer veya heterodimer
yapida olmasi gerekmektedir (Sekil 2.13B) (91,92,93).

TWIST1 transkripsiyon faktori sitoplazmada fosforile edilerek aktive
edilmektedir. TWIST1 proteini, PKA, PKB, PKC, ERK, p38 ve JNK gibi kinazlarin
hedefidir ve Serd2, Ser68, Trel25 ve Serl27 aminoasitlerinden fosforile -edilir.
Fosforilasyon neticesinde TWIST1 homodimer veya heterodimer (Id proteinleri, MyoD,
E12/47) olusturarak hiicre ¢ekirdegine transloke olur ve hedef genlerde transkripsiyonel
regiilasyonu saglar. Bu regiilasyonda TWISTI1, histon asetilaz (HAT) veya histon
deastilaz enzimlerini (HDAC) kromatin yapiya ¢ekerek genlerin transkripsiyonel olarak

acilip kapanmasini diizenler (Sekil 2.14) (94-100).
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Sekil 2.14. TWIST1 transkripsiyon faktoriintn fosforilasyon ile aktivasyonu (100).

Hicrelerde TWISTL’in  yikilmast E3  ubiquitin  ligazlar tarafindan
ubiquitinlenerek S26 proteozomlar tarafindan yapilmaktadir. Small C-terminal Domain
Phosphatase 1 (SCP1) Ser68 fosforile TWIST1’i defosforile ederek degradasyonunu
hizlandirmaktadir (101).

TWIST2’in fonksiyonel 6zelliklerine bakildiginda ilk olarak embriyonik gelisim
esnasinda, morfogenezde, organogenezde, sefalik, maksiller ve ekstremite kemik, kas
ve diger dokularin meydana gelmesinde 6nemli rol oynadigi belirlenmistir. TWIST1
proteini ekstremitelerin erken gelisiminde ve ossifikasyonun regulasyonunda rol oynar.
Aragstirmacilar, TWIST1 proteininin, FGFR2 ve RUNX2 genleri de dahil olmak uzere,
kemik olusumunda Onemli rol oynayan birka¢ geni diizenledigini kanitlamislaridr.
Saethre-Chotzen sendromu tanisi konmus bireylerde TWIST1 geninde 80’den fazla
mutasyon tespit edilmistir. Bu mutasyonlarin bazilart nokta mutasyonu, digerleri
delesyon veya insersiyon mutasyonlart oldugu literatiirde belirtilmistir (102,103,104).

TWIST 1 aym zamanda noral tiipiin kapanmasmi ve kahverengi yag
metabolizmasini kontrol edebilir. Kodlanan protein kanser hiicresinin invazyonu ve
metastazin1  destekledigi  bilinmektedir. Bu gende meydana gelen mutasyonlar
hastalarda, kraniosinostoz, pitoz ve hipertelorizm ile ifade edilen Saethre-Chotzen
sendromuna sebep olur. TWIST1 fonksiyon kaybi, kafatasindaki, ylzdeki ve
ekstremitelerdeki hiicrelerin gelisimini ve olgunlasmasini olumsuz yonde etkiler.
Kraniyofasiyal dismorfiteler ile karakterize olan bu fenotipik durumda yine Saethre-
Chotzen sendromu olarak tanimlanmaktadir (105). TWIST1 ve RUNX2 proteinleri

hicrelerin ossifikasyonunda birbirine zit ¢alisan ve protein interaksiyonu ile birbirinin
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fonksiyonunu engellemek suretiyle diizenleyen yapilardir. TWIST1 geninde meydana
gelen mutasyonlar RUNX2 aktivitesini etkin bir sekilde kontrol etmesini engeller. Bu
durumda kafatas1 bolgesindeki hiicrelerde kemik olusumunun normal siirecini bozmakta
ve kraniyosinositoza yol agmaktadir (106).

Yetiskin insanlarda TWIST proteinlerinin asil gorevi, miyojenik, osteoblastik,
kondroblastik, odontoblastik ve miyelomonositik 6nciil hiicrelerde farklilasmamis
durumlarini (undiferansiye) korumaktir. TWIST1 proteininin, ayn1 zamanda,
uyaricl termogenezin (1s1 olarak enerjiyi dagitmaktan olusan bir siirecg) Kkilit bir
diizenleyicisi olarak gorev yaptig1 kahverengi yagda da ifade edildigi bulunmustur
(107).

Kisa bir siire dnce, TWIST proteinlerinin ek olarak lenfosit fonksiyonunda ve
olgunlagmasinda O6nemli rol oynadigi belirlenmistr. N. Bonnefoy-Berard yaptiklari
aragtirmada, TWISTI’in otoimmiin inflamatuar hastaliklarda B hiicre aktivasyonunun
kilit diizenleyicisi olarak gorev yaptigin1 kanitlamiglardir (108). TWIST1 ayrica, T
helper 1 (Thl/yardimc1) lenfositlerinde NF-xB yolagi ile aktive olur ve tekrarlanan T
hiicre reseptor (THR) baglanmasi ve aktivasyonu sonrasinda indiiklenir. Bu hiicrelerde
TWISTL, interferon gama (IFN-y), interlokin 2 (IL-2) ve timor nekroz faktor o (TNF-
a)’nin  sentezlenmesini  durdurur. Bdylece pro-inflamatuar etkilerini  Onler
(109,110,111). Aym1 zamanda, hem B hem de T lenfositlerinde, TWISTI, immiin
reglilasyon mekanizmalarinda erken yanitta islevseldir. Benzer sekilde, makrofajlarda
IFN ile uyarilan TWISTI1 ekspresyonunun TNF- o ekspresyonunu baskiladigi
bulunmustur (111,112).

2.5.3. TWISTL1 Fonksiyonu

TWIST1 transkripsiyon faktori dimerize olarak fonksiyon gorir. TWISTL,
E12/E47 gibi proteinlerle heterodimer yap1 meydana getirerek ¢ekirdege go¢ eder. Daha
sonra DNA’daki E kutusu dizilerine baglanarak Mi2/NuRD kompleksi ile etkilesime
gecer (113,114). Ayica, CREB baglayic1 protein (CBP) / p300 ve PCAF
transkripsiyonel komplekse dahil olur ve mRNA transkripsiyonu baslar (115). Bu
koaktivatorler birbiriyle etkilesim halindedir ve her birinde intrinsik histon
asetiltransferaz (HAT) fonksiyonu vardir. Ayni zamanda p300, DNA baglama
aktivitesini in vitro aktive edilmesine olanak saglar. TWIST pro-metastatik potansiyel,
EMT indiiksiyonu ile baglar. Bu siireg, polarite 6zelligi olan epitel hiicrelerinin

karakterlerini kaybederek mezenkimal 6zellik kazandigi bir siirectir (Sekil 2.15) (116).
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Sekil 2.15. TWIST1’in Transkripsiyonel Regiilasyondaki Rolii ve EMT siirecini baglatmasi (114).

TWISTL tranksripsiyon faktoriiniin, embriyonik gelisim sirasinda EMT’yi
destekleyerek, ¢oklu morfogenetik hiicre hareketlerinin gergeklesmesinde, gastrulasyon
sirasinda mezoderm olusumu, noéral krest delaminasyonu, damak flizyonu ve kalp
yastiklarmmin olusumu dahil olmak ftizere c¢oklu morfogenetik hiicre goclerinin
belirlenmesinde dnemli rolii vardir (117). Morfogenez siirecinde olduk¢a 6nemli olan
EMT, yetiskin dokularda epitel hiicrelerinin kollajen iiretimini artirarak mezenkimal
benzer-hiicrelere doniistiiriir ve bobrek, karaciger ve akciger fibrozu dahil olmak tizere
bircok patolojiye neden olabilmektedir (118).

Son zamanlarda EMT, tiimér gelisimi sirasinda kanser hicrelerinin invazyonunu
tetikleyen bir siire¢ oldugu anlasilmistir (119). TWIST1 genleri E-kaderin gibi epitelyal
proteinlerin ekspresyonunu azaltarak ve N-kaderin, Vimentin ve diz kas aktin (SMA)
gibi mezenkimal belirteclerin ekspresyonunu indikleyerek EMT’yi destekler. E-kaderin
baskilanmast EMT siirecinin baslatilmasinda olduk¢a 6nemlidir (120). E-Kaderin’in
transkripsiyonel baskilanmasinda TWIST1 dogrudan veya SNAIl ¢inko parmak
transkripsiyon faktorii indiiksiyonu yoluyla dolayli olarak EMT siirecine katki saglar
(119,121,122).

2.5.4. TWISTZ2’in Kanser Gelisimindeki Onemi

Onkogenler, normal hticresel fonksiyonlar igin gerekli olan protoonkogenlerin

mutasyona ugramasiyla yiiksek ekspresyon veya aktivasyon gosteren genlerdir.

Onkogenler tiimor olusumunda temel rol oynarlar. Onkogenlere zit ¢alisan ve timor
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olusumunu inhibe eden genler ise timor inhibitdr ya da siipresor genlerdir. Bunlari en
Onemlilerinden biri p53 genidir. Tumor supresor genler hucre prolifaresyonun
baskilanmasini ve apoptoz mekanizmalarinin baslatilmasini indiiklerler (123).

TWIST1 EMT yi tesvik ederek hiicre invazyonunu ve metastazini destekleyen
onemli bir onkogen olarak tanimlanmigtir. Yiiksek metastatik meme karsinoma
hiicrelerinde TWIST1 baskilanmasi neticesinde akcigere metastaz kabiliyetinin azaldig:
saptanmistir. Ayrica TWIST1 ektopik ekspresyonunun saglandigi durumlarda da E-
Kaderin ekspresyonunun baskilandigin1 ve mezenkimal belirteclerdeki (Vimentin, N-
Kaderin) artis ile beraber hiicre motilitesinde artisin oldugu belirlenmistir. Bu bulgular
TWISTL’in EMT’yi tetikleyerek metastazi destekledigini kanmitlamistir (124). Ayrica
TWIST1 kromozomal instabiliteyi destekleyerek tiimor progresyonuna katki sagladigi
ve dolayisiyla kanser gelisimini ve malignite kazanilmasini hizlandirdig1 kanitlanmistir
(125).

2.6. Kanser Hiicresinin Metabolizmasi

Kanser hiicresi ile normal hiicre arasindaki metabolik fark ilk defa 1920’li
yillarda Otto Warburg tarafindan ortaya konmustur. Bu etki Warburg etkisi olarak
tanimlanmistir. Bu fenomene gore, normal hiicreler yalnizca oksijensiz ortamda
glikolizis yolaklarin1 kullanarak laktat iiretirken, kanser hiicreleri oksijen varligina
glikoliz yolag1 ile laktat Uretmektedir (126). Bu durum aerobik glikoliz olarak
adlandirilmakta ve kanser hiicrelerinin biiylimesini olumlu yodnde etkilemektedir.
Oksijen varliginda bile hiicrelerde laktik asit iiretimi arttigindan tiimor dokusunda
asidoz meydana gelmektedir (127,128).

Hiicre i¢ine glikoz alim diizeyi dogrudan glikoz metabolizmasinin hizini
etkileyen faktorlerdendir. Hiicre membranindan glikoz geg¢isini saglayan temel transport
kanallar1 glikoz transporter (GLUT) ailesi transmembran tastyicilardir. GLUT’lar
insiilin bagimli veya insiilin bagimsiz olarak glikoz gecisine olanak saglar (127).

Glikoz alimi ve glikoliz olusumu ¢ogu kanser hiicrelerinde normal hiicrelere
oranla daha hizlidir. Genelde kanser hiicreleri hipoksi durumundadir yani; oksijen
destekleri smirlandirilmigtir. Kanser hticreleri ATP Uretimlerini anaerobik glikolizle
meydana getirirler. Kanser hiicreleri normal hiicrelere oranla daha fazla glukoz alirlar ve
hiicre yapilarinda daha az mitokondri vardir. Bu ters orantida oksidatif fosforilasyonla
ATP dUretirler (129)

Kanser hiicreleri karbon kaynagi olarak sadece glukozu kullanmazlar. Ancak

bazi arastirmalarda, farkli kanser tiirleri arasinda glukoz alim oranlarinin degismedigi
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belirlenmistir. Bu hiicreler glikoz disinda karbon kaynagi olarak glutamini de
kullanabilmektedir. Glutamin ise, trikarboksilik asit (TCA) dongiisiiniin bir bilesimine
denge olusturur. Glukoz benzeri olan 2-deoksiglukozda ayni glukoz gibi glukoz
tasiyicilartyla hiicreye alimir ve 2-deoksiglukoz-fosfata gevrilir. 2-deoksi glukoz fosfat
hiicreden digar1 transfer olamaz 2-deoksiglukoz, florin-18 ile konjugasyonla PET
yontemi kullanilarak hiicrenin alabildigi glukoz orani olgiilerek tiimoriin metabolik
aktivitesi goruntilenir (130).

2.7. Kanser Hiicrelerinde Glukoz Alim

Malign hiicrelerinin metabolizmasi, artan glukoz ihtiyaglarmma yonelik alim
yaptiklart bilinmektedir. Glikozun hiicre plazma zari boyunca transportu, glukoz
metabolizmasi igin birinci hiz siirlandirict adimdir ve bu adim kolaylastirict glikoz
tastyict (GLUT) proteinleri ile olugmaktadir. Malign hiicrelerinde artan glukozun
transferi, GLUT1 ve / veya GLUT3’{in asir1 ekspresyonu ile ifade edilen, glikoz tasiyici
proteinlerinin yilikselen ve deregiile edilen hali arasindaki iliski hakkinda bilgi verir.
Kiiltiirlenmis 6karyotik hiicrelerin onkojenik taginimi, GLUT1 promoteri saglamlastiran
yapisal elemanlar ile baglanmasiyla glukoz aliminin ve GLUT1 ekspresyonunun hizlica
yukselmesine sebep olur. Kanser hucrelerinde artan seviyelerde GLUT1 ekspresyonu,
zay1f sagkalim ile ifade edilir (131).

Glikoz metabolizmasini olusturan ve kontroliinii saglayan, gliikoz tasiyict
(GLUT) proteinleri plazma membrani etrafin1 sararak glukoz alimmi saglar. GLUT
proteinlerinin 14 {iyesi vardir. GLUT proteinlerinin her biri kanser hicrelerinde anormal
ekspresyonuna neden olur. GLUT ’lerin, fosfatidilinositol 3-kinaz (P13K) -Akt, hipoksi-
induklenebilir faktor-1 (HIF-1), Ras, c-Myc ve p53 yollart dahil olmak {izere, anahtar
proliferasyon ve pro-survival yollarla dizenlenir ve buna gére kanser hicrelerinde
glukoz metabolizmas1 olusur. GLUT ekspresyonunun kansere faydali oldugu
goriilmiistiir ve GLUTlerin prognostik veya prediktif belirleyici olarak ifade edilebilir
(132).

2.7.1. Glikoz Transporterlar

Glikoz hidrofilik 6zellikte olmasi nedeniyle hiicre membranindan gegemez.
Hiicre icine glikoz alimi membranda bulunan kanal proteinleri aracilifiyla
kolaylastirilmis difiizyon yoluyla saglanir. Hiicre zarinda iki ¢esit tasiyict kanal
proteinleri mevcuttur; bunlar, glukoz transporter proteinleri (facilitative glucose
transporter (GLUT)) ve sodyum-bagl kotransporter proteinlerdir (sodium-coupled

glucose co-transporter (SGLT)). Glikoz aliminda 6nemli olan GLUT ailesi 14 farkli
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transporter proteininden meydana gelmektedir. Bu aile sekans homolojilerine gore 3
smifa ayrilmistir. Siif I; GLUT1-4, sif II; GLUTS5, GLUT7, GLUT9 ve GLUT11,
siuf III; GLUT6, GLUTS, GLUT10, GLUT12 ve GLUT13’ten olusmaktadir. GLUT14
su ana kadar herhangi bir siifa dahil edilmemistir (Sekil 2.16) (133,134).

Sinif lve Sinif |l Glut’'larin protein yapilart  Sinif 1ll Glut protein yapilan
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Sekil 2.16. Siif I, 1T ve III GLUT ’larin protein yapilar1 (135).

Kanser gelisiminde ve metabolizmasinda GLUT’larin ekspresyon seviyeleri
normale gore yiksektir (Sekil 2.17). Ornegin, GLUT1 birgok tiimér dokusunda yiiksek
ekspresyon gosterirken, GLUT2 karaciger, meme, pankreas, kolon ve gastrik

karsinomalarda yiiksek ekspresyon gostermektedir (Tablo 2.2).
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Sekil 2.17. Normal ve kanser hiicrelerinde GLUT ekspresyon seviyelerinin karsilastiriimasi (132).

GLUT lar sadece glikoz tasinimini degil ayrica galaktoz, mannoz, glikozamin,
friktoz, ksiloz, DHA, Urik asit gibi karbon kaynaklarinin taginimimi da saglarlar. GLUT
ailesi proteinleri normalde farkli dokularda eksprese olabildiklerinden doku spesifik
ekspresyon gostermektedirler. Ayrica kanser tiiriine gore de farkli GLUT ekspresyonlari

gorilmektedir (Tablo 2.2 ve 2.3) (135).
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Tablo 2.2. GLUT ailesi proteinlerinin izoformlari, substratlar1 ve eksprese olduklar1 dokular (135).

Major izoform

Transporter (aa)/ molecular Substratlar Baslica ifade Merkezleri
Agirhik (kDa)
GLUTI (SLC2A1) 492/54 Glukoz(Km 3 mmol/L) Pekgok yerde

GLUT2 (SLC2A2)

GLUTS3 (SLC2A3)

GLUTA4 (SLC2A4)

GLUTS (SLC2A5)
GLUTS6 (SLC2A6)
GLUT7 (SLC2A7)

GLUTS (SLC2A8)

GLUTY (SLC2A9)

GLUT10(SLC2A10)

GLUT11(SLC2A11)

GLUT12(SLC2A12)

HM1T (SLC2A13)
GLUT14 SLC2A14)

Galaktoz(Km 17 mmol/L)
Mannoz (Km 20 mmol/L)
Glukozamin (Km 2.5 mmol/L)
DHA (Km 1.1 mmol/L)
524/55 Glukoz (Km 17 mmol/L) Bobrek, ince bagirsak karaciger,
Galaktoz (Km 92 mmol/L) pankreas
Mannoz (Km 125 mmol/L)
Glukosamin (Km 0.8 mmol/L)
Fruktoz (Km 76 mmol/L)

496/45 Glukoz (Km 1.4 mmol/L) Beyin, testis
Galaktoz (Km 8.5 mmol/L)
Mannoz
Ksiloz
DHA
509/55 Glukoz (Km 5 mmol/L) Kas, yag,kalp
DHA (Km 0.98 mmol/L)
Glukozamin (Km 3.9 mmol/L)
501/55 Fruktoz(Km 6 mmol/L) Bagirsak, bobrek, testis
507/46 Glukoz Dalak, beyin, l16kosit
524/53 Glukoz (Km 0.3 mmol/L) Ince bagirsak,kolon, testis, prostat
Fruktoz (Km 0.2 mmol/L)
477/51.5 Glukoz (Km 2 mmol/L) Testis, beyin, adrenal bez, karaciger,
dalak, yag, akciger
GLUT9a 511/66/  Glukoz (Km 0.61 mmol/L) karaciger, bobrek, plasenta, pankreas

GLUT9b 540/46 Fruktoz (Km 0.42 mmol/L)
Urat (Km 0.9 mmol/L)

541/57 2-deoxy-D-glucose (Km 0.3 mmol/L) Kalp, akciger, beyin, karaciger, kas,
Galaktoz pankreas, plasenta, bobrek

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

GLUTI 1-A Fruktoz (Km 0.16 mmol/L) GLUT11-B- plasenta, yag, bobrek

GLUT11-B GLUTII-C-kalp, kas, yag, pankreas

GLUTI 1-C

617/67 Glukoz Kas, kalp, yag, ince bagirsak, prostat,

plasenta
618/629/69 Myoinositol (Km 0.1 mmol/L) Beyin
497/520/N/A N/A Testis

Tablo 2.3. GLUT ailesi proteinlerinin gesitli kanser tlirlerindeki ekspresyonlar1 (135).

Transporter Doku Expresyonlari
GLUT1 Cesitli timorler
GLUT2 Karaciger, meme, pankreatik, kolon ve gastrik kanser
GLUT3 Akciger, beyin, meme, mesane,
girtlak, prostat, gastrik,bas ve boyun, ovarian and
oral skuamdz karsinom
GLUT4 Kolon, lenfoid,meme, tiroid, pankreatik ve gastrik kanser
GLUT5 meme, renal, kolon, karaciger, testikular ve lenfoid kanser
GLUT6 Meme , pankreatik ve endometrial kanser, uterin leiomyom
GLUT8 Endometrial ve lenfoid kanser, multip myelom
GLUT9 Karaciger, akciger, cilt, tiroid, bdbrek, adrenal, testis ve prostat kanseri
GLUT 10 Bilinmiyor
GLUT 11 Multip myelom, prostat kanseri
GLUT12 Meme, prostat, akciger 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 (GLUTL1), 1p34.2°de lokalize olan Solute carrier family 1
(facilitated glucose transporter), member 1 (SLC2A1) geni (OMIM# 138140) tarafindan
kodlanmistir. Cesitli hiicre tiirlerinde 45-55 kDa arasinda degisen izoformlar1 vardir.
Literatirde en ¢ok ¢alisilan GLUT ailesidir (136). GLUT1 hemen hemen tim dokularda
eksprese olur. Glikoz alimini saglayan temel transporterlardan biridir. Erigkin
eritrositlerde ve ayn1 zamanda kan-beyin bariyeri gibi dokularinin endotel hiicrelerinde
en yiksek seviyelerde ifade edilir (137).
2.7.1.2. Glikoz Transporter-2 (GLUT?2)

Glikoz transporter 2 (GLUT2), 3g26.2 ‘de lokalize olan Solute carrier family 2
(faciltated glucose transporter), member 2 (SLC2A2) geni (OMIM# 138160) tarafindan
kodlanmistir. GLUT2 geni, 57 kDa agirhiginda bir proteini ifade eder. Kandan
karacigere glikozun taginmasi agisindan Onemlidir. Ayrica bobrekte glukozun geri
emilimini saglar. Glikoz tasinmasi yanisira fruktoz taginmasini da gergeklestirebilir. Bu
transport islemi insiilinden bagimsiz olarak gerceklestirilmektedir (138,139). SLC2A2
genindeki defektler, Fanconi-Bickel sendromu olarak adlandirilan glikojen depo
hastaligina neden olmaktadir (140).

Diyabetik gebelik durumlarinda, embriyonal gelisim bozukluklari sonucu beyin,
omurga ve kalp disfonksiyonlari, GLUT2 ile iliskilendirilmistir. GLUT2 daha ¢ok
diyabetik hastalarda gorev aldigindan “ diyabetik glukoz tasiyic1” veya “ stres
hiperglisemi glikoz tasiyicisi” 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)
tarafindan kodlanmistir. GLUT3, 48-50 kDa biiyiikliiglinde bir proteini kodlar.
GLUT3tin farkli dokularda eksprese olmasmna ragmen, en fazla noronlarda
ifadelenmektedir. GLUT3, aksonlarda, dendritlerde ve hiicre gdvdesinin belli
kisimlarinda lokalizedir (142,143).

Astrosit-noron laktat mekigi (ANLS) hipotezine gore astrositler ndronlar igin
gerekli olan laktat1 lireterek ndronal enerjiyi saglamaktadir. Bu hipotezde, astrositlerde
glikoz transportu agisindan 6ncii rolii GLUT]1 istlenmektedir. Ancak ndron hiicrelerinde

GLUT3 seviyesi daha yiiksektir. GLUT3 artigt merkezi sinir sisteminde glikoz kullanimini
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artirdigr  belirlenmistir (144). Glioma ve astrositomada GLUT3 ekspresyon seviyesi
GLUTZY’e gore daha yiikselmektedir. Ayrica mesane, larinks, prostat, gastrik, over, oral, bag
ve boyun kanserlerinde yuksek ekspresyon gostermektedir (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) tarafindan
kodlanmistir. GLUT4, yag dokusunda ve ¢izgili kas hiicrelerinde insiilinin bagimli
glikoz tastyicisidir. GLUT4 tasiyicist ilk defa 1988° de David James tarafindan
bulunmustur (150). Insan GLUT4 proteini 257-271 amino asitten meydana gelmis 58
kDa’luk bir proteindir (151). GLUT4’iin ilk sekansindaki amino asit diizenlemesi,
glikozun plazma membrani boyunca transferini saglar. N-terminalinde fenilalanine
eklenen iki 16sin aminoasidi ve asidik motiflerin, endositoz ve ekzositoz kinetiginde
gorev almaktadir (152,153). Insan, sigir, sican ve fare organizmalarindaki aminoasit
dizisi %91-96 oraninda homoloji gostermektedir. Kolon, meme, tiroid, pankreas ve
gastrik karsinomalarda ekspresyonu artmaktadir (154).
2.7.1.5. Glikoz Transporter-5(GLUT5)

Glikoz transporter 5 (GLUTS5), 1p36.2°de lokalize olan Solute carrier family 2
(faciltated glucose transporter), member 5 (SLC2AS5) geni (OMIM# 138230) tarafindan
kodlanmigtir. GLUTS, 58.4 kDa’luk bir proteindir ve ince bagirsakta enterositlerin
apikal bolgerinde lokalize GLUT2 gibi fruktoz tasiyicidir. GLUTS, fruktozun bagirsak
liimenindeki yogunluguyla birlikte diflizyonu kolaylastirarak bagirsak liimeninden
enterosit’e tasmmasimi saglar (155). Beyinde mikroglial hiicrelerde ve kan-beyin
bariyerinde yiiksek, bobrek, iskelet kasi ve adipositlerde ise cok diisiik ekspresyon
gosterir. Meme, kolon, karaciger, testis kanserlerinde ve lenfomalarda ekspresyonu
artmustir (156-159).
2.7.1.6. Glikoz Transporter-6 (GLUT-6)

Glikoz transporter 6 (GLUT®6), 9p34.2°de lokalize olan Solute carrier family 2
(faciltated glucose transporter), member 6 (SLC2A6) geni (OMIM# 606813) tarafindan
kodlanmigtir. GLUT6, 507aminoasitten olusan yaklasik 48kDa’luk bir proteindir.
Dalak, beyin ve periferal 16kositlerde yogun olarak ekprese edilmektedir (160). Kanser
ile iligkisi ¢ok iyi ortaya konmamasina ragmen meme, pankreas, uterus ve endometriyal

kanser doku 6rneklerindeki artis1 immiinhistokimyasal olarak gdsterilmistir (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) tarafindan
kodlanmistir. GLUT7, insan SLC2A7geni ile kodlan siif II glikoz transport proteinidir.
GLUTS ile % 53 sekans ozdesligi vardir(163). GLUT7 glikoz igin yiksek afinitesi
vardir. Fruktoz iginde afinitesi vardir. Esas olarak kii¢iik apikal membranda ifade edilir.
Bagirsak ve kolon epitel hiicreleri tespit edilmistir. Diisiik mRNA seviyelerinde de testis
ve prostat epitelyal hiicrelerinde tespit edilmistir. Glikoz i¢in yiiksek afinitesi olmasina
ragmen, GLUT7’nin kanserde ifadesi yoktur (154,164).
2.7.1.8. Glikoz Transporter-8 (GLUT®8)

Glikoz transporter 8 (GLUTS8), 9933.3’de lokalize olan Solute carrier family 2
(faciltated glucose transporter), member 8 (SLC2A8) geni (OMIM# 605245) tarafindan
kodlanmistir. GLUTS, 477 aminoasitten olusan yaklasik 50,819 kDa’luk bir proteindir
(165,166).

GLUT-8 tastyicist genel olarak Xenopus oositlerinin veya memeli hiicrelerinin
tabanindan eksprese edilir. GLUT8’in glikoza yiiksek duyarliligi vardir. mRNA, testiste
ve serebellum, adrenal bez, karaciger, kahverengi adipoz doku ve akcigerde goriiliir.
Glut-8, testislerde evre 1°de degisen spermatositlerde eksprese edilir. Ayni zamanda
farelerin ve insanlarin spermatozoalarinda var oldugu tespit edilmistir. Beyinde,
GLUTS8, amigdalada ve primer olfaktdr korteks bdlgesinde, hipotalamik nukleus ve
traktus solitariusun ¢ekirdeginde yer alir. Yiiksek konsantrasyondaki GLUTS diizeyleri,
sinaptik keseciklere ve posterior hipofizde vazopressin olanlarda sekretuar graniillere
lokalize  oldugu  yapilan  c¢alismalarda  gozlenmistir.  GLUT8’in  glikoz
metabolizmasindaki yerini saptayabilmek icin blastosislere bakilir. Oligoniikleotitlerin
sinirlandirilmasi apoptozun artmasina olanak saglar. GLUT6, GLUTS ‘le yaklasik % 45
homoloji ile en yakindan iligkilidir(166-168).
2.7.1.9. Glikoz Transporter-9 (GLUTY9)

Glikoz transporter 9 (GLUT9), 4p16.1°de lokalize olan Solute carrier family 2
(faciltated glucose transporter), member 9 (SLC2A9) geni (OMIM# 606142) tarafindan
kodlanmistir. GLUT9, 512 aminoasitten olusan yaklasik 58,702 Da’luk bir proteindir
(169).

GLUT9, farkli amino-terminal sitoplazmik uzantilar1 kodlayan, hem fruktoz hem

de glikoz tastyici olarak bilinir. insanlarda ve farelerde GLUT9b yalnizca karaciger ve
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bobreklerde eksprese oluyorken, Glut9a karaciger, bobrek, bagirsak, l6kositler gibi ¢ogu
dokuda yer almaktadir (170,171).
2.7.1.10. Glikoz Transporter-10 (GLUT10)

Glikoz transporter 10 (GLUT10), 20g13.12’de lokalize olan Solute carrier
family 2 (faciltated glucose transporter), member 10 (SLC2A10) geni (OMIM# 606145)
tarafindan kodlanmistir. GLUT10, 477 aminoasitten olusan yaklasik 56,911 Da’luk bir
proteindir (172).

Geni kromozom lokalizasyonunun tip-2 diyabet ile iliskili bir lokustadir. Insan
kalp, akciger, beyin, karaciger, iskelet kasi, pankreas, plasenta ve bobreklerde
ekspresyonu tespit edilmistir (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 (SLC2A11l) geni (OMIM# 610367)
tarafindan kodlanmistir. GLUT11 yaklasik 53,703 Da’lik proteindir bir proteindir (174).
Sasaki ve dig (2001), la, 1b ve lc eksonlari dahil olmak iizere SLC2A11 geninde
toplam 14 ekson belirlemistir (175).

Fruktoz tastyict GLUTS ‘e yaklasik % 42 ile en yiiksek benzerligi sergileyen bir
glikoz transporterdir. Burada, SLC2A11 geninin N-terminallerinde ekzon 1A, ekzon 1B
ve ekzon 1C seklinde ii¢ ayr1 ekzon vardir. Amino asit dizisinde farkli olan ii¢c GLUT11
varyantinin (GLUT11-A, GLUT11-B ve GLUT11-C) mRNA’larin1 olusturdugunu
tespit edilmistir. Ekson 1A, ekzon 1B ve ekzon 1C’nin {i¢ ayr1 5’-ucu bdlgesinin tim,
COS-7 hiicrelerinde lusiferaz flizyon yapilari olarak eksprese edildiginde promotor
aktivitesi sergilemistir. GLUT11-A’nin bobreklerde ve kalpte, GLUT11-B’de iskelet
kas1 ve bobrek eksprese oldugunu gosterilmistir. GLUT11-C adipoz doku, plasenta ve
yag dokusu, kalp, iskelet kasi ve pankreas tespit edilmistir. Fareler ve sicanlar
SLC2A11 geninden yoksundur. Xenopus oositlerinde eksprese edildiginde, her {ig
GLUTI11 izoformu glukoz ve fruktozu nakleder ancak galaktozu tasimamaktadir. COS-
7 hiicrelerinde ifade edilen ii¢ izoformun subseliiler dagiliminda belirgin bir fark yoktur
(83,175,176).
2.7.1.12. Glikoz Transporter-12 (GLUT12)

Glikoz transporter 12(GLUT12), 6g23.2°de lokalize olan Solute carrier family
12 (faciltated glucose transporter), member 12 (SLC2A12) geni (OMIM# 610372)
tarafindan kodlanmistir. GLUT12, 617 aminoasitten olusan yaklasik 67 daltonluk bir
proteindir (177).
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Kalpteki fizyolojik rolii aydinlatilamamistir ve insiilin ile uyarilmis
miyokardiyal GLUTI2 translokasyonunun diizenlenmesi bilinmemektedir. Ayrica,
GLUT12’nin rolii diyabetik miyokard da arastirllmamistir. Bu nedenle, GLUT4’te
oldugu gibi, insiilinin, diyabet sirasinda bozulmus olan miyokardiyal hiicre yiizeyine
GLUTI12 translokasyonunu diizenledigini diisiiniilmektedir. MCF-7 gogiis kanseri
hiicrelerinde tanimlanmasini takiben, memede benign dokudan daha yiksek karsinomda
GLUTI12 ekspresyonu gosterilmistir.Benzer sekilde, GLUTI12 prostat kanserinde
mRNA ve proteinde tespit edilmis olup saglikli prostat dokusunda yoktur (178-182).
2.7.1.13. Glikoz Transporter-13 (GLUT13)

Glikoz transporter 13 (GLUT13), 12912°de lokalize olan Solute carrier family 2
(faciltated glucose transporter), member 13 (SLC2A13) geni (OMIM# 611036)
tarafindan kodlanmistir. GLUT13, 629 aminoasitten olusan yaklasik 75-90kD’lik bir
proteindir (183).

Glutl3 veya proton miyo-inositol tasiyict (HMIT ) ,H + / miyo-oksitositol ko-
transporteridir. Bazi1 izoformlar tarafindan tasman substrati heniiz tanimlanmamustir.
Glial hiicrelerde ve bazi ndronlarda yiiksek oranda eksprese edilir. Glut-13 tasima
aktivitesi miyo-inositol igin 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)
tarafindan kodlanmistir. GLUT14, 477 aminoasitten olusan yaklasik 50,819 kDa’luk bir
proteindir.

GLUT14, geni SLC2A14 ile kodlanmistir ve SLC2A3 geni ile % 95 sekanslari
benzesmektedir, bu sebeple genlerin dublikasyonu ile kodlandigini ifade eden bir
protein grubu oldugu bildirilmistir. Ozellikle testislerde gozlenmektedir. Membran
tabaninda glukozun hiicreye transferini gergeklestiren GLUT tasiyicilaridir. Tasiyicilar,
ekprese edildikleri bolgeler ve gorevlerine gore farkli sayilarda siiflandirilmistir (134).

Bu tasiyicilar olmadan hiicreye glukoz aktarimi saglanamaz. Kanserli
organizmalarda glukozun tasiyict hiicrelerle igeri alinmasini saglayan bekgi hiicreleri
gibi fonksiyon godren gen TWIST genidir. TWIST geni hem tasinimda hem de
ekpresyonda hiicreye destek saglar (156).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Hiicre Kulturi

Calismamiz HEK293T bobrek hiicreleri hattinda gerceklestirilmistir. HEK293T
hicrelerinin kalturd, %10 FBS (Lonza), 1X Penisilin-Streptomisin (Merck) iceren
DMEM (Gibco) besiyerinde yapilmistir. HEK293T hiicreleri saklandiklari -80°C’deki
dondurucudan alinarak 37°C’de hizlica ¢6zdiiriilmiistiir. Hiicreler 5 mL besiyeri iceren
15mL’lik falkon tup icerisine konularak 2000 rpm’de 5 dk. santrifiij edilmis,
siipernatant atilarak pellet besiyeri igerisinde homojenize edilerek T25 flasklara
ekilmigtir. HEK293T hiicreleri 37°C’de, %5 CO: iceren inklbatorde (Schimadzu)
kiltire edilmistir. T25 flasklarda ¢ogaltilan hiicreler gen transfeksiyonu ve glikoz alim
deneylerini uygulamak {izere 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina alinmistir. Hiicre
kiiltiirii takibi inverted mikroskop (Nikon) yardimryla gerceklestirilmistir.
3.2. Escherichia coli DH5a Susuna Plasmid Vektor Transformasyonu

Elimizde mevcut bulunan pcDNA3.1 bos ekspresyon vektoriinii ve bu vektore
klonlanmig Twistl geni iceren Tw+/pcDNA3.1 vektoriinii ¢gogaltmak i¢in E.coli DH5a
susunu kullandik. Gen transformasyonu ig¢in mevcut bulunan ilgili bakterilerin
kompetan formlarini kullandik. Bunun igin -80°C’de saklanan kompetan bakterileri 30
dk. buzda ¢ozdirdukten sonra 75 ul bakteri sispansiyonu igerisine 1 pg plazmid vektor
ilave edilmis ve 1 dk. 42°C’de bekletilerek tekrar buza alimmistir. Bu sicaklik
soklamasinin ardindan bakteriler Luria-Bertani (LB) Broth besiyeri (Oxoid) icerisinde
kiltiire edilmistir.
3.3. Transforme Edilen Bakterilerin Kilttirasyonu

Is1 soklamasi ile pcDNA3.1 ve Tw+/pcDNA3.1 plazmid vektorleri ile
transforme edilen DH5a bakterileri dncelikle 1 saat boyunca 1 mL LB Broth besiyeri
icerisinde 37°C’de 150 rpm’de calkalamali inkiibatorde (Biobase) kiiltiire edilmistir.
Sure sonunda bakteriler 100 ug/mL Ampicillin iceren LB Broth besiyeri icerisinde s6z
konusu sartlarda gece boyunca ¢ogalmalar1 saglanmigtir.
3.4. Bakterilerden Plazmid Vektor izolasyonu

Gece boyu calkalamali inkiibatorde Ampisilinli ortamda kiltire edilen ve
cogalmis olan bakteriler 50 mL falkon tiiplere alinarak 4500 rpm’de 10 dk. santrifyj
edilmistir. Siipernatant atilarak pellet vorteks yardimiyla homojenize edilmistir.
Cogalttigimiz bakterilerden plazmid vektor izolasyonunu ticari olarak temin ettigimiz

Plasmid Midi Kit (Qiagen cat. 12143) yardimiyla gergeklestirdik. Izole edilen plazmid
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vektorlerin safligi ve miktar1 NanoDrop (Thermo) cihazi ile belirlendi ve ayrica %l
agaroz jeldeki goriintiileri alind1.
3.5. HEK?293T Hucrelerine Plazmid Vektorlerin Transfeksiyonu

izole edilen pcDNA3.1 ve Tw+/pcDNA3.1 vektorlerini HEK 293T hiicrelerine
Neon Transfection System (Invitrogen) yardimiyla transforme ettik. Transformasyon
deneyi icin Onceden HEK293T hcrelerini %70 konfluent olana kadar kulture ettik.
Deney c¢alismasinda plazmid vektorlerin her birinden 1 pg olacak sekilde ve her
plazmid vektor icin 1x10° hiicre kullanilmistir. Elektroporasyon sartlari; 1,245 pulse
voltage (v), 10 pulse width (ms), 3 pulse number olacak sekilde cihazda ayarlanmistir.
Elektroporasyon uygulamasinin akabinde hiicreler 300.000 hicre/kuyucuk olacak
sekilde 6-kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekilmis ve kiiltiire edilmistir.
3.6. Total RNA ve cDNA Kiutuphanesinin Elde Edilmesi

Kontrol olarak pcDNA3.1 bos vektor ve Twistl ekspresyonu igin
Tw+/pcDNA3.1 vektorlerini transfekte ettigimiz  HEK293T hicrelerinin - kilturi
transfeksiyondan 72 saat sonra sonlandirdik. Twistl ekspresyonunu ve buna bagh
olarak hucrelerde GLUT-1,-2,-3,-4,-5,-12, HK-2, PKM-2, LDH-a, G6PD, PFKM, InsR,
Irs-1,-2 ve kontrol olarak p-aktin genlerinin mMRNA dizeyinde ekspresyonlarini
incelemek i¢in Oncelikle kiiltiire ettigimiz hiicrelerde total RNA izolasyonunu
gerceklestirdik. Ardindan cDNA’larin  Kkitlphanesini  elde ettik ve miktarlarin
NanoDrop (Thermo) cihazi yardimiyla belirledik.
3.6.1. Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu igin ticari RNeasy Mini kit (Qiagen) kullanilmis ve
uygulama kit protokoliine gore yapilmistir. Burada kisaca, besiyeri uzaklastirilmis
hiicreler tizerine 10ul B-merkaptoetanol iceren 1 ml RLT Buffer ilave edilmistir.
Uzerine %70’lik 350pl etanol ilave edilmistir. Hazirlanan érnegin tamami (700uL)
pipetle alinmigtir. RNeasy 2ml’lik ¢evirme kolonuna alinmistir. Kolonun agzi
kapatilarak 15saniye 8000g’de santrifiij edilmistir. Cevirme kolonundaki o6rnegin
Uzerine 700ul RW1 buffer ilave edilmistir. Bu ilaveden sonra 15saniye 8000 g de
santrifiij edilmistir. Uzerine 500ul RPE tampon ilave edilerek hala kalmis tuz varsa
temizlenmistir. 15 saniye 8000 g de santrifiij edilmistir. Bu islem {i¢ defa tekrar
edilmistir. Tabanda ki tlip atiip en iist devirde santrifiij bir dakika yapilarak
kurutulmustur. Daha sonra gevirme kolonu 1, 5 ml ependorfa almmustir. Uzerine 30-
50ul RNase free water eklenmistir. Bu deneyde 50ul RNase free water kullanilmistir.

Agzim1 kapatip bir dakika 8000 g de santrifiij edilmistir. Bu islem buz U(zerinde
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gerceklestirilmistir. Hazirladigimiz RNA’larinin miktar ve safligin1 hesaplamak icin
Nanodrop (Thermo) cihazinda 260-280 nm 6l¢iimleri yapilmistir.
3.6.2. cDNA Kutuphanesinin Elde Edilmesi

Elde ettigimiz total RNA’lardan cDNA eldesi icin ticari QuantiTect Reverse
Transcription Kiti (Qiagen) kullanilmigtir. Deney ¢alismasi kit protokoliine uygun bir
sekilde yapilmistir. Protokole gore ilk olarak kit i¢erigi buz lizerinde eritilmistir. gDNA
uzaklastirma reaksiyonu i¢in 0,2 ml ependorf tiip igerisine hazirladigimiz reaksiyon

asagida verilmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. gDNA uzaklastirma reaksiyon icerigi.

Kullanilan Uriin Miktar
gDNA wipeout buffer 7x 4ul
Template RNA 2ug
RNase free water 22ul
Total hacim 28l seklinde hazirlandi.

gDNA’y1 degrade etmek i¢in hazirlanan reaksiyon, thermal cycler cihazinda
42°C’de 10 dk. inkiibe edilerek gerceklestirilmistir. Bu reaksiyonun ardindan kit
protokoliine uygun sekilde ikinci bir reaksiyon ile cDNA eldesi gerceklestirilmistir.
Bunun ic¢in 0,2 ml’lik ikinci bir tiip igerisine asagidaki reaksiyonu hazirladik (Tablo

3.2).

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

Kullanilan Uriin Miktan
Reverse transkription master mix 2ul
Reverse RT buffer 5x” Sul
RT primer mix 2ul
Template RNA 28ul
Total Hacim 40ul oldu

Reaksiyon sartlari; 42°C’de 30 dk, 95°C’de 3 dk. ve 4°C’de « olacak sekildedir.
Elde edilen cDNA’larin saflik ve miktar diizeyleri NanoDrop (Thermo) cihazinda
belirlenmistir.

3.7. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
Kontrol pcDNA3.1 ve Tw+/pcDNA3.1 vektorleri ile transfekte edilmis

HEK293T hiicrelerinde tez projesi kapsaminda inceledigimiz genlerin ekspresyon
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duzeylerini semikantitatif reverse transkriptaz-polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR)
ile belirledik. Bunun i¢in elde ettigimiz cDNA kutuphanelerini kullanarak her 6rnek icin
PCR reaksiyonlarmi gergeklestirdik. PCR yonteminde kullandigimiz primerleri
Integrative DNA Technology (IDT) yazilim aracinmi kullanarak dizayn ettik. Her tiip icin
gerceklestirdigimiz PCR reaksiyonu asagidaki tabloda verilmistir (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. Polimeraz zincir reaksiyon igerigi.

10X BUFFER 2ul
MgC12 1,2 ul
dNTP 0,5 ul
Fw 1wl
Rw I ul
Taq Polimeraz 0,1 ul
H20 13,2 ul
cDNA 1 ul
Toplam 20 pl

Tez projesi kapsaminda arastirdigimiz genlerin RT-PCR reaksiyonlarinda
kullanilan primer dizileri asagida verilmistir:

Insan TWIST1

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

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

GLUTL (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)
GLUTS3 (SLC2A3)

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

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



GLUTS5 (SLC2A5)
Forward G5: 5-CCAGAGCAAGCATGGAGCAAC-3
Reverse G5: 5-AGGATGACCCAAAGGCAGCTA-3

GLUT4 (SLC2A4)
Forward G4: 5-CTTCATCATTGGCATGGGTTT-3
Reverse G4: 5-AGGACCGCAAATAGAAGGAAGA-3

GLUT12 (SLC2A12)
Forward: 5-CCTCCGCCTTAAGCTATGTATG-3
Reverse: 5-GTGCAAGTAGTGTCTTGGTAGG-3

HK?2 (hekzokinaz?2)
Forward HK2: 5-AAGGCTTCAAGGCATCTG-3
Reverse HK2: 5-CCACAGGTCATCATAGTTCC-3

PKM2 (Piruvat Kinaz M 2)
Forward PKM2: 5-CCACTTGCAATTATTTGAGGAA-3
Reverse PKM2:5-GTGAGCAGACCTGCCAGACT-3

LDH-a (Laktat Dehidrogenaz-o)
Forward LDHA: 5-TTGGTCCAGCGTAACGTGAAC-3
Reverse LDHA: 5-CCAGGATGTGTAGCCTTTGAG-3

InsR (insiilin Reseptorii)
Forward InsR: 5-GAGCTGTTCGAGCTGGATTAT-3
Reverse InsR: 5-TCACTCTGGTTGTGCTTCTG-3

IRS1 (insiilin Reseptor Substrat-1)
Forward Irsl: 5-CTTTCCACAGCTCACCTTCT-3
Reverse Irsl: 5-CCAGGTCCATCTTCATGTACTC-3

36

(21 mer)
(21 mer)

(21 mer)
(22 mer)

(22 mer)
(22 mer)

(18 mer)
(20 mer)

(22 mer)
(20 mer)

(21 mer)
(21 mer)

(21 mer)
(20 mer)

(20 mer)
(22 mer)
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IRS2 (Insiilin Reseptor 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)
B-Aktin

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

PCR Reaksiyonu Thermal Cycler (BioRad) cihazinda; 94°C’de 5 dk. 6n
denaturasyon; 94°C’de 30 sn., 53-58 °C’de 30 sn., 72°C’de 30 sn., 35 dongu; 72°C’de
10 dk. final uzama ve 4°C’de « olacak sekilde gergeklestirilmistir. Annealing sicakligi
primerlerin Tm derecelerine gore uyarlanmistir.

3.8. Agaroz Jel Elektroforezi
3.8.1. Agaroz Jel Hazirlanmasi

Total RNA ve cDNA eldesi ve RT-PCR sonuglarinin analizi i¢in agaroz jel
elektroforezi yontemi kullanilmistir. Bunun igin %1-2 agaroz iceren jeller kullanilmigtir.
Bu yontemde, gerekli olan agaroz miktar1 hassas terazide tartilarak 100 mL 1X Tris-
Borik asid-EDTA (TBE) tamponuna ilave edilmistir. Mikrodalga firin yardimiyla
agaroz tampon igerisinde eritilmis ve icerisine 4 pl Etidiyum Bromur (10mg/ml) ilave
edilmistir. S1vi haldeki jel agaroz jel tankinda donmak iizere dokiilmiis ve kuyucuklar
icin de uygun taraklar yerlestirilmistir.

3.8.2. Elektroforez

Hazirlanan agaroz jel 1X TBE’den olusan yiiriitme tamponu igeren tank
(Thermo) igerisine yerlestirildi. Ornekler, brom fenol mavisi iceren 2X yiikleme
tamponu yardimi ile kuyucuklara yiiklendi. Amplikonlarin biiytikliiklerinin tespiti igin
uygun marker orneklerle beraber ayri bir kuyucukta yiiklendi. Elektroforez 120 Volt’ta
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30 dk. stire ile gergeklestirildi. Siire sonunda agaroz jel UV transilliiminatdr cihazinda
(Shimadzu) géruntulendi.
3.9. HEK293T Hiicrelerinde ATP, ADP ve AMP Oranlarinin Belirlenmesi

Protein Konsantrasyonunun Belirlenmesi

293T hdcrelerinin  enerji  duzeylerini tespit etmek igin 0Once protein
konsantrasyonlarmi hesaplandi.Bunun igin protein konsantrasyonunu saptamak igin
Walker, 2002 bisinkoninik asit (BCA) yontemine (194) gore ¢alisan BCA Protein Assay
Kit (Pierce, Thermo Scientific) kullanildi. Protein Ornekleri saf su igerisinde 5:1
(agirlik:hacim) oraninda ¢oziindiirtildiikten sonra 96 kuyucuklu kaplara 3 tekrarli ve her bir
kuyucukta 25 pL olacak sekilde eklendi. Uzerine 200 pL, kit icerigindeki A reaktifi ile B
reaktifinin 50:1 oraninda karistirilmasiyla hazirlanan BCA belirteci eklenerek 37°C’de 30
dk bekletildi. Ardindan 562 nm’de kor 6rnege (saf su) karsi absorbans 6lglimii ELISA
okuyucuda (BMG LABTECH CLARIOstar) alindi. Standart grafigin olusturulmasinda ise
kit igerisindeki sigir serum albumini (“Bovine Serum Albumin”, BSA) standardi ve kor
Ornek olarak saf su kullamldi. Farkli konsantrasyonlarda (3-2000 mg/mL) hazirlanan
standart protein Orneklerinin konsantrasyon ve absorbans degerleri kullanilarak standart
grafik olusturuldu. Hiicre lizatlarinin protein konsantrasyonu bu grafik igin elde edilen

dogru denklemi yardimiyla hesaplandi.
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Sekil 3.9.1 Protein standart grafigi (Konsantrasyon Birim: mg/mL)
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Hiicrelerin ATP, ADP ve AMP Olgiimiine Hazirlanmasi

Hiicreler tripsinize edildi. PBS’le yikand1 ve 1 ml filtreden gecirilmis hiicre lizis
buffer ¢ozeltisi eklenerek -80°C’ye kaldirildi. Hiicrelerin enerji diizeylerini 6lgmeden 6nce
6n iglemler yapildi. -80°C’den ¢ikarilan hiicreler, 3 kere dondur-¢6z yapilarak parcalandi.
Parcalanan hiicreler 14000 rpm’de 30 dakika siireyle santriftij edildi. Siipernatani alinip
0,45 mikronluk filtreden gegirildi ve numuneler cihaza verilmeye uygun hale gelmis oldu.
Numuneler cihaza verilmeden once hiicrelerin protein miktar1 BCA yontemiyle analiz
edildi.

Hucrelerin Enerji Dizeylerinin Olgilmesi

Hiicrelerin enerji diizeyleri, Saragligil ve ark.’larinin ¢aligmasindaki (195) metod
kullanilarak o6lgiilmiistiir. Mobil faz, icinde 160 mM KH2PO4 ve 100 mM KCI igeren
soliisyonun pH’1 doygun KOH ile 6,5’a ayarlanarak, 0.45 pm’lik seliiloz asetat filtreden
stzlllp degaze edilerek hazirlandi. ATP, ADP ve AMP’den hem tek standartlar seklinde,
hem de mix standartlar seklinde farkli konsantrasyonlarda ¢ozeltiler distile suyla hazirlandi.
Hiicrelerin ATP, ADP ve AMP degerleri HPLC’de 6l¢iilmiis ve enerji hesab1t ATP, ADP ve
AMP’nin tek tek protein sonuglarina oranlanmasiyla bulunmustur.Bu hesaplamalar

yapilirken ayrim giiclinii hesaplamak i¢in;

as — [a=1)[ Kk |
R =y I‘ﬂl"l"| < |
® a ¥ T )\ vk
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Etkinlik Secic

formill kullanilmastir.

Ayrim giicii, kolonun pikleri ayirma kapasitesini ifade eder.

Etkin tabaka sayisina(N), secicilige(a) ve kapasite faktoriine baglidir(k)



40

Calisma Kosullar Sistem Parametreleri

HPLC Modeli Shimadzu DGU-20A3R

Dedektor UV dedektor

Mobil Faz 160uM  KH2PO4-100uM KCI2 iceren cozelti
PH=6,5

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

Dalga Boyu 254 nm

Akim Hizi 1 mi/dk

Numune Hacmi 50pL

Calisma Stiresi 15dk

Ayirim Ters Faz Iyon Degisimi

Tablo 3.4. Enerji Diizeyi Calismasinin HPLC Calisma Kosullari

HPLC cihazi ATP, ADP ve AMP analizi i¢in uygun calisma kosullarina
ayarlandi. Farkli Kkonsantrasyonlarda hazirlanan ATP, ADP ve AMP standartlar1 HPLC
sistemine verildikten sonra, piklerin ortaya ¢ikis zamani, uygun mobil faz bileseni ve uygun
akim hizi saptandi. Enerji Diizeyi Calismasiin HPLC Calisma Kosullar1i Degisen
konsantrasyonlarda hazirlanan ATP, ADP ve AMP standartlar dnce tek tek sisteme enjekte
edilerek retansiyon sureleri belirlendi. Daha sonra mix standartlar HPLC sistemine verilerek
piklerin ortaya ¢ikis zamani, uygun mobil faz bileseni ve uygun akim hiz1 saptandi. Standart
caligmalardan elde edilen pik alanlar1 esas alinarak, ATP, ADP ve AMP standart egrileri
cizildi. ATP, ADP ve AMP igin 10, 2,5, 1,25, 0,625, 0,312, 0,156 ve 0,078 mM
konsantrasyonlarinda hazirlanan standartlar HPLC sistemine verildikten sonra, piklerin
ortaya ¢ikis zamani, uygun mobil faz bileseni ve uygun akim hizi saptandi. Standart
caligmalardan elde edilen pik alanlar1 esas almarak, ATP, ADP ve AMP standart egrileri
cizildi. Elde edilen standart degerlere gore, numunelerden elde edilen pik alanlarindan ATP,
ADP ve AMP konsantrasyonlari hesaplandi. Onceden hazirlanan hiicreler de standartlarn

ardindan cihaza verildi ve standartlara gére numunelerin pik alanlart degerlendirildi.
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LDH Aktivitesinin Hesaplanmasi

LDH ol¢iimii i¢in hiicrelerin DMEM’leri alindi otoanalizérde (BECKMAN
COULTER AU5800) U/L biriminde 6l¢iimii yapildi.

LDH, NAD+’nin NADH’ye indirgenmesi ile es zamanl olarak laktatin piruvata
oksidasyonunu katalize eder. NADH artis1 340 nm’de Ol¢lilmiistiir ve numunedeki enzim

aktivitesi ile dogru orantilidir.

3.10. HEK293T Kiiltiir Siipernatantlarinda Metabolit Degerlerinin Olgiilmesi

Kontrol olarak bos pcDNA3.1 ve Tw+/pcDNA3.1 vektorleri transfekte edilmis
HEK293T hucrelerinin kiiltiir besiyeri siipernatantlari, transfeksiyonun 72. saatinde ayri
tiiplere alinmigtir. Alman numunelerin PH parametreleri hem kan gazi cihazinda (Techno
Medica Analyzer-603ie Blood Gas Analyzer) hem de PH metre cihazinda (ph 3110 SET 2
SenTix 41) olgtimleri yapild: ve her iki farkl cihazda yapilan 6l¢iim sonuglarmin uyumlu
oldugu goriildii. CO2 parametreside  kan gaz1 enjektdriine alinan DMEM’den Techno
Medica Analyzer-603ie Blood Gas Analyzer cihazinda 6lglimii yapildi. Bu cihazlardaki
verilere gore her hiicre grubu besiyeri siipernatantimin metabolit (Glikoz, Laktat ve

osmalarite) degerleri belirlenmistir.
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3.11. Glukoz Alimi Deneyi

pcDNA3.1 ve Tw+/pcDNA3.1 transfekte edilmis HEK293T hiicreleri 1x10°
hiicre/kuyucuk olacak sekilde 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarmma ekildi. Bu hiicrelerin
glikoz alim diizeylerini belirlemek i¢in Glucose Uptake Cell-Based Assay Kit (Cayman
cat. 600470) kullanildi. Twist]l geni ekspese eden ve etmeyen HEK293T hiicrelerinde
insiillin  bagimli ve inslilin bagimsiz glikoz alimini belirlemek i¢in  deney
protokolimiizde 100mM insilin iceren/icermeyen ve %10 FBS iceren/icermeyen hiicre
gruplarini olusturduk ve glikoz alim deneyimizi bu hiicre gruplarinda uyguladik.

Transfeksiyondan 72 saat sonra hicreler 1 saat boyunca glikozsuz besiyeri
icerisinde bekletildi. Siire sonunda glikoz analogu olan 2-NBDG final konsantrayonu
150 pg/ml olacak sekilde glikozsuz besiyerinde hazirlanarak hiicrelere verildi.
HEK293T hiicreleri 2-NBDG iceren ortamda 30 dk. kultlre edildi. Uygulama sonunda
kiiltiir kab1 400 g’de 5 dk. oda sicakliginda santrifiij edildi. Stipernatant aspire edilerek
atild1. Hiicreler {izerine kit iceriginde verilen 200 pl cell-based assay buffer ilave edildi.
Hicreler tekrar 400 g’de 5 dk. oda sicakliginda santrifiij edildi, siipernatant
uzaklastirildi. Kuyucuktaki hucreleri izerine 100 pl cell-based assay buffer ilave edildi.
Hiicreler floresan mikroskopta (Leica) goriintiilendi. Ayrica, buffer i¢indeki hiicreler
pipetaj ile yavasca kaldirilarak homojenize edildi ve 485/535 nm de akim sitometri
cthazinda (FACSAria II) okutularak glikoz alim diizeyleri belirlendi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Tez projesi kapsaminda Twistl transkripsiyon faktoriiniin glikoz alimi ve
glikolitik yolakta 6nemli olan baz1 genlerin ekspresyon diizeyindeki etkisini inceledik.
Bu baglamda hipotezimizi test etmek amaciyla Twistl genini ¢ok zayif eksprese eden
HEK293T hiicrelerini kullandik. Oncelikle bu hiicrelerde ektopik olarak Twist]l genini
yiiksek diizeyde eksprese ettirmek amaciyla Twistl geni klonlanmis pcDNA3.1
ekspresyon vektoriini (Tw+/pcDNA3.1) ve kontrol olarak Twistl geni igermeyen bos
vektori (pcDNA3.1) kullandik. HEK293T hiicrelerine transfeksiyon etkinligini test
etmek i¢in yesil floresan protein-green fluoresence protein (GFP) geni klonlanmis
pmaxGFP ekspresyon vektorini kullandik.

4.1. HEK293T Hiicrelerine Transfeksiyon Etkinliginin pmaxGFP plazmid vektorii ile
belirlenmesi

HEK293T hiicrelerine transfeksiyon sartlarini optimize etmek ve proje
kapsamindaki vektdrlerimizin transfeksiyonu agisindan bilgi verici olabilecek pmaxGFP
transfeksiyonunu gerceklestirdik. Transfeksiyon etkinligini floresan mikroskop

yardimuiyla hiicrelerin GFP ekspresyonunu belirleyerek gergeklestirdik (Sekil 4.1)

Kontrol pmaxGFP

Sekil 4.1. HEK293T hiicrelerine transfeksiyon etkinligini gosteren yesil floresan protein (green
fluorescence protein-GFP) geni iceren dkaryotik ekspresyon vektoriiniin (pmaxGFP) ifade diizeyi
(buylitme gici: 200x).
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4.2. pcDNA3.1 ve Tw+/pcDNA3.1 Ekpresyon Vektorlerinin E.coli DH5a Susundan
izolasyonu

Kontrol pcDNA3.1 ve Tw+/pcDNA3.1 vektorlerini ¢ogaltmak amaciyla
kompetan E.coli DH5a susuna transfer ettikten sonra gece boyu Ampisilin iceren LB
Broth besiyeri igerisinde c¢ogaltild1 ve ticari kit yardimiyla plazmid vektorleri izole
edildi. Tez deneylerinde kullandigimiz vektorlerin miktar ve saflik diizeylerini
belirledikten sonra intakt olup olmadiklarini gérmek i¢in % 1 agaroz jelde kontrol ettik
(Sekil 4.2)

Tw+/
M pcDNA3.1 pcDNA3.1

Sekil 4.2. Plazmid izolasyon kiti ile izole edilmis bos pcDNA3.1 ve Twistl cDNA dizisi klonlanmig
(Tw+/pcDNA3.1) plazmid vektorlerin %1°lik agaroz jel goriintisu.

4.3. Transfekte Edilmis HEK293T Hiicrelerinde Twistl Ekspresyonu

pcDNA3.1 ve Tw+/pcDNA3.1 vektorleri transfekte edilmis HEK293T
hiicrelerinde Twistl ekspresyonunu RT-PCR yontemi ile belirledik. internal kontrol
olarak B-aktin genini kullandik. Gergeklestirdigimiz transfeksiyon deneyinde HEK293T
hiicrelerinde yaklasik 35 kat Twistl ekspresyonunu artirdik (Sekil 4.3)
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Sekil 4.3. Kontrol olarak bog pcDNA3.1 vektorii klonlanmis (pcDNA3) ve Twistl yiiksek ekspresyonu
saglanmig (Twistl+) 293 T hiicrelerinde Twistl ve B-aktin gen ekspresyonlarinin %2’lik agaroz jel
gorlintiisii ve normalize edilmis goreceli mRNA diizeyleri (*, p degeri<0.05)

4.4. Twistl Eksprese Eden ve Etmeyen HEK293T Hiicrelerinde Baz1 Glikoz Transporter
(GLUT) Genlerinin Ekspresyon Duizeyleri
Ektopik yuksek Twistl ekspresyonu gosteren HEK293T hicrelerinde Glutl
ekspresyonu kontrole gore yaklasik 2 kat, Glut3 yaklasik 1,6 kat ve Glut12 ekspresyonu
ise yaklasik 2,5 kat artmaktadir. Twistl yliksek ekspresyonuna bagli olarak Glut4
ekspresyonunda herhangi bir degisiklik saptamadik. Ayrica yaptigimiz ¢alismaya gore,
HEK293T hcrelerinde Glut2 ve Glut5 ekspresyonlarini belirleyemedik (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. Kontrol olarak bog pcDNA3.1 vektorii klonlanmis (pcDNA3) ve Twistl yiiksek ekspresyonu
saglanmig (Twistl+) 293T hiicrelerinde glikoz transporter genleri olan Glutl, Glut2, Glut3, Glut4, Glut5
ve Glutl2 gen ekspresyonlarinin %2’lik agaroz jel goriintiisii ve normalize edilmis goreceli mRNA
dizeyleri (*, p degeri<0.05; ns, anlamh fark yok)

4.5. Twistl Eksprese Eden ve Etmeyen HEK293T Hucrelerinde Glikolitik Yolakta
Onemli Olan Baz1 Genlerin Ekspresyon Diizeyleri
Yiksek Twistl ekspresyonu gosteren HEK293T hiicrelerinde kontrol hiicrelere
oranla HK2 geninde yaklasik 4 kat, PFKM geninde yaklasik 1,3 kat, PKM2 geninde
yaklagik 1,4 kat, LDHa 1,9 kat ve G6PD geninde yaklasik 2,5 kat gen ekspresyon artisi
saptadik (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Kontrol olarak bog pcDNA3.1 vektorii klonlanmis (pcDNA3) ve Twistl yiiksek ekspresyonu
saglanmig (Twistl+) 293T hiicrelerinde glikolitik enzimler olan Hekzokinaz 2 (HK2), Fosfofruktokinaz
M (PFKM), Piruvat kinaz M2 (PKM2), Laktat dehidrogenaz o (LDH a) ve Glikoz-6-fosfat dehidrogenaz
(G6PD) gen ekspresyonlarinin %2 ’lik agaroz jel goriintiisii ve normalize edilmis géreceli mRNA
dizeyleri (*, p degeri<0.05)

4.6. Twistl Eksprese Eden ve Etmeyen HEK293T Hiicrelerinde Insiilin Reseptorii
ve Insiilin Reseptor Substrat 1 ve 2 Genlerin Ekspresyon Diizeyleri
Yiksek Twistl ekspresyonu gosteren ve gostermeyen kontrol HEK293T
hiicrelerinde Insilin reseptoriinde ve inslin reseptor aktivasyonunda 6nemli gorev alan
instllin reseptdr substrat 1 ve 2 genlerinin ekspresyon diizeylerini inceledik. Bu genlerin
ekspresyon seviyeleri instlin-bagimli glikoz aliminda anahtar rol oynamaktadir. Tez

kapsaminda bu genlerde anlamli herhangi bir degisiklik saptamadik (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Kontrol olarak bog pcDNA3.1 vektorii klonlanmis (pcDNA3) ve Twistl yiiksek ekspresyonu
saglanmus (Twistl+) 293T hiicrelerinde Insiilin sinyal yolaginda énemli olan Insiilin reseptorii (InsR),
Insiilin reseptor substrat 1 (Irs1) ve Insiilin reseptdr substrat 2 (Irs2) gen ekspresyonlarinin %2’lik agaroz
jel goriintiisii ve normalize edilmis géreceli mRNA diizeyleri (ns, anlaml fark yok)

4.7. Twistl Eksprese Eden ve Etmeyen HEK293T Hucrelerinde ATP, ADP ve
AMP Oranlarim Belirlenmesi

Protokole uygun olarak hiicre lizatlar1 hazirlanmistir. Olgiime gegilmeden &nce
HPLC(YUksek  Performansli ~ Sivi  Kromatografisi-Highperformance  liquid
chromatography) cihazi ATP-ADP-AMP calisma kosullarina ayarlanmigtir. Mobil faz
protokole gore hazirlanmistir. Cihaza enjekte edilen madde miktar1 genellikle 0,1--20pL
arasinda olup bu c¢alismada farkli enjektor ucu kullanilarak 50 pL olarak kullanilmistir.
Farkli konsantrasyonda hazirlanan ATP, ADP ve AMP standartlar1 HPLC sistemine
verildikten sonra piklerin ortaya ¢ikis zamani, uygun mobil faz bileseni ve uygun akim
hiz1 saptanmuistir.

Hicrelerin ATP, ADP ve AMP aktivitelerinin Twistl eksprese eden hcrelerin
kontrol hiicrelere gore daha yliksek oldugu goriilmiistiir. ATP harcanmasini gosteren
parametre AMP degerleridir. AMP degeri ne kadar yiiksek ise o kadar fosfat koparilarak
daha ¢ok enerji agiga ¢ikmis ve daha ¢ok enerji kullanilmis demektir. Bu calismadaki
sonucglara gore Twistl geninin enerji seviyelerini de glukoz alimima bagh olarak

etkiledigini sdyleyebiliriz.
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Tablo 4.1. Twistl Eksprese Eden ve Etmeyen HEK293T Hiicrelerinde ATP, ADP ve AMP Diizeylerinin
HPLC Sonuglari.

ATP Duzeyleri

Miktar Sonug
Twist (+) 50uL 46,81306
pcDNA / Twist(-) S0uL 13,5138
ADP Duzeyleri
Miktar Sonug
Twist (+) 50uL 41,46928
pcDNA / Twist(-) 50uL 25, 04474
AMP Duzeyleri
Miktar Sonug
Twist (+) 50uL 44,84836
pcDNA / Twist(-) 50uL 58,90456

4.8. Twistl Eksprese Eden ve Etmeyen HEK293T Hiicrelerinin Kiiltiir Siipernatantlarinda
Metabolit Duizeyleri

Plazmid vektorlerin transfeksiyonundan 72 saat sonra Twistl eksprese eden ve
etmeyen kontrol HEK293T hiicre kilturlerinin besiyerleri (stipernatant) aspire edilerek
kan gazi analizoriinde bekletilmeden okutulmustur. Elde etti§imiz sonuglara gore
Twistl eksprese eden huicrelerde glikoz seviyesi 265 mg/dl, kontrol huicrelerde ise 278
mg/dl’dir. Laktat seviyesi de kontrol hiicrelerde 3,1 mmol/L iken Twistl eksprese eden
hicrelerde ise 3,5’'mmol/L’ye c¢ikmistir (Tablo 4.2). Bu bulgulara gore Twistl
ekspresyonu hiicrelerde glikoz alimini artirdigini ayni zamanda aerobik glikolizi

destekleyerek besiyeri ortamindaki laktat seviyesini artirdigini soyleyebiliriz.
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Tablo 4.2. Twistl eksprese eden (Tw+/pcDNAS3.1 transfekte) ve etmeyen (pcDNA3.1 kontrol vektor
transfekte) HEK293T hucrelerinin kultir stipernatantlarinda metabolit degerleri.

METABOLIK DEGERLER

pcDNAZ3.1 Transfekte
HEK?293T Siipernatanti

Tw+/pcDNA3.1 Transfekte
HEK?293T Siipernatanti

Glikoz(mg/dl) 278 265
Laktat(mmol/L) 3,1 3,5
Osmolarite(mmol/kg) 317, 8 321,3

4.9. Twistl Eksprese Eden ve Etmeyen HEK293T Hiicrelerinde 100mM Insiilin ve
%10 FBS varhginda Glikoz Alim Diizeyleri

Yiksek Twistl ekspresyonu gosteren ve kontrol HEK293T hucrelerinin glikoz
alim seviyelerini ticari kit yardimiyla gergeklestirdik. Hiicrelerin insiilin-bagimli glikoz
alim seviyelerini belirlemek icin hiicre kultiriinde serumsuz glikozsuz besiyeri ve 2-
NBDG uygulamasi esnasinda 100mM insiilin ile muamele ettik. Ayn1 zamanda insiilin-
bagimsiz glikoz alim seviyelerini belirlemek i¢in de insiilin yerine %10 FBS iceren
besiyerini kullandik. Kit protokoliinii uygulayarak elde ettigimiz FACS sonuglarina
baktigimizda, insiilinin kontrol hiicrelerde %33,1°den 40,3’e, Twistl eksprese eden
hicrelerde ise 30,6’dan 39,8’¢ glikoz alimmi artirmigtir. Ancak Twistl ekspresyonu
artisina bagl olarak insiilin-bagimli glikoz aliminda iki grup arasinda anlamli bir
degisiklik saptanmamistir. HEK293T hiicrelerine %10 FBS uygulamas1 yaptigimizda
ise glikoz alimi oranlar1 kontrol hiicrelerde %25,4’ten %35°3’e, Twistl eksprese eden
hlcrelerde de %42,6°dan %66,5’¢ yiikselmistir. Ayrica Twistl eksprese eden hicrelerde
kontrole oranla yaklagik 2 kat glikoz alim diizeyi (%35,3’ten %66,5’e) artmistir (Sekil
4.7).
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Sekil 4.7. pcDNA3.1 bos vektor (p)cDNA3) ve Tw+/pcDNA3.1 vektoril transfekte edilmis yiiksek Twistl
ekspresyonu gosteren (Twistl) hiicrelerinin akim sitometrisi ile belirlenmis glikoz alim diizeyleri.
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Bu sonuglara gore Insiilinin glikoz alimin1 yaklasik %20 oraninda destekledigini
ancak Twistl’in insulin-bagimli glikoz aliminda gorev almadigini tesbit ettik. Ayni
zamanda %10 FBS muamelesinin de %40 oraninda glikoz alimini destekledigini
saptadik. Buna ek olarak, Twistl insilin-bagimsiz olarak %10 FBS varliginda hiicre

icine glikoz alimini yaklasik iki kati artmasini destekledigini sOyleyebiliriz.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Calismamizda kanser hiicrelerinde enerji ihtiyacinin karsilanmasinda ihtiyag
duyulan glukozun hiicre icine alinmasinda TWIST1 transkripsiyon faktoriiniin roli
incelenmistir. Elde ettigimiz bulgular neticesinde TWIST1 transkripsiyon faktorunin
GLUT-1, GLUT-3 ve GLUT-12 glukoz transporterlarin ekspresyonlarini artirarak hiicre
icine glikoz alimin1 destekledigini kanitladik. Ayrica HEK293T hiicrelerinde
inceledigimiz GLUT-2 ve GLUT-5 genlerinin ekspresyonunu belirleyemedik. Buna
ilave olarak, insilin-bagimli glikoz alimi igin 6nemli olan GLUT-4’in mRNA
diizeyindeki transkripsiyonel aktivitesi TWISTI1 varlifinda anlamli bir degisiklik
gbstermemistir.

GLUT-1 metabolik olarak yiiksek ihtiyag duyulan ve bazal glikoz alimini
saglayan glikoz transporterlardan biridir. Sinir sisteminde, kan-beyin bariyerinde,
eritrositlerde ve tiroid dokularinda ekspresyonu onemlidir. Hepatik, pankreatik, meme,
Ozofageal, beyin, renal, akciger, kiitanoz, kolorektal, endometriyal, ovaryan ve servikal
gibi birgok kanser tiiriinde ekspresyonu artmis durumdadir. T hiicre 16semilere neden
olan human T-cell leukemia virus (HTLV)’in zarf glikoproteinleri hiicre zarinda
GLUT-1 ile interaksiyona geger. Bu bakimdan hematolojik malignansilerde GLUT-1
ekspresyon seviyesi Onemlidir. Siganlarla yapilan aragtirmalarda hipoglisemik
kosullarda HEK293 hiicrelerinde GLUT-1 mRNA stabilitesinde artis saptanmistir. Tez
projesi kapsaminda yaptigimiz ¢alismalarda TWIST]1 transkripsiyon faktoriiniin GLUT-
1 ekspresyonunu 2 kat artirdigin1 gosterdik. GLUT-1 hicre icerisine instlin-bagimsiz
glikoz alimini saglar. Dolayisiyla TWIST1, kanser gelisimini GLUT-1 ekspresyonunu
tetiklemek suretiyle glikoz alim diizeyini artirarak destekler.

GLUT-3, plasentadan fetal sirkiilasyona glikoz gegisini saglayan faktorlerden
biridir. Ayrica sinir sisteminde ekspresyonu ve serebral glikoz aliminda Onemi
yuksektir. GLUT-3, iskelet kasi ve noron hiicrelerinde insiilin-bagimli glikoz alimini
saglamaktadir. Ancak GLUT-3-aracili glikoz alimi i¢in insiilin sart degildir. Insiilin-
bagimsiz olarak da glikoz alimimi saglayabilir. GLUT-3, mesane, larinks, prostat,
gastrik, over, oral, bas ve boyun kanserlerinde ekspresyonu artmaktadir. Tez
bulgularimiza gére TWIST1 yiiksek ekspresyonu varliginda GLUT-3 ekspresyonu 1,6
kat artmistir. Bu durum embriyonik bir faktdr olarak bilinen TWISTL1’in glikoz
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aliminda embriyonik agidan 6nem arz eden GLUT-3 ekspresyonunu tetikledigini ve
kanser gelisimini bu yolla destekledigini sOyleyebiliriz.

GLUT-4, insiilin yolag ile diizenlenen glikoz aliminda 6nemli olan glikoz
transporter kanalidir. Insiilin-duyarli dokularda ekspresyonu vyiiksektir ve glikoz
homeostazinin diizenlenmesinde olduk¢a Onemlidir. Baslangigta, GLUT-4 insilin-
stimiilasyonu ile glikoz alimini sagladigindan kisitlayici faktor olarak diisiiniilmekteydi.
Ancak, GLUT-4 knock-out farelerle yapilan arastirmalarda hipergliseminin gelismedigi
saptanmistir. Bu durum diger GLUT izoformlarmin glikoz homeostazinin
diizenlenmesinde Onemli rolleri oldugunu gostermektedir. Tez bulgularimiza
baktigimizda insiilin stimiilasyonu ve TWIST1 ekspresyonunu sagladigimiz sartlarda
HEK293T hiicrelerinde glikoz alim diizeyleri degismemistir. Dolayisiyla TWIST1
transkripsiyon faktoriiniin s6z konusu bobrek hiicre hattinda GLUT-4 Uzerinden insulin
stimiilasyonu esliginde glikoz alimi {izerinde etkisinin olmadigina kanaat getirdik.

Insiilin reseptdrii, insiilin baglanmasi neticesinde dimerize olarak aktive olur. Bu
aktivasyonda ve sinyalin htcre igerisine transdiksiyonunda insilin reseptdr substrat
(IRS) molekiilleri olduk¢a onemlidir. Insiilin sinyal yolagi aktivasyonu neticesinde
instlin-bagli glikoz transporterlarin membrana translokasyonu gerceklesir ve hiicre
igerisine glikoz alimi saglanir. Onemli insiilin-bagh glikoz kanallarindan biri GLUT-
4°tiir. Tez bulgularimiza gore insiilin stimiilasyonu ile glikoz alimi artmaktadir. Ancak
TWISTI1 ekspresyonu saglandiginda bu durumda anlamli bir degisiklik saptamadik.
Bahsettigimiz gibi TWIST1 varliginda GLUT-4 ekspresyonunun degismedigini
belirlemistik. Ancak bunun yanisira Insiilin reseptdrii, insiilin reseptdr substrat-1 ve -2
genlerinin de TWIST1’e bagl ekspresyon degisikligi gostermemistir. Bu bulgular
1s181inda, TWIST1’in HEK293T hiicrelerinde insiilin yolaginin temel faktorleri ve glikoz
alimindaki rolleri iizerinde anlamli etkisi mevcut olmadig1 anlagilmistir.

GLUT-12, MCF7 meme kanseri hiicre hattinda GLUT-4 ile yiksek homoloji
gosteren bir glikoz transporter geni olarak tanimlanmustir. Iskelet kasi, kalp, beyin,
bobrek, dalak, ince barsak ve yag dokularinda ekspresyonu mevcuttur. Diyabetik bobrek
durumlarinda ekspresyonu artar. Diyabetik nefropati sigan modellerinde GLUT-1 ile
birlikte ekspresyonu artmis oldugu belirlenmistir. Son zamanlarda GLUT-12, kanser
tedavisinde potansiyel terapotik hedef olup olamayacagi tartisma konusudur. Arastirma
sonuglarimiza gore TWIST1 GLUT-12 transkripsiyonunu 2,5 kat artirmistir ve

inceledigimiz genler arasinda TWIST1’e bagl olarak ekspresyonu en ¢ok artan glikoz
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kanali GLUT-12"dir. Dolayisiyla TWIST1 aracili glikoz aliminda GLUT-12’nin baskin
roliiniin oldugu kanisinday1z.

Yapilan arastirmalar timor hiicrelerinde glikoz girisinin ve kullaniminin arttigini
kanitlamistir. Ancak bu olayda rol alan faktorler giin gectikge daha iyi anlagilmaktadir.
Kanser progresyonunda Onemli temel faktorlerden biri olan TWIST1 transkripsiyon
faktoriiniin hiicre i¢ine glikoz alimu ile ilgili literatiirde herhangi bir bilgiye rastlamadik.
Tez projemizin ¢ikis noktasi olan bu konuda yaptigimiz arastirmaya gére TWIST1’in
hiicre icine glikoz aliminda rol aldigin1 gostermis olduk. Bunu da HEK293T
hicrelerinde GLUT-1,-3 ve -12 kanallarmin gen ekspresyonunu destekleyerek
sagladigin1 kanitladik. Ancak glikoz alimi hiicrede insiilin-bagimli veya bagimsiz olarak
meydana gelmektedir. Yaptigimiz ¢aligmanin bulgularina gore TWIST1 transkripsiyon
faktoric HEK293T hiicrelerinde hiicre igine glikoz alimini insulin-bagimsiz olarak
saglamaktadir.

Glikoz aliminda 6nemli olan glikoz transporterlarin yanisira glikoz kullaniminda
onemli baz1 genleri de ¢alisma kapsaminda degerlendirdik. Burada TWIST1 yiiksek
ekspresyonu varliginda HEK293T hiicrelerinde, Hekzokinaz 2 (HK2), Fosfofruktokinaz
M (PFKM), Piruvat kinaz alttip M2 (PKM2), Laktat dehidrogenaz o (LDHa) ve Glikoz-
6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) genlerinin ekspresyonel diizeylerini arastirdik.

HK2, glikozun glikolize girmesini saglayan ilk basamagi katalize eder. Bu
basamak geri doniistimsiizdiir ve glikozun fosforile edilerek glikoz-6-fosfat’a
dontigmesi reaksiyonudur. HK2 mitokondri dis membranindaki voltaj-bagimli anyon
kanali (VDAC) ile baglanir ve HK2-VDAC kompleksi olusur. Bu komplekse reaksiyon
icin gerekli olan ATP mitokondri i¢ membraninda bulunan ATP sentaz tarafindan
saglanir. Bu sayede hiicre i¢ine alinan glikoz aktive edilmis olur. Ayrica glikolizin ilk
basamagi olan bu agsamada meydana gelen HK2-VDAC kompleksi mitokondri-bagiml
apoptozisin meydana gelmesini engeller. HK2 normal dokularda diisiik seviyede
eksprese olur, ancak kanser gelisiminde yiiksek ekspresyon gostermektedir. HK?2
ekspresyonunun baskilandigi durumlarda anjiyogenezin, metastazin ve apoptozisin
geriledigi belirlenmigtir.  Ayrica HK2 ekspresyon artist laktat iiretimi ile
iliskilendirilmistir ve bu durum kanser dokularinda asidoza neden olmaktadir. Tez
calismasi kapsaminda TWIST1 ekspresyonunu indiikledigimiz HEK293T hiicrelerinde
HK2 ekspresyonu yaklasik 4 kat artmistir. Bu bulgu TWIST1’in sadece glikoz aliminda

degil glikoliz yolaginin baglatilmasinda da oldukca 6nemli oldugunu gostermektedir.
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PFKM, fosfofruktokinaz geninin iskelet kaslarindaki izoformudur. Bu enzim,
glikoliz yolagindaki fruktoz-6-fosfat1 fruktoz-1,6-bisfosfata geri doniisiimsiiz olarak
cevirmektedir. Erken-evre meme kanseri tanis1 almis 3.523 olguda yapilan tiim genom
analizi caligmalarinda PFKM geni meme kanseri gelisimi ile iligkilendirilmis ve meme
kanserinin etiyolojisinin anlasilmasi i¢in 6nemli genlerden biri olarak tanimlanmaistir.
Kanserde 6nemi son zamanlarda anlagilan bu geni tez projemizde degerlendirdik ve
MRNA’sinin TWIST1 yiiksek ekspresyonu varliginda 1,3 kat arttigini belirledik.
Bobrek hiicre hattt olan HEK293T hiicrelerimizde de TWIST1 indiiksiyonlu kanser
gelisimi agisindan Onemli oldugunu hedef glikolitik enzimlerden biri oldugu ileri
strulebilir.

PKM2, glikolizin son basamagi olan fosfoenolpiruvattan ADP’ye fosforil
grubunu transfer ederek ATP olusumunu katalizlemektedir. Reaksiyon sonucunda
mitokondrideki Krebs dongiisii agisindan 6nemli olan piruvat meydana gelmektedir.
PKM2 embriyogenezde, doku tamirinde ve kanser gelisiminde dnemli rolleri vardir ve
PKM1 izoformuna gore dominant ekspresyon paterni géstermektedir. PKM1 izoformu
PKM2’nin aksine ekspresyonu tetiklendiginde tiimdr progresyonunun baskilandigi
belirlenmistir. Dolayisiyla kanser arastirmalarinda PKM2 izoformu ©On plana
cikmaktadir. PKM2 aktivitesi fruktoz-1,6-bisfosfat varliginda artmaktadir. Glikoz girisi
ile birlikte sitozoldeki monomerik PKM2 enzimleri tetramerik hale gelirler. Glikoz
azalmas ile birlikte tetramerik yapi kolaylikla dagilir. Dolayisiyla PKM2 allosterik
olarak aktivasyon gostermektedir. TWISTL1’in PKM2 ekspresyonu tzerindeki etkisini
inceledigimizde HEK293T hiicrelerinde ortalama 1,4 kat artis tesbit ettik. Bu neticeye
gore, PFKM fonksiyonel etkisinin devaminda olan bu reaksiyon da TWIST]1 tarafindan
desteklendigi ifade edilebilir.

LDHa, laktat ve piruvat arasindaki interkonversiyonu Kataliz etmektedir.
Hipoksik kosullarda NADH’in NAD+’ya oksidasyonu ile piruvattan laktat olusumunu
geri donilisimlii olarak katalizlemektedir. Bu basamak anaerobik glikolizin son
basamagidir. LDHa normal dokularda farkli aktivasyon paterni gostermesi ile birlikte
daha ¢ok iskelet kasinda eksprese edilmektedir. Ancak doku hasari, nekroz, hemoliz,
hipoksi ve miyokardiyal enfarktis gibi durumlarda hiicresel LDHao dizeyi artar.
Kanserde Myc ve HIF1 gibi onkogenler LDHa ekspresyonunu indiklemektedir. Bu
faktorler genin promotorunda bulunan CACGTG E-kutusu motifine baglanmakta ve gen
regllasyonunu dizenlemektedir. Ayn1 E-kutusu dizisi tez kapsaminda inceledigimiz

TWIST1 geni agisindan da hedef dizidir. Arastirma bulgularimiza gore TWIST1
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ekspresyonu gosteren HEK293T hucrelerinde LDHa ekspresyon diizeyi yaklasik 2 kat
artmistir. Bu durum TWIST21’in laktat olusumunu destekledigini ve tiimdr dokularinda
asidoza neden olabilecegini diisiindiirmektedir. Kanser hiicrelerinde glikoz sarfiyatinin
artmast sonucunda laktat {iretiminin artis1 mitokondriyal respirasyonu baskilar.
Hicrelerde LDHa artis1 sonucunda enerji tretimi oksidatif fosforilasyondan glikoliz
yoniine donmeye baglar. Dolayisiyla HEK293T hiicrelerinde TWIST1, LDHa
ekspresyonunu tetikleyerek aerobik glikolizi artirmaktadir.

G6PD, riboz-5-fosfat olusumunda anahtar rol oynamaktadir. Glikolize alternatif
olan pentoz fosfat (hekzoz monofosfat) yolagini kontrol eden ve ilk reaksiyonu
gerceklestiren temel enzimdir. G6PD, Glikoz-6-fosfatin C1 karbonundan bir hidrit
iyonunun NADP+’ye transferini 6-fosfoglukono-o-lakton olusturmak tizere Kkatalizler.
Bu yolak sayesinde hiicreye niikleotid biyosentezinde kullanilan pentozlar ve yag asidi
ile kolesterol sentezinde gerekli olan NAPDH molekiilleri saglanir. Losemi,
gastrointestinal, bobrek, kolon, meme, endometriyal, prostat ve karaciger kanserlerinde
ekspresyonu artmaktadir. Ektopik G6PD ekspresyon artist NAPDH ve glutatyon artigina
neden olmaktadir. G6PD hiicrede redoks potansiyelini hiicre digi pH’y1 regiile eden
faktorlerden biridir. Bu bilgiler dogrultusunda elde ettigimiz verilere gére TWIST1
artigina bagl olarak G6PD ekspresyonu 2,6 kat artmaktadir. Bu durum TWIST1’in
pentoz fosfat yolunu destekledigini gostermektedir. Bu sayede TWIST1 hiicre
proliferasyonu icin gerekli olan niikleotidlerin ve diger biyomolekiillerin yapitaslarinin
uretilmesine destek olarak kanser gelisimine katki sagladigi sdylenebilir.

Ayrica TWIST’in kanser hiicrelerinde enerji {iretimi ve sarfiyatin1 ifade eden
hicre ici ATP, ADP ve AMP seviyelerini inceledik. TWIST1 ekspresyonunu ektopik
olarak sagladigimiz HEK293T hiicrelerinde daha fazla ATP iretimi saglanmis ve
kontrole oranla daha fazla AMP iiretimi, dolayisiyla daha fazla enerji sarfiyati
gerceklesmistir. Bu baglamda TWIST1’in kanser hiicrelerinde enerji metabolizmasini
diizenledigi anlagilmaktadir.

Yuksek seviyede TWIST1 ekspresyonu gergeklestirdigimiz HEK293T hiicreleri
ile kontrol hiicreleri kiiltiire ettigimiz besiyerlerinin siipernatantlarini kan gazi analizor
cihazi ile inceledik. Bu analiz neticesinde TWIST1 ekspresyonu varliginda hiicrelerin
besiyerinde mevcut olan glikoz dizeyi diismekte (278 mg/dlI’den 265 mg/dl’ye) ve
laktat seviyesi de artmaktadir (3,1 mmol/L’den 3,5 mmol/L’ye). Bu veriler, TWIST1’in
kanser hiicrelerinde Warburg etkisi olarak tanimlanan aerobik glikolizi destekledigini

gostermektedir. Yani hucreler oksijenli ortamda olmalarma ragmen oksidatif
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fosforilasyon ile degil de daha hizli olarak glikolitik yolagi ATP eldesi i¢in tercih
etmektedir. Dolayisiyla TWIST1 kanser hiicrelerindeki, literatiirde iyi tanimlanmis olan,
bu karakteristik enerji eldesi yon degisiminin, temel faktorlerinden biri oldugu ileri
strulebilir.

Tez projesinde elde ettigimiz veriler 15181nda, kanserde hiicre i¢ine glikoz alimi
ve tuketimi konusunda TWIST1 transkripsiyon faktorunin rolini ve 0Onemini
gostermeyi amagladik (Sekil 5.1). Bu baglamda TWIST1 kanser tedavisi acisindan

metabolik hedef olarak degerlendirilebilir kanisindayiz.
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Sekil 5.1. TWIST?’in glikoz alimu ve glikolitik yolaktaki rolil.

5.2. Oneriler

1. TWIST1 transkripsiyon faktori kanserde yeni bir metabolik hedef olarak
degerlendirilebilir.

2. HEK293T hiicrelerine TWIST1 transfeksiyonu stabil olarak gergeklestirilebilir.

3. Tez projesinde arastirilan genlerin ekspresyon diizeyleri western blot yontemi
ile desteklenebilir ve hiicresel lokalizasyonlar1 immiinsitokimya boyamalar1 ile
gosterilebilir.

4. TWISTY’in hedefi olabilecek olan ve tez kapsaminda degerlendirilmemis

diger glikoz transporter genlerin ekspresyon diizeyleri incelenebilir.
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5. Karbon kaynag1 olarak glikozun yanisira diger molekiillerin kanal
proteinlerinin ekspresyon seviyeleri ve fonksiyonlari analiz edilebilir.
6. TWIST1 indiiksiyonu ile regiile edilebilecek diger glikolitik enzimlerin gen

ekspresyon diizeyleri ile enzim aktiviteleri gosterilerek ayrintili olarak gosterilebilir.
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