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TÜRKÇE ÖZET 
 

Kanser kök hücre (KKH)’ler, tümör oluşumunu başlattığı ve mevcut tümör 

dokusunun oldukça küçük bir bölümünü oluşturduğu düşünülen, yenilenme kabiliyeti 

yüksek hücrelerdir. Normal kök hücrelerle benzer yüzey belirteçleri ve pluripotentlik 

markörlerine sahip olan ve bu özellikleri sayesinde tümör dokusunun kalanından 

ayrılabilen bu hücre topluluğu; radyoterapi ve kemoterapiye karşı yüksek direnç 

göstermekte, tedavi sürecinde yok edilemediklerinde tümörün yeniden şekillenmesine 

neden olmaktadır. KKH enerji metabolizması üzerine yapılan çalışmalar, birtakım 

belirteçlere göre profillendirilmiş KKH’ler hakkında bilgi verse de profilleme 

işleminin belirli bir standardı olmadığından, henüz kesin bir sonuca varmak mümkün 

olmamıştır. 

Glikoliz spesifik hız sınırlayıcı basamak olan PFK-1 enziminin aktivatörü olan 

fruktoz 2,6 bisfosfat’ın yapım ve yıkımı, 6-fosfofrukto-2-kinaz/fruktoz-2,6-bisfosfataz 

izoenzimleri (PFKFB1-4) tarafından gerçekleştirilmektedir. Tümör hücrelerinde; 

tümör tipine göre değişen seviyelerde eksprese edilen bu izoenzimlerin; KKH ile 

tümör kitlesini oluşturan farklılaşmış hücrelerdeki ekspresyonlarının farklı seviyelerde 

olduğu tespit edilmiştir.  

Bu çalışmada, meme kanseri hücre hattı MCF-7 ve pankreatik duktal 

adenokarsinom hücre hatları PANC-1 ve Mia PaCa-2’de; PFKFB izoenzimlerinin 

hücre popülasyonundaki KKH miktarı ile oranları belirlendi ve PFKFB 

baskılanmasının, KKH popülasyonu değişimi üzerindeki etkileri incelendi. Elde edilen 

bulgulara göre, PANC-1 ve Mia PaCa-2 hücre hatlarında KKH popülasyonu yüksek 

hücre gruplarında PFKFB1 ve PFKFB4 izoenzimi ekspresyonunun arttığı ve PFKFB4 

baskılanması sonucu PANC-1 hücre hattında KKH popülasyonunun azaldığı görüldü. 

Baskılamanın, bütün hücre hatlarında onkojenik potansiyel üzerinde negatif yönde 

etkiye neden olmadığı tespit edildi. 

Elde edilen verilere göre; PFKFB4 izoenziminin, KKH'lerin idenfikasyonunda 

yol gösterici olabileceği ve ilerideki çalışmalar için moleküler bir ilaç hedefi 

olabileceği düşünülmektedir. 

Anahtar kelimeler: Kanser kök hücre (KKH), 6-fosfofrukto-2-kinaz /fruktoz 2,6-

bisfosfataz (PFKFB), kanser metabolizması 
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İNGİLİZCE ÖZET 

 

Cancer stem cells (CSC) are subset of tumor cells with high regenerative ability 

that are thought to initiate tumor formation; yet constitute a very small part of the 

existing tumor tissue. This rare cell population shares features with normal stem cells 

like cell surface markers and pluripotency factors, and can be separated from the rest 

of the tumor tissue by those features. CSCs shows high resistance to radiotherapy and 

chemotherapy, and if they could not be destroyed during the treatment process, tumor 

relapse might occur. There are some studies about energy metabolism gives 

information about metabolic profile of CSCs in different tissues and tumors. Still, there 

is no consensus about these metabolic profiles beacuse identification of CSCs differs 

a lot between different types of tissues and lacks standardization. 

Fructose 2,6 bisphosphate is an activator of glycolysis specific rate limiting 

enzyme PFK-1. Its formation and degradation is carried out by 6-phosphofructo-2-

kinase / fructose-2,6-bisphosphatase isoenzymes (PFKFB1-4). These isoenzymes 

expressed in tumor cells at varying levels depending on the tumor type and their 

expression in CSCs and differentiated tumor cells are dissimilar. 

In this study, rates of PFKFB isoenzymes and CSC percentage in the cell 

populations was examined in breast cancer cell line MCF-7 and pancreatic ductal 

adenocarcinoma cell lines PANC-1 and Mia PaCa-2, to identify a possible correlation. 

Also, effects of PFKFB suppression on CSC population were examined. Results 

indicate that expression of PFKFB1 and PFKFB4 isoenzymes increased in the cell 

groups with high CSC population in PANC-1 and Mia PaCa-2 cell lines, and CSC 

population decreased in PANC-1 cell line as a result of PFKFB4 suppression. It was 

found that suppression did not cause any negative effects on the oncogenic potential 

in all cell lines.  

According to the data obtained; It is thought that difference in PFKFB4 

isoenzyme levels could be a marker of CSCs. Also, PFKFB4 might be selected as a 

molecular drug target for future studies.  

Keywords: Cancer stem cell (CSC), 6-phosphofructo-2-kinase / fructose-2,6-

bisphosphatase isoenzymes (PFKFB), cancer metabolism
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1. GİRİŞ 

Kanser, modern dünyada insanlığın en büyük sorunlarından biri haline 

gelmiştir. 2020 yılında dünyada 19.292.789 yeni kanser vakası kaydedilmiş, mevcut 

kanser vakalarının 9.958.133 tanesi ölümle sonuçlanmıştır (Global Cancer 

Observatory [GLOBOCAN], 2020). Kanser oluşumuyla ilgili bugüne kadar birçok 

farklı düşünce ortaya koyulmuştur. Bunlardan bir tanesi de kanser kök hücre (KKH) 

teorisidir. KKH; tümör oluşumunu başlattığı ve mevcut tümör dokusunun küçük bir 

bölümünü oluşturduğu düşünülen, yüksek yenilenme kabiliyetine sahip hücrelere 

verilen isimdir. Konservatif tedavi yöntemlerine epey dirençli olan bu hücre grubunun, 

nüks ve metastaz oluşumundan sorumlu olduğu düşünülmektedir; bu nedenle bu 

hücrelerin eliminasyonuna yönelik tedavi çalışmaları yakın zamanda oldukça önem 

kazanmıştır. KKH’ler, proliferasyon ve farklılaşma kabiliyeti yüksek, kök hücre 

benzeri yapılardır. Sadece sahip oldukları özellikler yönünden değil; yüzey 

reseptörleri, enzim aktiviteleri ve çeşitli proteinlerin ekspresyonları yönünden de kök 

hücrelere benzerlik göstermektedir. 

Kanser sağaltımı esnasında uygulanan tedavi prosedürleri kanserli dokunun 

büyük kısmının eliminasyonunu sağlasa da çoğu zaman konservatif tedavi 

yöntemlerine dirençli bu küçük hücre grubuna karşı yetersiz kalmaktadır. Hayatta 

kalan KKH’ler ise yüksek proliferasyon kabiliyetleri sayesinde yeni bir tümör kitlesi 

oluşturmakta ve kanser tedavisinde rastlanan nüks ve metastaz gibi sorunları ortaya 

çıkarmaktadır.  

KKH’ler ile ilgili yapılan çalışmalarda incelenen hücre hattına göre enerji 

metabolizmalarının glikolitik veya oksidatif ağırlıklı olacak şekilde değişkenlik 

gösterebildiği görülmüştür (Sancho, Barneda, & Heeschen, 2016). Her bir hücre 

hattında, KKH olarak tanımlanan hücreler, bulundurdukları yüzey markörleri, çeşitli 

enzim aktiviteleri veya aktif transport kabiliyetleri bakımından, tümör kitlesinin 

kalanını oluşturan hücrelerden ayrılabilmektedir, ancak aynı kanser tipinde KKH 

olarak tanımlanabilecek birden fazla grup bulunabilmektedir ve bu grupların her 

zaman birbirleriyle tamamen kesişmeleri mümkün olmamaktadır (Da Cruz Paula & 

Lopes, 2017; Klonisch et al., 2008). Bu sebeple, KKH metabolik profilleri üzerinde 
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yapılan çalışmalar, henüz herhangi bir tedavi protokolüne öncü olacak kadar yeterli 

değildir. 

Glikoliz; glikozun piruvata parçalanması sonucu adenozin trifosfat (ATP) 

üretiminin yanında, ara metabolit üretimine katkı yönünden, proliferasyon kabiliyeti 

yüksek hücreler için elzem bir yolaktır. Kanserli dokularda enerji ihtiyacının 

karşılanmasında önemli bir role sahip olan glikolizin üç adet kontrol basamağı vardır. 

Bu basamaklardan ikincisini, fruktoz 6-fosfat (F6P) ve ATP’nin, fruktoz 1,6-bisfosfat 

(F1,6BP) ve adenozin difosfat (ADP)’ye dönüşümünden sorumlu olan 

fosfofruktokinaz-1 (PFK-1) enzimi katalizlemektedir. PFK-1’i düzenleyen 

etkenlerden biri de bu enzimin allosterik regülatörü olan fruktoz 2,6-bisfosfat’tır 

(F2,6BP). F2,6BP üretimi, 6-fosfofrukto-2-kinaz /fruktoz 2,6-bisfosfataz (PFKFB) 

izoenzimleri tarafından gerçekleştirilmektedir. Glikolitik aktivite kontrolünün yanı 

sıra, embriyonik gelişim, hücre proliferasyonu/sağ kalımı ve hücre farklılaşması ile 

ilgili rolleri de olan PFKFB izoenzimlerinden PFKFB3’ün, KKH’lerde farklılaşmış 

kanser hücrelerine kıyasla ekspresyonunun yüksek olduğu bulunmuştur (Cieślar-

Pobuda et al., 2015; Gu et al., 2020). KKH’ler ve farklılaşmış kanser hücrelerinde 

PFKFB ekspresyonlarının kıyaslanmasının; KKH’leri farklılaşmış kanser 

hücrelerinden ayırmada yol gösterici olarak yeni bir metodun öncüsü olabileceği ve 

KKH’lerde enerji metabolizmasındaki moleküler mekanizmaların açıklığa 

kavuşturulmasına katkı sağlayacağı düşünülmektedir.  

Bu doktora tez çalışmasında; pankreas ve meme kanseri hücre hatlarında, 

adherent ve yüzen kültür şeklinde üretilen hücrelerde, farklı kriterlere göre KKH 

olarak kabul edilen hücre miktarları belirlendi. KKH yüzdesine bağlı değişimlerin 

daha belirgin tespit edilebilmesi açısından yapılan bu çalışmanın ardından, KKH ve 

farklılaşmış tümör hücreleri arasında bazal ekspresyonları açısından fark tespit edilen 

PFKFB izoenzim seviyeleri inhibisyon ile değiştirilerek, PFKFB ekspresyonunun 

KKH yüzdesi değişimine olası etkisinin incelenmesi amaçlandı. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Kanser 

Kanser, modern tıbbi teknikler sayesinde teşhis edilebildiği günden bu yana, 

insanlığın en büyük sorunlarından biri olarak kabul edilen bir hastalıklar kompleksidir. 

Kanserin tanısını, tedavisini ve nüks etmesinin önlenmesini bu kadar zor yapan 

şeylerden biri de kanserin aynı anda birden fazla savunma mekanizmasını eş zamanlı 

olarak kendi lehine kullanabilmesidir. Bugüne kadar hücre biyolojisi alanında yapılan, 

kanserin çalışma prensibini çözmeye yönelik çalışmalar, kanseri kanser yapan temel 

özellikler hakkında fikir sahibi olmamızı sağlamıştır. Kanserin mihenk taşları olarak 

kabul edebileceğimiz bu özellikler; dış uyaranlardan bağımsız olarak kendi büyüme 

faktörlerini üretebilme, büyüme durdurucu faktörlere karşı duyarsızlık, bağımsız hücre 

sinyalizasyonuyla anjiyogenezin sürdürülebilmesi, apoptozu tetikleyen yolakların 

baskılanması, kanserli dokunun sağlıklı dokulara yaptığı metastaz, metastaz sonucu 

sağlıklı dokulara invazyonla birlikte yeni tümörlerin oluşumu ve sınırsız üreyebilme 

potansiyelidir. 2000’li yıllardan sonra yapılan çalışmalar sonucu elde edilen bulgular 

sayesinde bugün, bu özelliklerin arasına immün yıkımdan kaçış, tümör gelişimine 

katkıda bulunan yangı oluşumu, genom instabilitesi/mutasyon ve tümör enerji 

metabolizmasının yeniden düzenlenmesi de eklenmiştir (Hanahan & Weinberg, 2011). 

Konvansiyonel yöntemlerle tedavi edilen kanser vakalarının bazılarında 

yeniden tümör oluşumu gözlenmesi, kanserli dokularda tedavi direncine ve yüksek 

üreme kabiliyetine sahip küçük bir popülasyonun bu durumdan sorumlu olabileceği 

düşüncesini akıllara getirmiş ve her şeyi başlatan bu küçük popülasyonun kaynağının 

bulunabilmesiyle alakalı sayısız çalışma yapılmıştır (Şekil - 1). 
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Şekil - 1: PubMed veritabanında "cancer stem cell"(kanser kök hücre) ve "tumor initiating cell" 

(tümör başlatıcı hücre) kelime gruplarıyla yapılan arama sonucu tespit edilen çalışmaların yıllara 

göre değişimi. 

 

2.1.1. Meme Kanseri  

Meme kanseri genellikle lobullerde (lobuler karsinoma) ve kanallarda (duktal 

karsinoma) gelişir. 2020 yılında Türkiye’deki 233.834 kanser vakasından 24.175 

tanesi meme kanseridir (Şekil - 2 A/B). Dünyada ise 2.261.419 yeni meme kanseri 

vakası görülmüştür ve 684 996 vaka ölümle sonuçlanmıştır (GLOBOCAN, 2020). 

Meme kanseri gelişimindeki yatkınlık faktörleri arasında yaş, vücut kitle 

indeksinin yüksek olması, fiziksel aktivite eksikliği, alkol, anormal seviyede 

radyasyona maruz kalma, ilk adet kanamasının erken yaşta görülmesi, ilk gebeliğin 

orta yaş üstünde gerçekleşmesi ve ailede meme kanseri geçmişi yer almaktadır 

(Veronesi, Boyle, Goldhirsch, Orecchia, & Viale, 2005). Ayrıca, östrojen ve 

projesteron seviyelerinin yüksek olması da bir risk faktörü olarak gösterilmektedir 

(Tian, Ran, Zhang, Yan, & LI, 2018). 
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A  

B  

Şekil - 2: 2020 yılında Türkiye'deki kanser vaka sayısının (A) ve kansere bağlı ölümlerin (B) 

kanser türüne göre dağılımları. GLOBOCAN'dan elde edilen veriler doğrultusunda hazırlanmıştır. 
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Belirtiler arasında; bölgede yumru, şekil değişikliği, cildin çukurlaşması veya 

renginin değişmesi, ve akıntı yer alır. Memenin fiziksel muayenesi ve mamografi en 

sık kullanılan teşhis yöntemleridir. Muayene ve görüntülemenin teşhis için yetersiz 

kaldığı durumlarda biyopsiye başvurulur. Tedavi seçenekleri arasında; memenin 

cerrahi operasyonla kısmen ve tamamen uzaklaştırılması (mastektomi), östrojen ve 

progesteron reseptörlerinin ilaç yoluyla inhibisyonu (Burstein et al., 2019), kemoterapi 

-antrasiklinler ve taksanlar- (von Minckwitz, 2007)  ve radyasyon yer almaktadır. 

2.1.2. Pankreas Kanseri 

Pankreas kanseri; diğer kanser türlerine kıyasla daha nadir görülse de yüksek 

mortalite oranıyla kanser nedenli ölümlerin önemli bir kısmını oluşturmaktadır. 2020 

yılında, 495.773 yeni pankreas kanseri vakası görülmüş (Şekil - 3A), pankreas 

kanserine bağlı olarak 466.003 ölüm gerçekleşmiştir (GLOBOCAN, 2020) (Şekil - 

3B). Diğer başlıca kanser türleri için sağkalım oranlarındaki önemli artışa rağmen, 

pankreas kanseri sağkalım oranları 1960'lardan beri nispeten değişmemiştir (Ansari et 

al., 2016). 

Pankreas kanserindeki en önemli çevresel yatkınlık faktörü, çoğu diğer kanser 

türünde olduğu gibi sigara kullanımıdır.  Epidemiyolojik çalışmalar, sigarayı pankreas 

kanseri için geçerli bir risk faktörü olarak kabul etmektedir (Weiss & Benarde, 1983). 

Ayrıca tip 2 diyabet, obezite, kronik pankreatit, Helicobacter pylori enfeksiyonu ve 

Hepatit C de bilinen risk faktörleri arasındadır (McGuigan et al., 2018). 
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Şekil - 3: 2020 yılında dünyadaki kanser vaka sayısının (A) ve kansere bağlı ölümlerin (B) 

kanser türüne göre dağılımları. GLOBOCAN'dan elde edilen veriler doğrultusunda hazırlanmıştır. 
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Pankreas kanserinin tanısı çoğu zaman ileri safhalarda konulabilmektedir ve bu 

noktaya gelinceye kadar, tümörle doğrudan ilişkilendirilemeyecek belirtiler gösterir 

veya hiç belirti göstermez. Kilo kaybı, sırt bölgesine uzanan epigastrik ağrı ve sarılık, 

pankreas kanserinde sık görülen belirtilerdir (Kleeff et al., 2016).   

Hastalık şüphesinde (özellikle sarılıkla seyreden durumlarda) ve tanı koyma 

aşamasında ilk kullanılan görüntüleme tekniği ultrasonografidir, ancak çok dedektörlü 

bilgisayarlı tomografi ve manyetik rezonans görüntüleme gibi metotlarla daha kesin 

sonuçlar alınabilmektedir (Frampas et al., 2016). Pankreas kanserinin sağaltımı; 

oluşan tümör dokusunun büyüklüğü veya metastatik durumuna göre, pankreatektomi 

ile tümörün uzaklaştırılması ve/veya kemoterapotik ajanların kullanımı ile 

gerçekleşmektedir. Kemoterapotik tedavi standartları, seneler içerisinde değişiklik 

göstermiştir. Bir pirimidin antagonisti olan, meme, ovaryum ve mesane kanserlerinin 

tedavisinde de kullanılan gemsitabin adlı antimetabolit tedavi standardı iken; 

metastatik pankreas kanserinde kullanılmak üzere geliştirilmiş bir ilaç kombinasyonu 

olan folinik asit, florourasil, irinotekan ve oksaliplatin; gemsitabine göre etkinliği 

kanıtlanarak yeni standart haline gelmiştir (Caparello et al., 2016). 

2.2. Tümör Heterojenitesi  

Aynı tümör içerisindeki hücreler; hücre morfolojileri, belirli genlerin 

ekspresyonu, metabolizma, proliferasyon ve metastaz kabiliyeti gibi çeşitli özellikleri 

yönünden farklılık göstermektedir. Tümör heterojenitesi olarak adlandırılan bu 

kavram, bütün tümörlerin tek bir tipteki hücreden oluştuğu kabul edilen uzun bir 

dönemin ardından bilim dünyasına sunulmuş bir kavramdır. Tümör heterojenitesi 

denildiği zaman kastedilen şey, tümör kitlesi içerisindeki normal stromal hücre ve 

farklı genetik komposizyondaki tümör hücre grupları olabileceği gibi primer tümör 

doku ile metastatik tümör dokusu arasındaki hücre grupları arasındaki fark da olabilir. 

Tümör heterojenitesi oluşumuyla ilgili ortaya atılan fikirler genel olarak klonal evrim 

ve kanser kök hücre modeli şeklinde iki başlık altında toplanmaktadır. 
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2.2.1. Klonal Evrim Modeli 

Klonal evrim modeli (stokastik model), 1976’da Peter Nowell tarafından 

ortaya atılmıştır. Bu model, tümör başlangıcını sağlayacak olan hücre grubunun 

spontan bir mutasyonla ortaya çıktığını ve bu mutant gruptan zamanla farklı mutant 

grupların oluştuğunu savunmaktadır (Nowell, 1976). Daha detaylı anlatacak olursak; 

bu modelde tümör kitlesinin oluşumu, seleksiyondan kurtulmayı başarabilecek 

derecede başarılı bir mutasyon silsilesine bağlıdır. Mutasyonların tamamı tümörün 

yararına değildir; aksine mutant hücrelerin çok azı seleksiyondan kurtulmayı başarır 

ve kendi hattını oluşturur. Tümör kitlesi, bu tesadüfi ancak başarılı mutasyonların 

birikimi sonucu oluşan birden fazla mutant hücre grubunun bir araya gelmesinden 

oluşmaktadır (Marusyk & Polyak, 2010). Bölünmekte olan her bir hücre, köken aldığı 

hücreden genotipik olarak yavaşça uzaklaşmakta; tümörün her iki ucu arasındaki hücre 

popülasyonu, komşusu olduğu hücre popülasyonundan farklılık göstermektedir (Şekil 

- 4). 

Şekil - 4: Klonal Evrim Modeli'nde farklılaşmamış bütün hücrelerin tümorojenik potansiyeli 

eşittir. 

 

2.2.2. Kanser Kök Hücre Modeli 

Hiyerarşik model olarak da bilinen KKH modeli, daimi olarak çoğalma ve 

farklılaşma özelliğine sahip olan bir grup hücreyi, tümörü oluşturan kitle içerisinde 

zirveye koyar. Birtakım mutasyonların ardından kök hücre benzeri özellikler kazanmış 
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bir hücre grubunda (KKH) oluşan mutasyonlar, zamanla bölünmeye devam eden az 

sayıda hücre ve farklılaşmış çok sayıda hücreyi içeren kendi alt popülasyonlarını 

oluşturmaktadır (Şekil - 5). KKH'leri tanımlayan üç temel özellik; artmış proliferasyon 

kapasitesi, uzun vadeli kendini yenileyebilme kabiliyeti ve farklılaşarak KKH 

karakterinden uzaklaşmış tümör kitlesini oluşturabilme kabiliyetidir (Schatton, Frank, 

& Frank, 2009). KKH her bölünmenin ardından kendi kimliğini koruduğu iki hücreye 

veya farklılaşarak bildiğimiz anlamdaki tümör kitlesini oluşturan iki hücreye 

dönüşebileceği gibi (Simetrik bölünme), biri kendini yenileyen, biri farklılaşmış iki 

farklı hücreye de dönüşebilir (asimetrik bölünme). Dahası, farklılaşmış hücreler de tek 

yönlü değildir, bu hücreler de zaman içerisinde değişim göstererek yeniden KKH’ye 

dönüşebilir (W. Wang et al., 2014). 

  

 

Şekil - 5: Kanser Kök Hücre Modeli'nde tümorojenik potansiyel yalnızca "kanser kök hücre" 

olarak adlandırılan ve tümör kitlesindeki oranı çok küçük olan bir hücre grubunda mevcuttur. 

 

2.2.3. Kanser Kök Hücre Kavramının Ortaya Çıkışı 

KKH’ye dair ilk somut kanıtlar 1997 yılında ortaya çıkmıştır. Bonnet ve 

Dick’in akut miyeloid lösemi üzerine yaptığı çalışmalar sonucu yüzey markörleri olan 

CD34 yönünden pozitif, CD38 yönünden negatif bir alt popülasyon izole edilmiş; bu 

popülasyonun non-obez diyabetik/ağır kombine immün yetmezlikli fareye 
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enjeksiyonu sonucu histolojik olarak donördekine benzer yapıların oluştuğu 

gözlenmiştir (Bonnet & Dick, 1997). İlerleyen zamanlarda, meme, pankreas, beyin, 

prostat, kolon, melanoma, karaciğer ve ovaryum kanserlerinden de KKH izole 

edilmiştir (Tablo – 1). 

Organ Hücre ayrıştırmada kullanılan belirteç KKH profilini oluşturan hücre grubu 

Beyin Farklılaşma kümeleri CD133+ (Singh et al., 2004) 

Prostat Farklılaşma kümeleri CD44+/α2β1high/CD133+ (Collins, Berry, Hyde, 
Stower, & Maitland, 2005) 

Melanoma Farklılaşma kümeleri CD20+ (Fang et al., 2005) 

Kolon Farklılaşma kümeleri CD133+ (O’Brien, Pollett, Gallinger, & Dick, 

2007) 

Kolon Farklılaşma kümeleri CD133+/CD45-  (Ricci-Vitiani et al., 2007) 

Pankreas Farklılaşma kümeleri CD44+/CD24+/ESA+ (C. Li et al., 2007) 

CD24-/CD44+ (Gradiz, Silva, Carvalho, 

Botelho, & Mota-Pinto, 2016) 
CD24+/CD44+ (Yin et al., 2011) 

Baş ve boyun  Farklılaşma kümeleri 

Tümörijenez belirteci gen 

CD44+ 

B lenfoma Mo-MLV ilave bölge 1 (BMI-1+) 

(Prince et al., 2007) 

Meme  Farklılaşma kümeleri CD24-/low/CD44+ (Al-Hajj, Wicha, Benito-

Hernandez, Morrison, & Clarke, 2003) 

Ovaryum Kök hücre belirteci 

Hoechst 33342 ile yan popülasyon tayini 

Oct 3/4high 

SP+ (Gao, Geng, Kvalheim, Gaudernack, & 
Suo, 2009) 

Karaciğer Farklılaşma kümeleri CD133+/CD45-(Rountree, Ding, He, & Stiles, 

2009) 

Karaciğer Farklılaşma kümeleri 
Kök hücre belirteci 

CD133+/CD90+ 
Oct 3/4 high, CXCR4 high (Tomuleasa et al., 2010) 

Karaciğer Hoechst 33342 ile yan popülasyon 

tayini/Farklılaşma kümeleri 

SP+/CD44+/CD133+ (Hayashi, Fujita, 

Matsumoto, Akita, & Satomi, 2011) 

Tablo - 1: Kanser kök hücrelerinin izole edildikleri yerler ve izolasyon yöntemleriyle ilgili 

detaylar. 

 

KKH oluşumunun muhtemel sebeplerine dair değişik hipotezler arasında 

gelişmekte olan kök veya projenitör hücrelerdeki mutasyonlar (Y. Wang et al., 2009), 

yetişkin kök veya projenitör hücrelerdeki mutasyonlar (López-Lázaro, 2015,2018) ve 

kök özelliği kazanmış mutant farklılaşmış hücreler (Nouri et al., 2017) yer almaktadır. 

Bu hipotezler çoğunlukla hücre kökenine yoğunlaşmıştır. 

KKH’leri tümör için bu kadar önemli yapan şeylerden biri kemoterapiye son 

derece dirençli olmalarıdır. ATP bağlayıcı kaset (ABC) protein adı verilen proteinler, 

hücre içinden hücre dışına ksenobiyotik madde transportunda görev alarak, çoklu ilaç 

direncine sebep olmaktadır (Gottesman, Fojo, & Bates, 2002). KKH’lerdeki ABC 

proteinleri, farklılaşmış hücrelere kıyasla daha fazladır. Bu sayede kemoterapotik 

ajanları çok hızlı bir şekilde hücre dışına çıkarmayı başarırlar (Begicevic & Falasca, 

2017). Radyasyona maruz kalmış KKH’ler ile tümör kitlesi hücrelerinin eşit derecede 

zarar gördüğü, ancak KKH markörleri yönünden pozitif olan hücrelerde DNA 
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onarımının daha fazla olduğu, dolayısıyla daha düşük seviyede apoptoza uğradığı 

gösterilmektedir. Bu bağlamda, KKH’lerin radyoterapiye de dirençli olduğunu 

söyleyebiliriz (Rich, 2007). Kanser tedavisinde sitotoksik ilaç veya radyoterapi 

uygulamasının ardından görülen tümör küçülmesi, heterojenik bir tümör içerisindeki 

dirençsiz subklonal popülasyonların yok olmasıdır. Tedavi, tümör dokusunu ortadan 

kaldırma yönünde başarılı olsa da; bu durum, çoğu zaman yalnızca dirençli bir klonun 

sağ kalıp daha agresif bir şekilde çoğalarak, ilaca dirençli diğer alt klonları 

oluşturmasına neden olmaktadır (Şekil - 6). Bahsi geçen durumdaki alt klonlar, 

çoğunlukla kanser kök hücre gruplarıdır (Murayama & Gotoh, 2019). 

 

Şekil - 6: Kanser Kök Hücre Modeli'ne göre farklı tedavi protokollerinin heterojen tümör 

üzerindeki etkileri. 

 

2.3. Kanser Kök Hücreleri Ayırmaya Yarayan Belirteçler 

KKH’ler; hücre içi enzim/taşıyıcı molekül aktivitesi, hücre yüzey reseptörleri 

ve transkripsiyon faktörleri gibi birtakım özellikler sayesinde, tümör kitlesinden alınan 

veya hücre kültürü olarak yetiştirilen hücrelerde tespit edilebilir ve bu gruplardan 

ayrıştırılabilirler. KKH’lerin izolasyonu için kullanılan belirteçler genellikle normal 

kök hücreleri tanımlamak için kullanılanlardır. KKH’leri tanımlama ve izolasyonda en 

sık kullanılan markörler CD133, CD24, CD44, Aldehit dehidrojenaz 1A1 ve epitelyal 

hücre adhezyon molekülü (ESA)’dır (Y. S. Kim, Kaidina, Chiang, Yarygin, & 

Lupatov, 2017). 
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2.3.1. Aldehit Dehidrojenaz Aktivitesi 

Aldehitleri karboksilik asitlere oksitleyen aldehit dehidrojenaz (ALDH) 

enziminin aktivitesi, proliferasyon kabiliyeti yüksek olan hücrelerde fazla olduğu için 

normal veya malignant kök hücre markörü olarak kullanılabilmektedir (Moreb, 2008; 

Toledo-Guzmán, Hernández, Gómez-Gallegos, & Ortiz-Sánchez, 2019). ALDH 

enzim aktivitesine göre KKH tanımlama/ayrıştırma testlerinde; hücre içine difüzyon 

kabiliyeti yüksek, floresan özellikli ALDH substratları, enzim tarafından parçalanır ve 

bunun sonucunda hücre dışına çıkamayan ürünler oluşur. KKH profilindeki hücrelerde 

ürün birikiminin fazla olması sonucu hücre içi florasans artar ve bu hücreler flow 

sitometri ile ayrıştırılabilir hale gelir. 

2.3.2. Yan Popülasyon 

KKH’ler sahip oldukları ABC proteinleri sayesinde ksenobiyotikleri hücre 

dışına yüksek oranda çıkarabildikleri için, hücre boyama işlemlerinde çok az boya 

almaktadırlar. Hoechst boyama olarak bilinen prosedür sayesinde, hücreler flow 

sitometri ile incelenir ve az boyanan hücreler yan popülasyon adıyla ayrıştırılarak 

KKH yüzdesi yüksek bir popülasyon elde edilmiş olur (Hadnagy, Gaboury, Beaulieu, 

& Balicki, 2006). 

2.3.3 Farklılaşma Kümeleri 

Monoklonal antikorlar üzerine yapılan çalışmalarda, bulunan yeni antikorlar 

nedeniyle oluşabilecek karışıklığının önüne geçilmesi amacıyla, benzer antijenlere 

yanıt veren antikorlar aynı kümelere dahil edilmiş, bunun sonucunda farklılaşma 

kümeleri (Cluster of Differentiation, CD) denilen sistem ortaya çıkmıştır (Chan, Ng, 

& Hui, 1988). CD’ler; genellikle reseptör veya ligand olarak çalışan, çoğunlukla 

protein veya glikoprotein yapıdaki hücre yüzey molekülleridir. Bu moleküller, antijen-

antikor etkileşimini baz alan sistemlerden yardım alınarak hedeflenen hücrelerin 

tespitini sağlar. İmmünfenotipleme olarak adlandırılan bu yöntem, KKH’lerin 

tanımlanması ve/veya ayrıştırılmasında belirteç olarak kullanılır.  

2.3.3.1. CD24 

CD24, 1970’lerin sonunda farelerde keşfedilmiş bir membran lipit 

glikoproteinidir. Hematopoetik hücre alt popülasyonlarında, özellikle B lenfosit, 

eritrosit, nötrofil granülositlerde ve timositlerde eksprese edildiği görülen bu 
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glikoprotein, ısıyla bozunmaması nedeniyle ısı dayanıklı antijen (heat stable antigen) 

olarak da adlandırılır. Hücre membranına glikozilfosfatidilinozitol ile bağlı olan bu 

glikoprotein; hücre proliferasyonu ve hücre-hücre etkileşimini düzenler (Kristiansen, 

Sammar, & Altevogt, 2003). Ayrıca, nöral gelişimi düzenleyen sinyal yolaklarıyla da 

etkileşim halindedir (Pruszak, Menon, & Pruszak, 2017). 

Meme, dişi genital kanal, gastrointestinal kanal, safra kanalı ve pankreas, 

üriner sistem, prostat ve deri kanseri vakalarının çoğunda CD24 ekspresyonu 

görülmüştür. Bu vakalardaki CD24 ekspresyonu, her bir kanser tipindeki iyi huylu 

tümörlere kıyasla malign tümörlerde daha yüksektir. CD24 ekspresyonu ayrıca lenf 

nodülü metastazı ve kötü prognoz ile de ilişkilidir (Lee, Kim, Lee, & Kim, 2009). İleri 

safhadaki pankreatik adenokarsinomalarda, başlangıç safhasına kıyasla daha yüksek 

CD24 ekspresyonu gerçekleştiği tespit edilmiştir. Bu durum, CD24’ün hastalığın 

ilerleme süreciyle ilgili bir belirteç olarak kullanılabileceğini de göstermektedir (Jacob 

et al., 2004). 

2.3.3.2. CD44 

CD44, tek zincirli glikoprotein yapıda bir yüzey adhezyon molekülüdür. CD44, 

hücre-hücre ve hücre-ekstrasellüler matriks (ESM) etkileşimi, büyüme sinyallerinin 

iletimi ve hyaluronik asidin (HA) hücre içine alımı ve yıkımlanmasından sorumludur 

(Naor, Sionov, & Ish-Shalom, 1997). Primer ligandı HA’dır; ancak kollajen, 

fibronekrin, laminin, kondroitin sülfat ve osteopontin ile de etkileşime girebilir (Ponta, 

Sherman, & Herrlich, 2003). HA; sülfatlanmamış, dallanmamış bir 

glikozaminoglikandır. Tekrarlayan disakkarit ünitesi, D-glukoronik asit ve N-asetil-

D-glikozaminden oluşur. 

HA ve diğer ESM bileşenleri için bir reseptör vazifesi gören CD44, çevresel 

değişiklikleri fark ederek kök hücre özelliklerini tetikleyen sinyal iletimini sağlar. 

Örneğin: CD44'ün HA ve metastatik nişin ana bileşeni olan ESM molekülü 

osteopontine bağlanması; Nanog-  sinyal transdüseri ve aktivatörü 3, oktomer 

bağlayıcı dönüştürücü faktör 4 (Oct4) - cinsiyet belirleyici bölge Y – kutusu 2 (SOX2) 

- Nanog veya c-Src yolağını aktive ederek, tümör baskılayıcı proteinlerin 

inhibisyonunu sağlayan mikroRNA 21 ekspresyonunu tetikler. Bu sürecin sonucu 

olarak hücrenin apoptoza girişi engellenir ve kemoterapi direnci oluşur (Bourguignon, 
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Spevak, Wong, Xia, & Gilad, 2009; Y. Yan, Zuo, & Wei, 2015). CD44, KKH 

özelliklerinin sürdürülmesi açısından önemlidir. CD44 baskılandığında Oct4, BMI-1 

ve β-Catenin gibi kök hücre genlerinde de baskılanma görülmüştür (Du et al., 2008). 

Kolon kanseri hücre hatlarında, CD44+ olarak ayrıştırılmış hücrelerde CD44- hücrelere 

kıyasla; CD44 overeksprese edilmiş hücrelerde ise vektör kontrole kıyasla, kök hücre 

belirteçleri olan OCT4, SOX2, Nanog ve Kruppel benzeri faktör 4 (KLF4) 

ekspresyonunun belirgin derecede yüksek çıktığı görülmüştür (Ju, Chiou, & Su, 2014). 

2.3.3.3. Meme ve Pankreas Kanseri Hücre Hatlarında Farklılaşma Kümeleri 

KKH popülasyonların tanımlayabilmek adına, belirli yüzey reseptörlerinin 

yoğunluğu ve kök hücre benzeri faaliyetler arasındaki korelasyon incelenerek hücre 

kimliklendirme çalışmaları yapılmıştır. Bu sayede, günümüzde çoğu doku veya hücre 

hattında bulunan kanser kök hücre potansiyeline sahip hücre toplulukları tespit 

edilebilmektedir. Meme kanserinde profil oluşumu ile ilgili yapılan ilk çalışmada (Al-

Hajj et al., 2003), dokuz hastadan alınan tümör örneklerinin sekizindeki KKH 

popülasyonu CD44+/CD24- olarak belirlenmiştir. Pankreas kanseri üzerine yapılan 

çalışmada ise on hastadan alınan tümör örneklerinde CD44+/CD24+/ESA+ yüzey 

markörü profiline sahip yüksek derecede tümorojenik bir hücre grubu tespit edilmiştir 

(C. Li et al., 2007). 

2.3.4. Kök Hücre Belirteçleri 

OCT4, SOX2, KLF4 ve c-MYC, fare fibroblastlarından kök hücre 

oluşturulmak için kullanılmış belirteçlerdir. Bu belirteçler, farklılaşmış hücrelerden 

kök hücre eldesi için ilk kullanan kişinin adına ithafen Yamanaka faktörleri olarak da 

adlandırılırlar. Bu faktörlerin fibroblastlardaki ekspresyonu tetiklendiğinde, hücreler 

morfolojik ve metabolik olarak embriyonik kök hücre özellikleri göstermeye 

başlamıştır. İnduklenmiş pluripotent kök hücre (iPSC) olarak adlandırılan bu hücreler, 

subkutan enjekte edildiğinde tümör oluşturmuş, blastositlere enjekte edildiğinde ise 

fare embriyonik gelişiminin bir parçası olmuştur (Takahashi & Yamanaka, 2006). 

İlerleyen çalışmalarda yukarıdaki faktörlere ilave olarak Nanog'un da pluripotentliği 

tetikleme amacıyla kullanılabileceği görülmüştür (Yu et al., 2007).  

OCT4, POU5F1 adlı gen tarafından kodlanan bir transkripsion faktörüdür 

(Niwa, Miyazaki, & Smith, 2000). SOX2, DNA bağlayıcı yüksek mobilite grubu 
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(HMG) domaine sahip transkripsiyon faktörlerini üreten ve embriyonik gelişime 

katkıda bulunan, cinsiyet belirleyici bölge Y ilişkili HMG box geni ailesinin bir 

üyesidir (Kamachi, Uchikawa, & Kondoh, 2000). Nanog, farklılaşmamış insan 

embriyonik kök hücrelerin çoğalmasını ve pluripotentliğin indüklenmesini  yöneten 

homeodomain transkripsiyon faktörüdür (Chambers et al., 2003). KLF4; bağırsak, deri 

ve timus epitelinde bulunan bir çinko parmak içeren transkripsiyon faktörüdür (Dang, 

Pevsner, & Yang, 2000). OCT4, iPSC'lerde nukleusa lokalize iken çoğu kanser hücre 

hattında sitoplazmaya lokalizedir. SOX2 ve Nanog'un hem nukleusa hem de 

sitoplazmaya lokalize olduğu görülmüştür. KLF4, iPSC’de nukleusa lokalize iken 

kanser tiplerinde nukleus ve sitoplazmada lokalizasyon görülmüştür (Van Schaijik, 

Davis, Wickremesekera, Tan, & Itinteang, 2018).  

KKH’lerin, embriyonik kök hücrelerlerle olan bir diğer benzerliği, 

pluripotentlik markörleri yönündendir. Embriyonik kök hücrelerde tespit edilmiş olan 

SOX2 ve OCT4 genlerinin ekspresyonunun farklılaşma yönünden zayıf kanserli hücre 

topluluklarında (Ben-Porath et al., 2008) yüksek düzeylerde olduğu gözlenmiştir 

(Schoenhals et al., 2009). OCT4 ve SOX2, pankreatik duktal adenokarsinomada 

(PDAK) (Herreros-Villanueva, Bujanda, Billadeau, & Zhang, 2014); OCT4 ve Nanog 

ise meme kanserinde kötü prognoza işaret etmektedir (Gwak, Kim, Kim, Jang, & Park, 

2017; D. Wang et al., 2014). SOX2 yönünden baskılanan meme kanseri hücrelerinde, 

küre oluşturma kabiliyetinin kontrol grubuna kıyasla azaldığı görülmüştür (Schaefer 

et al., 2015). Bu bulgular, embriyonik kök hücre markörleri taşıyan kanser 

hücrelerinin, KKH olarak sınıflandırılabileceğine dair kanıtlar sunmaktadır. 

2.3.5. Küre Oluşturma Kabiliyeti 

Malignant kök hücre içeren bir hücre topluluğu; yüzey tutunma özelliği 

olmayan plakalarda (ultra low attachment, ULA) serum içermeyen, büyüme 

faktörleriyle desteklenmiş besi yerlerinde çoğaltıldıkları zaman yüzen küre formunda 

yapılar oluştururlar. Bu kürelerin büyük kısmı, kök hücre özelliğine sahip hücrelerden 

oluşur (Fujii et al., 2009). Pankreas (Gou et al., 2007) ve meme (Ponti et al., 2005) 

kanser hücre hatları da total popülasyonlarında bulunan KKH sayesinde, serumsuz ve 

büyüme faktörüyle desteklenmiş besi yerinde çoğaltıldığında küre 

oluşturabilmektedir. Küre oluşturma deneyi, KKH zenginleştirilmesinde ve KKH 
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içeren bir hücre topluluğuna yapılan manipülasyonlar sonrası KKH ile ilgili kalitatif 

ve kantitatif ölçümlerde kullanılmaktadır. 

2.4. Kanser Kök Hücrelerde Etkin Sinyal Yolakları 

K-Ras, Ras süperfamilyası veya Ras-benzeri GTPazlar olarak da bilinen küçük 

guanozin-5'-trifosfat (GTP) bağlayıcı proteinler sınıfına aittir (Jančík, Drábek, 

Radzioch, & Hajdúch, 2010). 1982'de Harvey ve Kirsten Rat Sarkoma virüslerinden, 

hücrelerde transformasyona neden olan p21 proteinini kodlayan gen sekansları (HA-

RAS ve K-RAS) insan genomunda tespit edilmiştir (Chang, Gonda, Ellis, Scolnick, & 

Lowy, 1982; Der, Krontiris, & Cooper, 1982). Doğal tip K-RAS çoğu kanser tipinde, 

kanser oluşumu esnasında yok olan tümör baskılayıcı bir gendir (Z. Zhang et al., 

2001). Normal K-Ras'ın görevinin sonlanması GTP'nin hidrolizi ile gerçekleşirken, tek 

nokta mutasyonu ile onkojenik hale gelen K-Ras'ta GTPaz aktivitesi düşer ve sürekli 

aktif durumda kalır (Kranenburg, 2005). 

Pankreas kanserinde oldukça sık görülen bu mutasyon nedeniyle GTP-bağlı 

konumda aktif kalan protein; Raf/mitojenlerce aktive edilen protein kinaz 

kinaz/ekstrasellüler sinyal ilişkili kinaz (Raf/MEK/ERK) ve fosfoinozitol 3- 

fosfat/fosfataz ve tensin homolog/viral Protein Kinaz B (Akt) homolog/rapamisin 

protein kompleksinin memeli hedefi kompleks 1/glikojen sentaz kinaz-3 

(PI3K/PTEN/Akt/mTORC1/GSK-3) yolaklarını sürekli tetikleyecek konumda kalır. 

Bu durum durdurulamayan hücre büyümesi, apoptozdan kaçış ve kemoterapotik 

etkenlere direnç gibi durumlar ortaya çıkarır (Fitzgerald et al., 2015; Maertens & 

Cichowski, 2014). (D. Li et al., 2002)’ın çalışmasında K-RAS mutasyonu, pankreas 

kanseri vakalarının %80'inden fazlasında, özellikle 12. kodonda guaninden timine 

dönüşüm şeklinde görülmüştür. Meme kanseri hastaları üzerine yapılan bir çalışmada 

incelenen vakaların %13’ünde  K-RAS mutasyonu ortaya koyulmuştur (Hollestelle, 

Elstrodt, Nagel, Kallemeijn, & Schutte, 2007). Sanger Kanser Somatik Mutasyon 

Kataloğu veri tabanı 27/08/2021 güncelleme tarihli 92. versiyonunda ise mutasyon 

oranları PDAK  için %70,03 ,meme duktal karsinoma için %1.45 olarak görülmektedir 

("Sanger", t.y.). Buradan da anlaşılacağı üzere, meme kanserinde RAS mutasyonları 

son derece düşüktür. Ancak, Ras’ın negatif regülatörü olan Ras GTPaz aktive edici 

protein geni RASAL2’nin meme kanserinde mutasyona uğradığı/baskılandığı ve bu 
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durumun tümör gelişimi ve metastazında rol oynadığı tespit edilmiştir (McLaughlin et 

al., 2013).  

K-RAS mutasyonu ve bununla bağlantılı yolaklardaki değişikliklerin tümör 

içerisinde KKH özelliği gösteren hücrelerde daha yüksek seviyede olabileceği çeşitli 

çalışmalarda gösterilmektedir. (C. F. B. Kim et al., 2005)‘ın çalışmasında 

bronşioalveolar kök hücrelerin onkojenik K-RAS’a yanıt verme potansiyelinin yüksek 

olması ve bu hücrelerin mutant K-RAS’a bağlı uyarılmasının, tümör gelişimine 

katkıda bulunduğu görülmüştür. Pankreatik kanserlerde K-RAS inhibisyonu, bir 

mitojenler tarafından aktive edilen protein kinaz (MAPK) alt grubu olan c-Jun NH2- 

terminal kinaz yolağının baskılanmasına ve buna bağlı olarak pankreatik KKH’lerde 

kendini yenileme ve tümör oluşturma kabiliyetlerinde azalmaya neden olmuştur 

(Okada et al., 2014). MAPK/ERK yolağının baskılanması bazal benzeri meme kanseri 

hücre hatlarındaki CD44+/CD24- hücreleri (Balko et al., 2013) ve MCF-7 hücre 

hattındaki ALDH+ hücreleri (Xu et al., 2015) azaltmış ve KKH ile ilintili özelliklerin 

kaybolmasına neden olmuştur. 

2.5. Warburg Etkisi ve Oksidatif Fosforilasyon 

Kanser hücreleri gibi yüksek proliferasyon kabiliyetine sahip hücrelerde 

glikozun laktata dönüşümü son derecede yüksektir. Üstelik bu hücreler, oksijen 

varlığında mevcut glikoz kaynaklarını karbondioksit ve suya parçalayarak daha fazla 

enerji elde edebilme ihtimallerine rağmen, glikolizi tercih ederler. Bu durum, aerobik 

glikoliz veya Warburg etkisi olarak adlandırılmaktadır (Liberti & Locasale, 2016; 

Vander Heiden, Cantley, & Thompson, 2009; Warburg, 1925). Kanser hücrelerinde 

Warburg etkisini açıklamak için çeşitli teoriler ortaya atılmıştır. Bu teorilere göre 

aerobik glikolize yönelim mitokondriyal fonksiyon bozukluğu (Warburg, 1956) veya 

hücre proliferasyonunun maksimum kapasitede sürdürebilmesi gibi sebeplerden 

olabilir. Bir diğer düşünce, aerobik glikolizin tümör tarafından bir kimyasal silah 

olarak kullanıldığını ve tümörün, bu silahın yan etkisi olarak oluşabilecek düşük 

oksijen ortamına uyum sağlamasına yardım ettiğini savunmaktadır. 

Kanser hücrelerinin enerji eldesi için böyle bir yol tercih etmesinin ardında, 

enerji yönünden maksimum faydayı sağlamak yerine hücre popülasyonunun ve 

hakimiyet alanının sürdürülebilirliği gibi nedenler yatmaktadır. Zira, kısıtlı bir enerji 
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kaynağı içeren bir ortamda, düşük verimli olmasına rağmen yüksek derecede enerji 

metabolizmasına sahip olan bir hücre grubu, muadillerine göre rekabette üst sıralara 

geçecektir. Yüksek kapasiteli ancak düşük verimli ATP üretimi, kısıtlı ve ortak 

kaynakların kullanımında tümör dokusunun çevre dokulara kıyasla avantajlı çıkmasını 

sağlayabilir. Enerji eldesi için glikolizin kullanımı, ATP eldesinde kayba sebep olsa 

dahi, büyüme oranını sabit tutarak gerekli enerjinin teminini kolaylaştıracaktır. Zira 

yüksek enerji eldesini sağlayan aerobik respirasyon, aynı zamanda yüksek enerji de 

talep etmektedir çünkü hücresel yıkımlanmanın önüne geçebilmek için süreç 

esnasında oluşan reaktif oksijen türlerinin detoksifiye edilmesi gerekir. Oksijen 

kullanımının düşmesiyle birlikte azalan oksidatif strese yönelik savunma 

mekanizmalarında küçülmeye gidilmesi, enerjinin efektif bir şekilde kütlesel artışa 

yönlendirilmesinde etkili olmakta ve tümörün kaynaklardan mümkün olan en iyi 

şekilde yararlanmasını sağlamaktadır (Slavov, Budnik, Schwab, Airoldi, & van 

Oudenaarden, 2014). 

Glikolizin kaynakları özelleştirmenin yanında rakip elemeye yönelik bir yanı 

olduğunu düşünen yaklaşımlar da mevcuttur. Bu teoriye göre, tümör bölgesindeki 

eksik vaskülerizasyon, oksijen saturasyonunda azalma meydana getirir. Azalan 

oksijenle negatif ilişkili olarak artan glikoliz, beraberinde laktat artışını da getirir. 

Mikroçevrede birikmeye başlayan ve yine dolaşım bozukluğu nedeniyle 

uzaklaştırılamayan laktat, tümör çevresinin pH seviyesinde ciddi bir düşüşe neden olur 

ve çevredeki dokuları yıkımlayarak tümör invazyonunu kolaylaştırır. Bu durum, tümör 

gelişiminin sürdürülebilirliği için enerji kaynaklarından belirli bir düzeyde feragat 

olarak da görülebilir (Estrella et al., 2013). 

2.6. Kanser Kök Hücrelerinde Enerji Metabolizması 

Warburg hipotezinin geliştirilmesiyle elde edilen veriler sayesinde, bugün 

glikoz alımı ve laktat üretimi yüksek hücreler kanserli hücre profilinde kabul 

edilmektedir. Tümör içi heterojenite kavramının ortaya çıkışıyla birlikte, tümörü 

oluşturan hücrelerin metabolik profillerinin detaylı incelenmesi önem kazanmıştır. 

Kanser hücrelerindeki enerji metabolizması yönünden yapılan çalışmalar, KKH’lerin 

keşfi ve tanımlanması ile değişik bir yöne gitmeye başlamıştır. “Sürekli bölünerek 

tümör kitlesini oluşturan, yani çalışma prensibi tümör kitlesinin geri kalanından farklı 

olan bir tümör hücresi topluğunun ihtiyaçları – dolayısıyla metabolizması- tümör 
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kitlesinden farklı olabilir mi?” sorusuna aranan cevaplar, kanser metabolizması ile 

ilgili yeni bilgiler edinmemizi sağlamıştır. 

Bugüne kadar yapılan KKH metabolik profillendirme çalışmaları, farklı 

organlarda şekillenen tümörlerin KKH’lerinin metabolik profillerinin de farklı 

olduğunu göstermiştir. (Sancho et al., 2015)’ın çalışmasında, hastalardan elde edilen 

PDAK hücreleri, yüzen hücre kültürü ve CD133+ olarak ayrıştırılan hücre grubu 

şeklinde KKH gruplarına ayrılmış, bu grupların metabolik profili oksidatif olarak 

belirlenmiştir. (Ciavardelli et al., 2014)’ın yaptığı çalışmada hastalardan alınan tümör 

dokusundan elde edilen meme kanseri hücrelerinin yüzen kültür olarak çoğaltılmış ve 

CD24- olarak ayrıştırılmış hücreler, KKH olarak belirlenmiştir. Bu hücrelerde 

glikolitik aktivite, geri kalan hücrelere göre yüksek çıkmış; glikolizin baskılanması ise 

KKH popülasyonunun azalmasına neden olmuştur. Ancak; aynı kanser tipindeki farklı 

hücre hatları üzerinde farklı zamanlarda yapılan çalışmalarda, metabolik profillerin 

birbirine zıt bir şekilde çıkabilmektedir. Örneğin; laktat ve keton yönünden 

zenginleştirilmiş besi yerinde adherent çoğaltılan MCF-7 hücrelerinde kök hücre 

benzeri hücre sayısında, ayrıca kötü prognoz, nüks, ve metastaz ile ilgili markörlerde 

artış gözlenmiştir. Oksidatif metabolizma baskılanmasının; laktat ve keton sayesinde 

kök hücre özelliği kazandığı düşünülen hücrelerin yok edilmesinde işe yarayabileceği 

öne sürülmüştür (Martinez-Outschoorn et al., 2011). Sonuç olarak; hücre kökenlerinin 

farklı oluşu ve KKH profili olarak belirlenen gruplardaki hücrelerin, birbirleriyle 

tamamen aynı küme içerisinde bulunmamaları, çalışmaların bir örnekliği yönünden 

sorun teşkil etmektedir. Bugün çoğu hücre hattındaki KKH’lerin metabolik profilleri 

hakkında fikir sahibi olunsa da nihai sonuçla ilgili bir mutabakata varılmamıştır. 

Tümör yapısında, vaskülarizasyonun zayıf olduğu hipoksik çekirdekte bulunan 

anaerobik fermentasyon sonucu üretilen laktatın, dolaşımın mevcut olduğu tümör 

bölgesindeki hücrelere oksidatif solunum ara ürünü olarak kullanıldığı bir “tümör 

simbiyozu” düşüncesi de mevcuttur (Nakajima & Van Houten, 2013). KKH metabolik 

profillerinin oksidatif olarak tespit edildiği hücre hatlarında bu durum, aerobik 

KKH’ler ile anaerobik tümör kitlesi arasında bir etkileşim olarak da düşünülebilir. 

Bahsi geçen ihtimalde glikolitik aktivitenin durması, tümör kitle dokusunun 

küçülmesini sağlayacağı gibi, bu dokuyla iş birliği halinde çalışan KKH aktivitesinin 

azalmasına da sebep olacaktır. 
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2.7. Glikoliz 

Glikoliz, toplamda 10 enzim tarafından katalizlenen, glikozun piruvata 

dönüşümü sonucu ortaya çıkan enerji ile ATP ve nikotinamid adenin dinükleotit 

eldesinin sağlandığı metabolik bir yolaktır. Glikoliz, enerji eldesi yönünden 

bakıldığında oksidatif fosforilasyona kıyasla verimsizdir, ancak süreç boyunca ortaya 

çıkan ara metabolizma ürünleri, farklı moleküllerin sentezlendiği yolaklara destek 

sağlamaktadır. 1890’da maya ekstraktı kullanılarak glikozdan etanole dönüşümü 

sağlayan Eduard Buchner, glikolizin hücre dışında da gerçekleşebilecek bir yolak 

olduğunu kanıtlamış ve yolakların yapay koşullarda oluşturularak detaylı bir şekilde 

incelenebileceğini de herkese göstererek, bugün bildiğimiz anlamdaki biyokimyasal 

yolak çalışmalarının öncüsü olmuştur (Kohler, 1971). 20. yüzyılın başlarında ise 

Harden ve Young, ATP’nin düzenleyici etkisini ortaya çıkarmış ve F1,6BP’nin 

yolaktaki rolünü keşfetmişlerdir (Cornish-Bowden, 1997). Glikoliz yolağının 

tamamen çözümlenmesi ise 1940’lı yıllarda gerçekleşmiştir (Kresge, Simoni, & Hill, 

2005).  

2.8. Glikolizin Kontrol Basamakları ve F2,6BP 

Glikolizin 3 adet hız sınırlayıcı basamağı bulunur. Bunlardan ilki, hücreye 

giren glikozu glikoz 6 fosfata çevirerek hücre dışına çıkışını engelleyen hekzokinaz 

enzimidir. PFK-1 enzimi aracılığıyla F6P ve ATP’den F1,6BP ve ADP’nin elde 

edildiği basamak, ikinci hız sınırlayıcı kontrol noktasıdır. PFK-1 glikolize has tek hız 

sınırlayıcı basamak olduğu için büyük önem arz etmektedir. Son kontrol basamağı olan 

fosfoenolpiruvat ve ADP’den piruvat ve ATP eldesinin gerçekleştiği reaksiyonda ise 

piruvat kinaz enzimi rol almaktadır. 

F2,6BP, PFK-1’in bilinen en kuvvetli allosterik aktivatörüdür. 1980'de PFK 

üzerine yapılan bir çalışmada, glukagon hormonunun hepatositlerde PFK üzerinde 

oluşturduğu baskılayıcı etkinin, jel filtrasyonundan geçmiş karaciğer ekstratlarında 

kaybolduğu fark edilmiş; ultrafiltrasyonla elde edilen düşük moleküler ağırlığa sahip 

bir fraksiyonun bu etkiden sorumlu olduğu keşfedilmiştir (Van Schaftingen, Hue, & 

Hers, 1980a). PFK stimülatörü bu molekülün, alkalen fosfatazla ve dilüe asitle 

parçalanabildiği; ayrıca F1,6BP'ye çok yakın bir moleküler ağırlığa sahip olduğu tespit 

edilmiştir (Şekil - 7). Bu çalışmaların ardından, keşfedilen molekül F2,6BP olarak 

tanımlanmıştır (Van Schaftingen, Hue, & Hers, 1980b).  
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Şekil - 7: F1,6BP (National Center for Biotechnology Information, 2021b) ve F2,6BP (National 

Center for Biotechnology Information, 2021a) moleküllerinin iki boyutlu yapıları. 

 

2.9. PFKFB İzoenzimleri 

F2,6BP molekülünün yapım ve yıkımı PFKFB gen ailesine ait enzimler 

tarafından kontrol edilmektedir. Çift fonksiyonlu olarak görev yapan bu enzimler, 

birbirinden bağımsız olarak çalışan iki farklı domaine sahiptir (Rider et al., 2004). 

Enzimin bir ucu kinaz domaini, diğer ucu da fosfataz domaini olarak faaliyet 

göstermektedir (Hasemann, Istvan, Uyeda, & Deisenhofer, 1996). Kinaz domaini 

enzimin N-terminalinde (Kurland, Chapman, Lee, & Pilkis, 1995), fosfataz domaini 

ise C-terminalinde bulunmaktadır (L. Li, Lin, Pilkis, Correia, & Pilkis, 1992). PFKFB 

izoenzimleri PFKFB1-4 genleri tarafından kodlanmaktadır. Karaciğer, kalp ve fetal 

izoenzimleri PFKFB1 (Olson, Uyeda, & McBride, 1989), kalp izoenzimi PFKFB2 

(Hilliker et al., 1991), plasental izoenzim PFKFB 3 (Manzano et al., 1998; Nicholl, 

Hamilton, Sutherland, Sutherland, & Watts, 1997) ve testis izoenzimi PFKFB4 

(Manzano et al., 1999) geni tarafından kodlanmaktadır. 

Kanser türlerinde PFKFB1 izoenziminin etkisi üzerine fazla çalışma 

bulunmamakla birlikte, kanser hücrelerinde  PFKFB1 overekspresyonu 

gözlenmemiştir (Bartrons et al., 2018). Yine de, bütün PFKFB izoenzimleri, belirli 

kanser tiplerine göre değişen bazal seviyelerde eksprese edilmekte ve in vivo ortamda 

hipoksiye değişik seviyelerde yanıt vermektedir (O. Minchenko, Opentanova, & Caro, 

2003). 
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PFKFB2 izoenzimi meme, pankreas, serviks ve akciğer kanseri hücre 

hatlarında mRNA ve protein seviyesinde eksprese edilmektedir. Pankreatik 

adenokarsinomalarda F2,6BP seviyesinin korunması, glikolitik aktivite ve 

proliferasyon için PFKFB2 ekspresyonu gereklidir (Ozcan et al., 2020). 

(Novellasdemunt et al., 2013)'ın yaptığı çalışmada amino asitler tarafından stimüle 

edilen Akt'nin PFKFB2 fosforilasyonuyla F2,6BP sentezini uyardığı gözlenmiştir. 

Ayrıca, ovaryum ve meme kanserinde, tümör baskılayıcı protein 53 (TP53)'ün 

mutasyona uğramamış hali bulunan hücrelerde PFKFB2'nin baskılanması, 

kemoterapotik ajan olan paklitaksele duyarlılığı artırmıştır (Yang et al., 2019). 

Kinaz/fosfataz aktivite oranı en yüksek izoenzim olan PFKFB3 (Sakakibara et 

al., 1997; S. Yan et al., 2019), kanser enerji metabolizmasında üzerine en çok 

çalışılmış olan izoenzimdir. Meme kanseri (Peng et al., 2018), tiroit ve ovaryum 

karsinomu (Atsumi et al., 2002) akciğer adenokarsinomu (X. Li et al., 2018) ve gastrik 

kanser (J. Han, Meng, Xi, Wang, & Wu, 2017) tiplerinde yüksek miktarda PFKFB3 

ekspresyonu görülmüştür. Ayrıca; prostat (J. Wang et al., 2019), kolon (S. Yan et al., 

2019), meme (O’Neal et al., 2016) gibi farklı kanser tiplerinde, PFKFB3’ün terapötik 

hedef olarak alındığı çalışmalar mevcuttur. 

PFKFB3, enerji metabolizmasını düzenlemenin yanısıra; hücre siklusunu, 

apoptozu ve malignant transformasyon belirteci olan tutunma bağımsız büyümeyi 

kontrol eder (Calvo et al., 2006). PFKFB3 inhibisyonu, apoptozu tetikleyen protein 

27'nin (p27), hücre siklusu döngüsünde görevli enzim siklin bağımlı kinaz 1 tarafından 

fosforilasyonunu azaltır. Artan p27, G1 fazından S fazına geçişin bloklanmasına ve 

apoptozun indüklenmesine neden olur (Yalcin et al., 2014). 

PFKFB3 embriyogenez aşamasının başarıyla tamamlanmasında önemli role 

sahiptir. Fare embriyogenezi esnasında PFKFB3'ün genetik olarak inhibisyonu sonucu 

oluşan fonksiyon kaybı; diğer izoenzimler tarafından telafi edilememekte ve 

embriyonik ölüm gerçekleşmektedir (Chesney et al., 2005).  

PFKFB3 ekspresyonu baskılanmasının, uygulanan diğer tedavi yöntemlerinin 

etkisini artırabileceğini gösteren çalışmalar da mevcuttur. Tümör endotelyal 

hücrelerde yüksek miktarda tespit edilen PFKFB3 ekspresyonunun baskılanması; 

tümör içi vaskülerizasyonun normalleşmesine, buna bağlı olarak kemoterapinin 
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etkisinin artmasına ve metastazın azalmasına neden olmaktadır (Cantelmo et al., 

2016).  

Hipoksi ile indüklenen faktör 1 - alfa ile indüklenen PFKFB4 (O. H. 

Minchenko et al., 2005; H. Zhang et al., 2016), çeşitli kanser hücre hatlarında enerji 

metabolizmasını kontrol eden bir diğer izoenzimdir. Akciğer, pankreas, meme, prostat 

ve kolon hücre hatlarını kapsayan bir çalışmada, PFKFB4'ün küçük interferans RNA'sı 

(siRNA) ile baskılanması, yedi hücre hattının altısında intraselüler F2,6BP'i azaltmış; 

PFKFB4 overekspresyonu ise incelenen bütün hücre hatlarında F2,6BP seviyesini 

artırmıştır (Chesney et al., 2014). PFKFB4 ekspresyon artışının, belirli kanser 

türlerinde kötüye gitmeye meyilli prognozla da ilişkili olduğu görülmüştür (Trojan, 

Piwowar, Ostrowska, Laidler, & Kocemba-Pilarczyk, 2018; G. Wang, Li, Xue, & 

Dong, 2020). 

Farklı kanser türlerinde yapılan çalışmalarda PFKFB4 baskılanmasının tümör 

gelişimine negatif etkide bulunduğu tespit edilmiştir. Tiroit kanser hücrelerinde, 

mRNA ekspresyonu artışı gözlenen PFKFB4’ün baskılanması durumunda hücrelerde 

canlılık ve koloni oluşturma kabiliyetinde azalma görülmüştür (Lu et al., 2020). Akut 

monositik lösemide PFKFB4 baskılanması, hücre büyümesini inhibe etmiş ve ilaçla 

indüklenen apoptoza hassasiyeti artırmıştır (G. Wang et al., 2020). 

PFKFB4 aktif glikolitik tümörlerde bir protein kinaz olarak da faaliyet 

gösterebilmektedir. PFKFB4, meme tümörlerinde onkojenik streoid reseptör 

koaktivatör 3'ü fosforilasyon ile aktive eder ve glikolitik akışı purin sentezine 

yönlendirir (Dasgupta et al., 2018). 

2.10. Kanser Kök Hücrelerde PFKFB İzoenzimleri 

PFKFB mRNA ekspresyon analizleri, kanser hücreleri ve KKH'ler arasında 

ilginç bir model ortaya koymaktadır. KKH'ler, kanser hücreleriyle karşılaştırıldığında 

PFKFB3 ekspresyonunda birkaç kat artış olduğu gözlenmiştir. Kanser hücreleri ve 

KKH'lerdeki PKFB3 ekspresyon profilindeki farklılıkların, kanser hücrelerinin kök 

hücre benzeri veya farklılaşmış hücre fenotiplerinden kaynaklandığı ve kanser 

hücrelerini KKH'lerden ayırmanın bir yolunu içerdiği düşünülmektedir (Cieślar-

Pobuda et al., 2015).  
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Gliomalarda RNA interferans yöntemiyle yapılan çalışmalarda, KKH'lerde 

PFKFB4 mRNA ekspresyonu, normal beyin dokusuna kıyasla 10 kat daha yüksek 

bulunmuş, PFKFB4 baskılanması beyin KKH canlılığını, laktat ve ATP üretimini 

azaltmıştır. Tümör örneklerinde PFKFB4 mRNA ekspresyonları yüksek bulunan 

glioblastoma hastalarının hayatta kalma sürelerinin, düşük bulunan gruba kıyasla 

belirgin derecede daha kısa olduğu tespit edilmiştir(Goidts et al., 2012). 
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

3.1. Gereçler 

3.1.1. Hücre Kültürü İçin Kullanılan Malzemeler 

Adherent hücre kültürlerinde kullanılan besi yerleri, katkı maddeleri ve 

manipülasyonlar esnasında kullanılan solüsyonlar, üretici firmaları ve katalog 

numaraları ile Tablo - 2’de gösterilmektedir. 

Kimyasal Üreten firma Ürün menşei Katalog no 

Dulbecco tarafından modifiye 

edilmiş Eagle Medyum (DMEM) 

Capricorn Scientific Almanya DMEM-HA 

Fötal Sığır Serumu (FBS) PAN-Biotech Almanya P30-3306 

At Serumu Biological Industries İsrail  4-004-1A 

Tripsin – Etilendiamin tetraasetik 

asit (EDTA) (0.25 % -- 2.21 mM) 

Multicell Kanada 325-043-EL 

Tripan Mavisi (0.4%) Gibco A.B.D. 15250-061 

Etanol Merck Almanya 1009832511 

Penisilin Streptomisin (100x) Capricorn Almanya PS-B 

PBS Stock Solution (20X) Thermo A.B.D. 28344 

Tablo - 2: Adherent hücre kültüründe kullanılan malzemeler. 

Yüzen hücre kültürlerinde KKH üretimi amacıyla besiyeri ve ilave 

malzemeler, üretici firmalar ve katalog numaraları ile Tablo - 3’te gösterilmektedir 

Kimyasal Üreten firma Ürün menşei Katalog no 

DMEM – F12 (1: 1) (1X) Gibco A.B.D. 11320-033 

İnsan Epidermal büyüme faktörü (EGF) BioVision A.B.D. 4022-500 

İnsan  Fibroblast büyüme faktörü (FGF-2) BioVision A.B.D. 4037-50 

B27 Gibco A.B.D. 17504-044 

İnsan insulini Humulin   

Heparin (0.2%) Stemcell Technologies Kanada 7980 

Penisilin Streptomisin (100x) Capricorn Almanya PS-B 

Tablo - 3: Yüzen hücre kültüründe kullanılan malzemeler. 

Hücrelerin yıkanmasında kullanılan fosfat tamponlu tuz (PBS) çözeltisi, 20X 

PBS çözeltisi distile su ile 20 kat sulandırılıp otoklavda sterilize edilerek hazırlandı. 

3.1.2. siRNA Transfeksiyonu İçin Kullanılan Malzemeler 

Gen ekspresyonunu siRNA transfeksiyonu ile baskılamada lipofeksiyon 

işlemine başvuruldu ve taşıt olarak Lipofectamine RNAiMAX kullanıldı. 

Transfeksiyon işleminde kullanılan siRNA molekülleri Tablo - 4’te gösterilmektedir. 

siRNA Üreten firma Ürün menşei Katalog no 

Kontrol siRNA Thermo A.B.D. 4390847 

PFKFB4 Thermo A.B.D. 4390824 

Tablo - 4: Transfeksiyon işleminde kullanılan siRNA’lar. 
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3.1.3. Protein İzolasyonu ve İmmünoblotlamada Kullanılan Malzemeler 

Protein lizasyonunda Radyoimmünopresipitasyon analizi (RIPA) çözeltisi 

(25mM TrisHCl (pH 7.6), 150mM NaCl, 1% NP-40,1% sodyum deoksikolat, 0.1% 

sodyum dodesil sülfat (SDS)) kullanıldı. Kullanım öncesinde RIPA çözeltisine, 

proteaz ve fosfataz inhibitör karışımı 1: 100 dilüsyon kullanılarak ilave edildi. Protein 

konsantrasyonu, kolorimetrik bir yöntem olan bikinkoninik asit metodu ile (BCA), 

imalatçı protokolü takip edilerek ölçüldü (Thermo, Kat. No: 23227). 

Tris tamponlu tuz, Tween 20 (TBS-T) çözeltisi; 200 mM Tris, 1,5 M Sodyum 

klorür ve %1 Tween-20 ve pH dengeleme amacıyla hidroklorik asit kullanılarak 10X 

depo solüsyon şeklinde hazırlandı. Kullanım için 1X olacak şekilde 10 kat dilüsyon 

uygulandı. Western Blot protein yürütme çözeltisi, 10x Tris/Glycine/SDS Buffer 

solüsyonuna 10 kat dilüsyon uygulanarak kullanıldı. Western Blot protein transfer 

çözeltisi, Transfer Buffer çözeltisi; 10X Tris /Glycine Buffeer depo solüsyonundan 

alınan 1 birim, 7 birim distile su ve 2 birim metanol ile 10 kat dilüe edildi. Western 

Blot bloklama çözeltisi olarak %0,1 TBS-T’de çözdürülmüş %5 yağsız süt tozu 

kullanıldı. Çözeltilerin hazırlanmasında kullanılan kimyasallar ve diğer 

immünoblotlama gereçleri; üretici firmaları ve katalog numaraları ile Tablo - 5’te 

gösterilmektedir. 

Kimyasal Üreten firma Ürün menşei Katalog no:  

RIPA Lysis and Extraction Buffer Thermo A.B.D. 89901 

Protease/Phosphatase Inhibitor Cocktail (100X) Cell Signaling Technologies A.B.D. 5872 

Tris Invitrogen  A.B.D. 15504020 

Sodyum Klorür Merck Almanya 1064041000 

Tween 20 Merck Almanya 8221840500 

Hidroklorik asit (%30) Merck Almanya 1.00318.1000 

10x Tris/Glycine/SDS Buffer Bio-Rad A.B.D. 1610772 

10x Transfer Buffer Thermo A.B.D. 35045 

Mini – PROTEAN TGX Gel Bio – Rad A.B.D. 4561043 

PVDF membran Millipore A.B.D. IPVH00010 

%5 Yağsız süt tozu Sigma A.B.D. M7409 

Molecular Biology Water Lonza İsviçre BE51200 

Luminata Forte HRP Substrate Merck Almanya WBLUF0500 

ECL Prime GE Healthcare A.B.D. RPN2232 

Tablo - 5: Western Blot analizlerinde kullanılan kimyasallar. 
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Western Blot analizinde kullanılan antikorlar, üretici firmaları ve katalog 

numaraları ile Tablo - 6’da gösterilmektedir. 

Antikor Üreten Firma Ürün menşei Katalog no 

PFKFB2 Bioss A.B.D. bs-5005R 

PFKFB3 Proteintech A.B.D. 13763-1-AP 

PFKFB4 Abgent A.B.D. AP8154C 

β-aktin Cell Signaling A.B.D. 8H10D10 

GAPDH Cell Signaling A.B.D. 14C10 

CD24 ABclonal A.B.D. A17444 

CD44 Novusbio A.B.D. NBP1-47386SS 

HRP-konjuge sekonder goat-anti rabbit Cell Signaling A.B.D. 7074S 

HRP-konjuge sekonder goat-anti mouse Cell Signaling A.B.D. 7076 

Tablo - 6: Western Blot analizinde kullanılan antikorlar.  

3.1.4. mRNA Ekspresyon Analizlerinde Kullanılan Malzemeler 

Toplanan hücrelerden, GeneJet RNA Purification Kit kullanılarak ve imalatçı 

protokolü takip edilerek RNA’lar izole edildi (Thermo, Kat No: K0731). Ters 

transkripsiyon (reverse transcription, RT) metodu ile Komplementer DNA (cDNA) 

eldesi High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, 4368814, 

A.B.D.) ile, imalatçı protokolü takip edilerek gerçekleştirildi.  

Ters transkripsiyon kantitatif gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (RT-

qPCR) ile mRNA ekspresyonu analizi için, TaqMan sistemi kullanıldı (Heid, Stevens, 

Livak, & Williams, 1996).  Bu sistem, hedef gen için üretilen komplementer DNA 

(cDNA) ’ya spesifik bir çift PCR primer ve floresan ile işaretlenmiş probdan 

oluşmaktadır. cDNA amplifikasyonu; TaqMan Gen Ekspresyon Master Mix 

(İnvitrogen; Kat. No. 4369016) kullanılarak gerçekleştirildi 

RT-qPCR işleminde kullanılan problar ve katalog numaraları Tablo - 7’de 

gösterilmektedir. Probların tamamı Applied Biosystems (A.B.D.)’dan temin edildi. 

Prob Katalog no 

PFKFB1  Hs00997227_m1 

PFKFB2 Hs01015408_m1 

PFKFB3 Hs00998700_m1 

PFKFB4 Hs00894603_m1 

OCT4 Hs04260367_gH 

SOX2 Hs01053049_s1 

NANOG Hs02387400_g1 

KLF4 Hs00358836_m1 

GAPDH Hs02786624_g1 

Tablo - 7: RT-qPCR’da kullanılan problar. 
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3.1.5. Flow Sitometride Kullanılan Malzemeler 

Hücreler, analiz işlemi için IsoFlow (Beckman Coulter; Kat. No: 8547008) 

isimli izotonik bir çözeltide çözdürüldü. Flow sitometride kullanılan antikorlar ve 

katalog numaraları Tablo - 8’de gösterilmektedir. Antikorların tamamı BD 

(A.B.D.)’den temin edildi. 

Antikor Katalog no:  

APC anti-human CD44  559942 

PE anti-human CD24 555428 

Tablo - 8: Flow sitometri ölçümlerinde kullanılan antikorlar. 

3.1.6. Fruktoz 2,6 Bisfosfat(F2,6BP) Ölçümünde Kullanılan Malzemeler 

Ölçümde kullanılan kimyasallar, üretici firmaları ve katalog numaraları ile 

Tablo - 9’da gösterilmektedir. 

Kimyasal Üreten firma Ürün menşei Katalog no 

Asetik asit Honeywell A.B.D 27225 

4-(2-hidroksietil)-1-piperazineetansulfonik asit (HEPES) Merck Almanya 391340 

Tris Invitrogen A.B.D. 15504020 

Magnezyum asetat Sigma A.B.D. M5661 

F6P Sigma A.B.D. F3627 

Nikotinamid dinükleotid Sigma A.B.D. N9410 

PFK-1 Sigma A.B.D. F6803 

Aldolaz Sigma A.B.D. A2714 

Gliserol-3-fosfat dehidrojenaz Sigma A.B.D. 10127779001 

Triozfosfat izomeraz Sigma  A.B.D. T6258 

Pirofosfat Sigma A.B.D. 221368 

F2,6BP standard solüsyonu Sigma A.B.D. 47822 

Tablo - 9: F2,6BP ölçümünde kullanılan kimyasallar. 

3.1.7. Çalışmalarda Kullanılan Cihazlar 

Çalışmalarda kullanılan cihazlar Tablo - 10’da gösterilmektedir.  

Cihaz adı Marka/model Üretici firma Menşei 

Steril kabin Bio II Advance Telstar İspanya 

Santrifüj NF1200R Nüve Türkiye 

Santrifüj 3K30 Sigma A.B.D. 

Otoklav OT40L Nüve Türkiye 

Otomatik Isı Bloğu MyGenie96 Bioneer Güney Kore 

RT-qPCR cihazı Applied Biosystems StepOne Plus A.B.D. 

UV Görüntüleme cihazı ChemiDoc MP BioRad A.B.D. 

Güç kaynağı(300 Volt) VWR Avantor A.B.D. 

Spektrofotometre Epoch Biotek A.B.D. 

Manyetik Karıştırıcı MSH 300 Biosan Türkiye 

Hassas Terazi CPA225D Sartorius Almanya 

Saf Su Cihazı Simplicity Millipore A.B.D. 

Blok Isıtıcı TS-100 Biosan Türkiye 

İnvert Mikroskop 3032 AccuScope A.B.D. 

İnkübatör Incusafe Panasonic Japonya 

Tablo - 10: Çalışmalarda kullanılan cihazlar. 
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3.2. Yöntemler 

3.2.1. Hücre Kültürü 

3.2.1.1. Adherent Hücre Kültürü 

Çalışmada model olarak PDAK (PANC-1, ATCC, Kat. No. CRL-1469; Mia 

PaCa-2, ATCC, Kat. No. CRL-1420) ve meme (MCF-7, ATCC, Kat. No. CRL-3435) 

hücre hatları kullanıldı. PANC-1 hücreleri %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin 

çözeltisi ve 4,5 g/L glikoz içeren DMEM besi yerinde; Mia PaCa 2 hücreleri %10 FBS, 

%2,5 at serumu, %1 penisilin/streptomisin çözeltisi ve 4,5 g/L glikoz içeren DMEM 

besi yerinde çoğaltıldı. MCF-7 hücrelerinin çoğaltılmasında ise %10 FBS, %1 

penisilin/streptomisin çözeltisi ve 4,5 g/L glikoz içeren DMEM besi yeri kullanıldı.  

Deneyler sırasında hücreler, steril hücre kültürü flask ve plakalarında 37ºC ve %5 

CO2’ye ayarlı nemli inkübatörde tutuldu. Pasajlama için, hücreler steril 1X PBS ile 

yıkandı ve Tripsin/EDTA ile flaskların tabanından kaldırıldı. 

3.2.1.2. Yüzen Hücre Kültürü 

Yüzen hücre kültürü oluşturularak elde edilen küreler, KKH özelliğine sahip 

hücre popülasyonu açısından zengindir (Ponti et al., 2005). Bu nedenle, PANC-1, Mia 

– PaCa 2 ve MCF-7 hücre hatlarında adherent olarak üretilen hücrelerin bir kısmının, 

KKH içeren popülasyonun total popülasyona oranını artırmak amacıyla ULA 

plakalarda, küre oluşturarak üremesi sağlandı. Hücre kültüründe pasajlama esnasında 

tripsinle kaldırılan hücrelerin bir kısmı ayrılıp santrifüj edilerek besi yeri uzaklaştırıldı 

ve KKH besiyeri olarak hazırlanan %2 B27 Serumsuz Katkı, 20 ng/ml EGF 

Rekombinant İnsan Protein solüsyonu, 10 ng/ml FGF Rekombinant İnsan Protein 

Solüsyonu, %1 penisilin/streptomisin solüsyonu ve 2 μg/ml %0,2 Heparin içeren 1: 1 

DMEM-F12'de çözdürüldü. Hücre süspansiyonunu 300xg’de 5 dakika santrifüj 

edildikten sonra süpernatantı uzaklaştırıldı. Pellet 3 ml hacimde KKH besi yeri 

içerisinde çözdürüldü. Hücreler Thoma lamında sayıldıktan sonra, süspansiyon hacmi 

mililitrede 1x106 hücre olacak şekilde yeniden ayarlandı. Hücreler, mililitrede 1x104 

hücre olacak şekilde, 6 kuyulu ULA plakanın her bir kuyusuna, 4 ml KKH besi yeri 

süspansiyonu içerecek şekilde ekildi. 7 gün inkübe edilen hücrelere, ekimin 3. gününde 

2 mililitre KKH besi yeri eklendi. 

Küreler, 7. günün sonunda 15 ml’lik santrifüj tüpüne aktarıldı. Kürelerin 

yerçekimi ile çökmeleri için santrifüj tüpü oda sıcaklığında 10 dakika bekletildi. 
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Süpernatant, tüpün dibinde yaklaşık 200 μl besiyeri kalıncaya kadar uzaklaştırıldı. 

Tüpe 7 ml PBS eklenip 10 dakika bekletildikten sonra süpernatant, tüpün dibinde 

yaklaşık 200 μl PBS kalıncaya kadar uzaklaştırıldı. Tüpe 1 ml Tripsin –EDTA 

eklenerek 2 dakika, oda sıcaklığında bekletildi. Tripsin ile muamele etme aşamasında 

30 saniyede bir pipetaj yapılarak küreler süspanse halde tutuldu. Tekli hücre 

süspansiyonu oluşturmak için 1000 μl lik pipet ucuyla kürelere pipetaj yapıldı. Pipetaj 

işlemi sonrası KKH besi yeriyle tripsin nötralize edildi. Hücre sayısı ve canlılık oranı 

belirlendikten sonra, hücre süspansiyonu 300×g’de 5 dakika santrifüj edildi. 

Süpernatant atıldıktan sonra 1x106 hücre/ml olacak şekilde KKH besi yeri ile yeniden 

süspanse edildi. Hücreler ULA plakaya, 1x104 hücre/ml olacak şekilde 4 ml KKH besi 

yeri süspansiyonu şeklinde yeniden ekildi. 

3.2.2. siRNA Transfeksiyonu 

Transfeksiyon işleminde lipofeksiyon taşıtı olan Lipofecatamine RNAiMAX, 

imalatçı protokolü uygulandı. DMEM kullanılarak farklı tüplerde seyreltilen siRNA 

ve taşıt, yeni bir tüpte 1: 1 oranında karıştırıldı ve siRNA (30 nM) transfeksiyon 

çözeltisi elde edildi. Bu karışım, yaklaşık %50 yaygınlığa sahip hücrelere besi yeri 

değişiminin ardından bütün yüzeye eşit şekilde damlatılarak uygulandı. 

3.2.3. mRNA Ekspresyon Analizleri 

Hücre örneklerinden RNA saflaştırma kiti kullanılarak izole edilen toplam 

RNA miktarı, 260 nm’de spektrofotomerik ölçümle belirlendi. RNA`daki mRNA 

fraksiyonundan cDNA eldesi cDNA ters tranksripsiyon kiti kullanılarak 

gerçekleştirildi. Elde edilen cDNA`lar ilgili genlerin ekspresyonlarının kantitasyonu 

için gerçekleştirilecek RT-qPCR analizinde alıp olarak kullanıldı. 1 ɥg total RNA, 

oligo dT primer, deoksinükleotid trifosfat, ters transkriptaz ve RNaz inhibitörü içeren 

20 ɥl`lik karışım 25°C/10 dakika (Aşama 1), 37°C/120 dakika (Aşama 2) ve 85°C/5 

dakika (Aşama 3)’ ya ayarlı PCR programında RT işlemine tabi tutuldu. 

1: 20 oranında dilüe edilmiş cDNA, GoTaq Master Mix karışımı ve tespit 

edilecek gene ait prob içeren karışım, 95°C/20 saniye (Aşama 1), 95°C/1 dakika 

(Aşama 2) ve 60 °C/20 saniye (Aşama 3) programına ayarlı RT-qPCR cihazında 

reaksiyona tabi tutuldu. İkinci ve üçüncü aşamalar, 45 kere tekrarlandı. Reaksiyonlar 

StepOnePlus cihazı kullanılarak gerçekleştirildi ve StepOne Software versiyon 2.3 ile 
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analiz edildi. Elde edilen amplifikasyon eğrilerinden döngü eşiği (Ct) değerleri 

kullanılarak hedef genlerin mRNA ekspresyon düzeylerindeki nispi değişimler 2-ΔΔCt 

metodu ile hesaplandı (Livak & Schmittgen, 2001). Hesaplamalarda gliseraldehit 3-

fosfat dehidrojenaz (GAPDH) probu internal amplifikasyon kontrolü olarak kullanıldı. 

3.2.4. Protein İzolasyonu ve Western Blotlama 

3.2.4.1. Total Protein İzolasyonu 

Adherent hücre gruplarında, hücreler tripsin ile kaldırıldıktan sonra +4° C’de santrifüj 

edilerek hücre pelleti elde edildi. Küre hücrelerinde ise, küreler dibe çöktürüldükten 

sonra tripsinizasyon ve pipetaj uygulanarak parçalandı; elde edilen hücre süspansiyonu 

+4° C’de santrifüj edilerek hücre pelleti elde edildi. Pelletlere protein lizis çözeltisi 

eklenerek çözelti içinde çözünene kadar pipetaj uygulandı. Elde edilen protein 

çözeltileri 15 dakika buzda bekletildikten sonra, membran ve çözeltide erimeyen 

atıkların dibe çöktürülmesi için 15000×g’de, 4 C’de 10 dakika santrifüj edildi. 

Süpernatant, total protein lizatı olarak ayrıştırıldı. Örnekler arasında total protein 

konsantrasyonu yönünden fark oluşmaması amacıyla, protein eldesinin ardından 

protein konsantrasyonu, BCA metodu ile ölçüldü. 30 dakika 37˚C’de inkübasyonun 

ardından, mikroplaka okuyucu cihazda 562 nm dalga boyu kullanılarak optik 

absorbans değerleri elde edildi. Bu sonuçlar, standart grafiğine göre konsantrasyon 

değerlerine çevrilerek örneklerin protein konsantrasyonları lizis çözeltisi ile eşitlendi 

(Şekil - 8). Ardından Western blot analizi için SDS- Poliakrilamid Jel Elektroforezi 

yükleme tamponu ile 1: 1 oranında karıştırılarak 95ºC’de 5 dakika süreyle denatüre 

edildi.  
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Şekil - 8: Protein konsantrasyon ölçümünde referans olarak kullanılan BCA standart 

solüsyonunun absorbans/konsantrasyon grafiği. 

 

3.2.4.2. Western Blotlama 

Eşit miktarda protein içeren (25 μg) örnekler, %10 Mini – PROTEAN TGX 

poliakrilamid jellere yüklendi. Elektroforezin ardından jeller, polivinilidin florür 

(PVDF) membranlara transfer edildi. Transfer sonrasında membranlar Western Blot 

bloklama çözeltisi ile 1 saat süreyle bloklandı. Membran üzerindeki ilgili proteinler 

spesifik primer antikorlar ve Bayır Turpu Peroksidazı (HRP)-konjuge sekonder goat-

anti rabbit veya goat-anti mouse IgG ile inkübe edilip kemilüminesans ayıraç ile 

muamele edildikten sonra görüntüleme cihazında analiz edildi. Primer antikorlarda 

1/500-1000 dilüsyon kullanıldı. Sekonder antikor için dilüsyon oranı 1/5000-30000 

olarak belirlendi. Membranlar primer antikorlarda +4°C`de gece boyu, sekonder 

antikorlarda ise oda ısısında 1 saat bekletildi. Antikor inkübasyonlarından sonra 

membranların yıkanması TBS-T ile yapıldı. 

3.2.5. Flow Sitometri 

Ayrıştırılarak tek hücre süspansiyonu haline getirilen adherent ve yüzen 

hücreler, 1x106 /1 ml yoğunlukta olacak şekilde, çoğaltılmaları esnasında kullanılan 

besi yerlerinde çözdürüldü. Her hücre grubu için iki farklı tüp oluşturuldu. Hazırlanan 

hücre süspansiyonundan iki ayrı tüpe 100 μl eklendi. İlk tüp, hücre kontrolü olarak 

kullanılmak üzere boş bırakıldı. İkinci tüpe, allofikosiyanin (APC) anti-mouse CD44 

ve fikoeritrin (PE) anti-mouse CD24 antikorları sırasıyla 1: 200/1: 20 konsantrasyonda 

eklendi ve oda sıcaklığında, karanlık ortamda 15 dakika bekletildi. İnkübasyonun 
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ardından 500xg’de 5 dakika boyunca santrifüj edilen hücrelerin süpernatantları 

uzaklaştırılarak, 1 ml İzoflow çözeltisi içinde yeniden çözdürüldü ve flow sitometri 

cihazında analiz edildi (Beckman Coulter Navios EX). Cihazdan alınan veri Kaluza 

Analysis versiyon 2.1 ile işlendi. Çalışmada, KKH profili olarak MCF-7 hücre hattı 

için CD24+/CD44+ (Al-Hajj et al., 2003), MIA PaCa-2 hücre hattı için CD24-/CD44+ 

(Gradiz et al., 2016), PANC-1 hücre hattı için de CD24+/CD44+ (Yin et al., 2011) 

yüzey markörü profili kullanıldı. 

3.2.6. Fruktoz-2,6-Bisfosfat Ölçümü 

Hücreler soğuk PBS ile iki kez yıkandıktan sonra 100 mM NaOH 

solüsyonunda 80 °C’de 5 dk lize edildi. 1 M asetik asit ve 1 M HEPES kullanılarak 

lizatların pH’sı 7.2 olacak şekilde ayarlandı. Örneklerin Fru-2,6-BP konsantrasyonu, 

(Schaftingen & Hers, 1980)’in protokolünden uyarlanan yöntemle kinetik 

spektrofotometrik olarak belirlendi. Kısaca, örnekler 25 ˚C’de 10 dakika boyunca; 50 

mM Tris, 2mM Mg+2,1 mM Fruktoz-6-fosfat, 0,15 mM nikotinamid dinükleotid, 10 

kU/l Pirofosfat-bağlı PFK-1, 0,45 kU/l aldolaz, 0,5 kU/l tirozfosfat izomeraz, 1,7 kU/l 

gliserol-3-fosfat dehidrojenaz ve 0,5 mM pirofosfat bulunan ortamda inkübe edildi. 

0,5 mM pirofosfat eklenmesiyle başlatılan reaksiyon boyunca dakikada bir 339 

nanometre dalga boyunda absorbans değerleri ölçüldü. Örneklerin Fru-2,6-BP 

konsantrasyonları, ölçülen standartlara göre hazırlanmış grafiğe göre hesaplandı (Şekil 

- 9) ve total protein düzeylerine normalize edildi. 

 

Şekil - 9: F2,6BP standart absorbans değişim hızı/konsantrasyon grafiği. 
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3.2.7. Yumuşak Agarda Koloni Formasyonu 

Yumuşak agar deneyleri, hücrelerin yüzeye tutunmadan yarı katı bir ortamda 

3 boyutlu üreyerek koloni oluşturma potansiyellerinin değerlendirildiği çalışmalardır. 

Koloni oluşumu sonucu gözlemlenen klonojenik aktivite, deney grubundaki KKH 

popülasyonunun bir indikatörü olarak görülebilir (Rajendran & Jain, 2018).  

6 kuyulu hücre kültürü plakasına, %0,6 yoğunlukta agaroz içeren besiyerinden 

1,5 ml olacak şekilde eklendi ve oda sıcaklığında katılaşıncaya kadar bekletildi. 

Ardından, %0,3 konsantrasyonda agaroz ve 7500 hücre/kuyu yoğunluğunda hücre 

içeren besiyeri hazırlandı. Agaroz-hücre karışımı, donmuş %0,6 agaroz-besiyeri içeren 

her bir kuyuya 1,5 ml eklendi. Hücreler 45 dakika oda ısısında bırakıldıktan sonra 

inkübatörde 3 hafta boyunca çoğaltıldı. Kuyulara haftada bir kez besi yeri ilavesi 

yapıldı. 3 haftanın ardından, kuyulardaki sıvı besi yeri uzaklaştırıldı ve %0.2 kristal 

viole çözeltisi eklendi. Yarım saat sonra boya uzaklaştırıldı ve kuyular PBS ile yıkandı. 

Boyanan kolonilerinn görüntüleri kaydedildi; koloniler Image J versiyon 1.53e 

(Schneider, Rasband, & Eliceiri, 2012) ile sayı ve çap yönünden incelendi. 

3.2.8. Klonojenik Analiz 

Tümör hücrelerinde onkojenik potansiyelin tespiti amacına yönelik bir diğer 

deney de klonojenik analizdir. Yumuşak agar koloni formasyonundan farklı olarak bu 

deneyde, hücre kültürü plakalarına adherent olarak ekilen hücrelerin koloni oluşturma 

potansiyeli gözlenmektedir. 

Hücreler 24 kuyulu hücre plakalarına, 300 hücre/kuyu olacak şekilde ekilerek 

7 gün boyunca inkübatörde çoğaltıldı. Hücrelerin besi yerleri en az 3 günde bir 

değiştirildi. Bir haftalık inkübasyonun ardından, kuyulardaki besi yeri uzaklaştırılarak 

hücreler metanol ile -20˚ C’de 10 dakika süreyle fikse edildi. Fiksasyon işlemini 

takiben, kuyulara metanolde çözünmüş %0.2 kristal viole çözeltisi eklenerek 10 

dakika boyunca bekletildi. Boya uzaklaştırıldıktan sonra kuyular PBS ile yıkandı. 

Kolonilerin mikroskopik ve makroskopik görüntüleri kaydedildi; koloniler Image J 

versiyon 1.53e (Schneider et al., 2012) ile sayı ve çap yönünden incelendi. 
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3.2.9. İnvazyon Analizi 

İnvazyon kabiliyeti, KKH’ler için ayırıcı olan özelliklerden biridir (Mani et al., 

2008; Thomas et al., 2016). Bu analizde; in vitro ortamda bazal lamina koşullarını 

oluşturabilen Matrigel (Corning; Kat. No. 354234) ve 24 kuyulu, 8 ɥm Polietilen 

tereftalat membran bulunduran Boyden invazyon hazneleri (Corning; Kat. No. 

354578) kullanılarak, hücrelerin invazyon kabiliyeti kıyaslandı. 

İnvazyon haznelerinin tabanı, 1 μg/ml konsantrasyona seyreltilmiş olan 

Matrigel ile kaplandı ve 2 saat süreyle inkübe edildi. Tripsinizasyon ile kaldırılan ve 

%0,5 FBS içeren besi yerinde çözdürülen hücreler, 500 μl besi yerinde 50000 hücre 

olacak şekilde seyreltilerek,  invazyon haznelerinin üst bölmelerine aktarıldı. 

Haznelerin alt bölmelerine, kemoatraktan olarak 750 μl %10 FBS içeren besi yeri 

eklendi  ve hücreler 37 °C’de % 5 CO2 içeren ortamda 24 saat inkübe edildi. 

İnkübasyonun ardından, insertlerin içerisindeki besi yerleri uzaklaştırıldı. Haznenin 

üst kısmında kalan hücrelerin temizlenmesi amacıyla, PBS ile ıslatılmış pamuklu 

çubuk kullanılarak haznelerin iç kısmı PBS ile yıkandı. İnvaze olan hücreler metanolde 

5 dakika fikse edilerek %0.2 kristal viole ile 15 dakika boyandı. Boyanan hücreler, ışık 

mikroskobunda 20X’lik objektif altında, en az 3 sahadan fotoğraflandı. Elde edilen 

fotoğraflardan, ImageJ versiyon 1.53e (Schneider et al., 2012) ile hücre sayımı yapıldı 

ve sonuçlar yüzdelik değişim olarak hesaplandı. 

3.2.10. Küre Oluşturma  

Hücrelerdeki KKH içeriğinin kantitatif kıyaslanması amacıyla yapılan 

deneyde; hücre flasklarında iki boyutlu olarak üretilen hücreler tripsin ile 

kaldırıldıktan sonra, KKH besi yeri kullanılarak 25000 hücre/ml olacak şekilde 

seyretilerek ULA plakalara ekildi ve 37°C’de % 5 CO2 içeren ortamda 7 gün boyunca 

çoğaltıldı.. Oluşan poliklonal küreler, ışık mikroskobunda fotoğraflanarak  

Micrometrics SE Premium versiyon 4.5.1 ile alanları ölçüldü. Küreler, sayı ve alan 

yönünden incelendi. 
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3.2.11. ONCOMINE Analizi 

ONCOMINE; çeşitli hücre hatları ve kanser tiplerinden elde edilen mikro array 

verilerinin toplandığı, veri madenciliğine müsait formda işlendiği ve görselleştirildiği, 

kamuya açık bir platformdur ("ONCOMINE", t.y.). Kanserli dokularda PFKFB1 ve 

PFKFB4 ekspresyonlarının normal dokulara kıyaslanması amacıyla ONCOMINE 

veritabanı araştırması yapıldı. Pankreas kanseri için “Ishikawa” (Ishikawa et al., 

2005), meme kanseri için “Curtis”(Curtis et al., 2012) olarak adlandırılan veri setleri 

kullanıldı. 

3.2.12. İstatistiksel Analizler 

Kantitatif veriler; normal dağılım gösteren gruplarda “ortalama ± standart 

sapma”, normal dağılım göstermeyen gruplarda “ortalama ± standart sapma (medyan, 

çeyrekler açıklığı (IQR))” olarak ifade edildi. RT-qPCR istatistiksel analizlerinde 

ΔΔCt, RT-qPCR grafiklerinde mRNA ekspresyonu kat değişim (2- ΔΔCt) verileri 

kullanıldı. İstatistiksel analizlerde, varyansları eşit olmayan iki grubun, çift kuyruklu 

parametrik testi (Welch test) veya non-parametrik testi (Mann-Whitney) kullanıldı. p 

değerinin 0.05`den küçük olması istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi. İstatistiksel 

analizler ve veri görselleştirme R versiyon 4.0.3 (R Core Team, 2020) ile yapıldı. 

Grafiklerin oluşturulmasında tidyverse (Wickham et al., 2019), ggpubr (Alboukadel 

Kassambara, 2020) ve ggpmisc (Pedro J. Aphalo, 2021) kütüphanelerinden 

yararlanıldı. Grafiklerdeki istatistiksel farklılıklar “*” ile işaretlenerek gösterildi.  p  

değerinin 0,05’ten 0.01’e kadar olduğu durumlarda “*”,  p  değerinin 0,01’den  0,001’e 

kadar olduğu durumlarda “**”, 0,001’den küçük olduğu durumlarda “***” işareti 

kullanıldı. Aralarında anlamlı bir farklılık bulunmayan değerler üzerinde işaretleme 

yapılmadı. 
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4. BULGULAR 

4.1. Yüzen ve Adherent Hücre Kültürlerinde PFKFB İzoenzim 

Ekspresyonlarının Kıyaslanması 

Farklı metotlarla üretilen hücre hatlarındaki bazal PFKFB izoenzim seviyeleri 

mRNA ve protein düzeyinde incelendi. PANC-1, Mia PaCa-2 ve MCF-7 hücre 

hatlarından, hücre kültürü plakalarında adherent (Adh) ve ULA plakalarda yüzen 

kültür (YK) olarak çoğaltılan iki deney grubu oluşturuldu. Gruplardan izole edilen 

mRNA protein örnekleri; PFKFB1, PFKFB2, PFKFB3 ve PFKFB4 ekspresyonu 

yönünden RT-qPCR ile kıyaslandı. Bütün hücre hatlarında adherent hücre gruplarının 

ekspresyonu 1 kabul edilerek yüzen kültürlerdeki kat değişim miktarları, adherent 

gruplara göre relatif olarak hesaplandı. 

Ekspresyonlar PANC-1 hücre hattında PFKFB1 Adh: 1 ± <0,001, YK: 3,64 ± 

0,4 (p=0,038), PFKFB2 Adh: 1 ± 0,0002, YK: 1,34 ± 0,0188 (p=0,021), PFKFB3 Adh: 

1 ± 0,0092, YK: 1,5 ± 0,0205 (p=0,002), PFKFB4 Adh: 1 ± 0,0087, YK: 5,71 ± 0,155 

(p=0,003) olarak belirlendi (Şekil - 10). PANC-1 hücre hattında, yüzen hücre 

kültüründe bütün PFKFB izoenzimlerinin mRNA ekspresyonu kat değişiminde artış 

görüldü.  

 

Şekil - 10: PANC-1 hücre hattında Adh ve YK hücrelerin PFKFB izoenzim mRNA 

ekspresyonları. β-aktin endojen kontrol olarak kullanıldı. 
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MIA PaCa-2 hücre hattında PFKFB1 Adh: 1 ± 0,0004, YK: 1,23 ± 0,0038 

(p=0,006), PFKFB2 Adh: 1 ± 0,0004, YK: 0,9 ± 0,0031 (p=0,014), PFKFB3 Adh: 1 ± 

0,001, YK: 0,98  ± 0,0031 (p=0,06), PFKFB4 Adh: 1 ± 0,201, YK: 1,2 ± 0,0041 

(p=0,045) olarak belirlendi (Şekil - 11). Mia PaCa-2 hücre hattında, yüzen hücre 

kültüründe, adherent hücrelere kıyasla PFKFB2 izoenziminde azalma, PFKFB1 ve 

PFKFB4 izoenzimlerinde artış görüldü. 

 

Şekil - 11: MIA PaCa-2 hücre hattında Adh ve YK hücrelerin PFKFB izoenzim mRNA 

ekspresyonları. GAPDH endojen kontrol olarak kullanıldı.  

 

MCF-7 hücre hattında PFKFB1 Adh: 1 ± 0,0175, YK: 0,89 ± <0,001 

(p=0,069), PFKFB2 Adh: 1 ± 0,0465, YK: 0,4 ± 0,0164 (p=0,002), PFKFB3 Adh: 1 ± 

0,0045, YK: 0,42 ± 0,0158 (p=0,018), PFKFB4 Adh: 1 ± <0,001, YK: 0,89 ± 0,0331 

(p=0,137) olarak belirlendi (Şekil - 12). MCF-7 hücre hattında, yüzen hücre 

kültüründeki PFKFB2 ve PFKFB3 izoenzim mRNA kat değişiminin, adherent kültüre 

göre daha düşük olduğu gözlendi. Diğer izoenzimlerde istatistiksel olarak anlamlı bir 

farklılık görülmedi. 
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Şekil - 12: MCF-7 hücre hattında Adh ve YK hücrelerin PFKFB izoenzim mRNA ekspresyonları. 

GAPDH endojen kontrol olarak kullanıldı.  

 

RT-qPCR deneyinde gözlemlenen PFKFB1 ve PFKFB4 artışının ardından, 

odaklanılacak izoenzimin seçiminde ONCOMINE veritabanı analizine başvuruldu. 

Meme ve pankreas dokusunda kanserli dokularla normal dokular arasındaki PFKFB1 

ve PFKFB4 kat değişimlerini gösteren iki çalışma seçildi. 

İncelenen çalışmalarda meme karsinomunda, meme dokusuna kıyasla PFKFB1 

mRNA ekspresyonunun 2,04 kat azaldığı (p=1) (Şekil - 13A) ; PFKFB4 

ekspresyonunun ise 2,006 kat arttığı (p<0,001) (Şekil - 13B) belirlendi. Pankreatik 

duktal hücrelerde, PDAK hücrelerine kıyasla PFKFB1 mRNA ekspresyonunun 1,002 

kat arttığı (p=0,498) (Şekil - 14A); PFKFB4 ekspresyonunun ise 1,115 kat arttığı 

belirlendi (p=0,28) (Şekil - 14B). Meme kanserinde PFKFB4 ekpresyonunun normal 

dokuya kıyasla anlamlı derecede arttığı görüldü. Pankreas kanserinde ise PFKFB1 ve 

PFKFB4 ekspresyonlarında normal dokulara kıyasla anlamlı bir farklılık olmadığı, 

ancak PFKFB4 kat değişiminin PFKFB1’e nispeten daha yüksek olduğu görüldü. 

Yapılan çalışma sonucunda, PFKFB4 izoenzimi seviyesinde yapılacak 

değişikliklerin olası etkilerinin gözlenmesine karar verildi. 
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Şekil - 13: ONCOMINE meme veri setinde PFKFB1 (A) ve PFKFB4 (B) mRNA ekspresyonları.  

        

 

    

Şekil - 14: ONCOMINE pankreas veri setinde PFKFB1 (A) ve PFKFB4 (B) mRNA 

ekspresyonları.  
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4.2. Yüzen ve Adherent Hücre Kültürlerinde F2,6BP Seviyelerinin 

Kıyaslanması 

PANC-1, MIA PaCa-2 ve MCF-7 hücre hatlarında adherent ve yüzen kültür 

olarak çoğaltılan deney grupları, F2,6BP miktarları açısından kıyaslandı. Hücre 

gruplarının Fru-2,6-BP değerleri, PANC-1 hücre hattında Adh: 35,05 ± 5,37 pmol/mg 

protein, YK: 44,59 ± 12,36 pmol/mg protein (p=0,3) (Şekil - 15A), MIA PaCa-2 

hattında Adh: 29,6 ± 5,89 pmol/mg protein, YK: 117,85 ± 12,77 pmol/mg protein 

(p=0,033) (Şekil - 15B), MCF-7 hücre hattında Adh: 38,76 ± 5,42 pmol/mg protein,  

YK: 54,29 ± 4,89 pmol/mg protein (p=0,187) (Şekil - 15C) olarak belirlendi. MIA 

PaCa-2 hücre hattında yüzen hücre kültüründe F2,6BP seviyesinde artış görüldü. 

Diğer hücre hatlarında istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık tespit edilmedi. 

A B C  

Şekil - 15: PANC-1 (A), MIA PaCa 2 (B) ve MCF-7 (C) hücre hatlarında Adh ve YK hücrelerin 

hücre içi F2,6BP değerleri. Ölçülen değerler hücrelerin protein konsantrasyonlarına normalize edildi 

ve pmol/mg protein olarak gösterildi.  

 

4.3. Yüzen ve Adherent Hücre Kültürlerinde KKH Özelliği Gösteren Hücre 

Miktarlarının Kıyaslanması 

PANC-1, MIA PaCa-2 ve MCF-7 hücre hatlarında adherent ve yüzen kültür 

olarak çoğaltılan deney grupları, içerdikleri KKH profiline uyan hücreler yönünden 

kıyaslandı. 
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4.3.1. Hücre Kültürlerinin KKH İle Karakterize Yüzey Reseptör Ekspresyonları 

Yönünden Kıyaslanması 

CD’lerin eksprese edilme miktarına göre profil oluşturma, herhangi bir hücre 

hattı veya dokudan elde edilen hücre süspansiyonundaki KKH’leri ayırmanın 

yollarından birisidir. PANC-1, MIA PaCa-2 ve MCF-7 hücre hatlarında adherent ve 

yüzen kültür olarak çoğaltılan deney gruplarındaki hücreler, tripsin ve mekanik 

ayrıştırma ile tek hücre süspansiyonu haline getirildi ve CD24 ve CD44 yüzey 

markörleri ekspresyonları yönünden flow sitometri ile incelendi. 

PANC-1 hücre hattında yüzey markör ekspresyonlarının, kapı alınan 

hücrelerdeki yüzde cinsinden miktarı: Adh CD24+: % 3,9, YK CD24+: %12,7 

(p=0,001), Adh CD44+: %95,2, YK CD44+: %100 (p=0,004), Adh CD24+/CD44+: 

%3,6, YK CD24+/CD44+: %12,7 (p=0,001) (Şekil - 16). PANC-1 hücre hattında, 

yüzen hücre kültüründe KKH markörü olan 24+/44+ hücrelerin, adherent hücre 

kültürüne kıyasla fazla olduğu görüldü. 

 

Şekil - 16: CD24 ve CD44 yüzey markörlerinin; PANC-1 hücre hattında Adh ve YK hücrelerdeki 

miktarının yüzde olarak ifadesi.  

A-+: CD44-/CD24+ , A--: CD44-/CD24-, A+-: CD44+/CD24-, A++: CD44+/CD24+. 

 

MIA PaCa-2 hücre hattında yüzey markör ekspresyonlarının, kapı alınan 

hücrelerdeki yüzde cinsinden miktarı: Adh CD24+: %4,3, YK CD24+:1,2 % (p=0,017), 

Adh CD44+: %99,1, YK CD44+: 100 % (p=0,138), Adh CD24+/CD44+: %3,5, YK 

CD24+/CD44+: %1,2 (p=0,03). MIA PaCa-2 hücre hattında yüzen hücre kültüründe 

24+/44+ hücre sayısında azalma görüldü (Şekil - 17). 
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Şekil - 17: CD24 ve CD44 yüzey markörlerinin; MIA PaCa-2 hücre hattında Adh ve YK 

hücrelerdeki miktarının yüzde olarak ifadesi. 

B-+: CD44-/CD24+ , B--: CD44-/CD24-, B+-: CD44+/CD24-, B++: CD44+/CD24+. 

 

MCF-7 hücre hattında yüzey markör ekspresyonlarının, kapı alınan 

hücrelerdeki yüzde cinsinden miktarı: Adh CD24+: %99, YK CD24+: % 97,7 (p=0,09), 

Adh CD44+: % 99,5, YK CD44+: % 93,3 % (p=0,004), Adh CD24-/CD44+: %0,7, YK 

CD24-/CD44+: %1,6 (p=0,157). MCF-7 hücre hattında, yüzen kültürde 24-/44+ hücre 

sayısında artış görüldü ancak istatistiksel olarak anlamlı bir fark olmadığı tespit edildi 

(Şekil - 18). 

 

Şekil - 18: CD24 ve CD44 yüzey markörlerinin; MCF-7 hücre hattında Adh ve YK hücrelerdeki 

miktarının yüzde olarak ifadesi. 

 B-+: CD44-/CD24+, B--: CD44-/CD24-, B+-: CD44+/CD24-, B++: CD44+/CD24+. 
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Flow sitometri ile yapılan hücre profili oluşturma işleminin ardından, yüzey 

reseptörlerinin protein seviyesindeki incelenmesi Western Blot analizi ile yapıldı. 

Relatif kantitasyon hesaplanmasında, bütün hücre hatlarında adherent hücre kültürü 

kontrol grubu olarak belirlendi ve ekspresyonları 1 kabul edildi. Ekspresyonlar PANC-

1 hücre hattında CD44 Adh: 1 ± 0,01, YK: 0,47 ± 0,01 (p<0,001), CD24 (70 kDa) 

Adh:1 ± 0,01, YK: 0,31 ± 0,01 (p<0,001), CD24 (45 kDa) Adh: 1 ± 0,01, YK: 0,37 ± 

0,01 (p<0,001) (Şekil - 19A), MIA PaCa-2 hücre hattında CD44 Adh: 1 ± 0,1, YK: 

1,08 ± 0,01 (p=0,616), CD24 (70 kDa) Adh: 1 ± 0,01, YK: 0,54 ± 0,01               

(p<0,001),  CD24 (45 kDa) Adh: 1 ± 0,01, YK: 22,57± 0,01 (p<0,001) (Şekil - 19B), 

MCF-7 hücre hattında CD44 Adh: 1 ± 0,01, YK: 0,17 ± 0,01 (p<0,001), CD24 (70 

kDa) Adh: 1 ± 0,01, YK: 0,27 ± 0,01 (p<0,001), CD24 (45 kDa) Adh: 1 ± 0,1, YK:1,13 

± 0,1 (p=0,537) olarak belirlendi (Şekil - 19C).  

Panc1 hücre hattı yüzen kültürde CD24 ve CD44 protein seviyelerinde azalma 

görüldü. MIA PaCa-2 hücre hattında yüzen kültürde CD24 (45 kDa) protein 

seviyesinde artış, CD24 (70 kDa) seviyesinde azalma görüldü. MCF-7 hücre hattı 

yüzen kültürde CD24 (45 kDa) seviyesinde istatistiksel önemi olmayan bir artış; CD24 

(70 kDa) ve CD44 protein seviyelerinde azalma görüldü.  
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A  

B          

C   

Şekil - 19: PANC-1 (A), MIA PaCa-2 (B) ve MCF-7(C) hücre hatlarında Adh ve YK hücrelerin 

Western blotlama görüntüsü ve elde edilen görüntüden yapılan relatif dansitometrik ölçüm. 

Sonuçlar adherent hücrelerin protein ekspresyonuna göre relatif olarak gösterilmektedir. 

Görüntülemede yükleme kontrolü olarak β-aktin kullanılmıştır. 

 

4.3.2. Hücre Kültürlerinin Pluripotentlik Markör Ekspresyonları Yönünden 

Kıyaslanması 

PANC-1, MIA PaCa-2 ve MCF-7 hücre hatlarında adherent ve yüzen kültür 

olarak çoğaltılan deney grupları, pluripotentlik markörleri olan KLF4, NANOG, 

OCT4 ve SOX2 mRNA ekspresyonları yönünden karşılaştırıldı. PANC-1 hücre 

hattında KLF4 Adh: 1 ± 0,01, YK: 0,84 ± 0,01 (p=0,006), NANOG Adh: 1 ± 0,0173, 
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YK: 0,6 ± 0,0082 (p=0,001), OCT4 Adh: 1 ± 0,0074 YK: 3,8 ± 0,001 (p=0,002), SOX2 

Adh: 1 ± 0,013 YK: 11 ± 0,1582 (p<0,001) olarak belirlendi (Şekil - 20).  

Yüzen hücre kültüründe, adherent hücre kültürüne kıyasla OCT4 ve SOX2 

markörleri mRNA ekspresyonu kat değişiminde artış görüldü.  

 

Şekil - 20: PANC-1 hücre hattında Adh ve YK hücrelerde pluripotentlik markörlerinin mRNA 

ekspresyonu yönünden incelenmesi.  GAPDH endojen kontrol olarak kullanıldı. 

 

MIA PaCa-2 hücre hattında KLF4 Adh: 1 ± 0,0015, YK: 1,56 ± 0,0116 

(p=0,005), NANOG Adh: 1 ± 0,0109, YK: 2,44 ± 0,0123 (p=0,001), OCT4 Adh: 1 ± 

0,021, YK: 2,81 ± 0,05 (p=<0,001), SOX2 Adh: 1 ± 0,0037, YK: 3,64 ± 0,102 

(p=0,009) olarak belirlendi. Yüzen hücre kültüründe, adherent hücre kültürüne kıyasla 

incelenen bütün markörlerde mRNA ekspresyonu kat değişiminde artış görüldü (Şekil 

- 21). 
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Şekil - 21: MIA PaCa-2 hücre hattında Adh ve YK hücrelerde pluripotentlik markörlerinin 

mRNA ekspresyonu yönünden incelenmesi.  GAPDH endojen kontrol olarak kullanıldı. 

 

MCF-7 hücre hattında KLF4 Adh: 1 ± 0,0312, YK: 12 ± 0,045 (p=0,03), 

NANOG Adh: 1 ± <0,001,YK: 0,14 ± 0,005 (p=0,008), OCT4 Adh: 1 ± 0,0183,YK: 

2,37 ± 0,086 (p=0,005), SOX2 Adh: 1 ± 0,0176,YK: 1,78 ± 0,013 (p=0,005) olarak 

belirlendi (Şekil - 22). Yüzen hücre kültüründe, adherent hücre kültürüne kıyasla 

OCT4, SOX2 ve KLF4 markörleri mRNA ekspresyonu kat değişiminde artış görüldü.  

 

Şekil - 22: MCF-7 hücre hattında Adh ve YK hücrelerde pluripotentlik markörlerinin mRNA 

ekspresyonu yönünden incelenmesi.  GAPDH endojen kontrol olarak kullanıldı. 
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4.4. PFKFB4’ün siRNA Aracılı Baskılanmasının, KKH Özelliği Gösteren Hücre 

Miktarına Etkisi  

PANC-1, MIA PaCa-2 ve MCF-7 hücre hatlarında, siRNA baskılanmasının 

ispatı olarak; siRNA aracılığıyla PFKFB4 baskılanan (P4-si) ve genomda karşılığı 

bulunmayan kontrol siRNA uygulanan (Kontrol-si) deney grupları, PFKFB4 mRNA 

ekspresyonları yönünden karşılaştırıldı. PANC-1 hücre hattında Kontrol-si:1 ± 0,001, 

P4-si: 0,11 ± <0,001 (p=0,002), MIA PaCa-2 hücre hattında Kontrol-si:1 ± 0,015 , P4-

si:0,07 ± 0,001 (p<0,001), MCF-7 hücre hattında Kontrol-si:1 ± 0,03, P4-si: 0,66 ± 

0,045 (p=0,041) olarak belirlendi (Şekil - 23). Bütün hücre hatlarında PFKFB4 geninin 

baskılanmasıyla, PFKFB4 mRNA ekspresyon düzeylerinde istatistiksel olarak anlamlı 

düzeylerde düşüş gözlendi. 

 

Şekil - 23: PANC-1, MIA PaCa 2 ve MCF-7 hücre hatlarında siRNA transfeksiyonu ile PFKFB4 

inhibisyonunun PFKFB4 mRNA ekspresyonu seviyelerine etkisi. İnternal kontrol olarak GAPDH 

kullanıldı. 

 

Transfeksiyon işlemi uygulanan gruplar PFKFB4 protein ekspresyonu 

yönünden Western Blot analizi ile karşılaştırıldı (Şekil - 24). PFKFB4 geninin 

baskılanmasıyla PANC-1 ve MIA PaCa-2 hücre hatlarında PFKFB4 protein seviyeleri 

azalırken, MCF-7 hücre hattında ise anlamlı bir farklılık gözlenmedi. 
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Şekil - 24: PANC-1, MIA PaCa 2 ve MCF-7 hücre hatlarında siRNA transfeksiyonu ile PFKFB4 

inhibisyonunun PFKFB4 protein ekspresyonu seviyelerine etkisi. Yükleme kontrolü olarak 

GAPDH kullanıldı. 

 

4.4.1. PFKFB4’ün siRNA Aracılı Baskılanmasının, KKH İle Karakterize Yüzey 

Reseptör Ekspresyonlarına Etkisi 

Kontrol grubundaki ve PFKFB4 baskılanan gruptaki hücreler, CD24 ve CD44 

yüzey markörleri ekspreyonları yönünden flow sitometri ile incelendi.  

PANC-1 hücre hattında yüzey markörleri ekspresyonlarının, kapı alınan 

hücrelerdeki yüzde cinsinden miktarı: Kontrol-si CD24+: %14, P4-si CD24+: %2,1 

(p=0,001), Kontrol-si CD44+: %99,8, P4-si CD44+: %99,1 (p=0,226), Kontrol-si 

CD24+/CD44+: %14, P4-si CD24+/CD44+:2,1 % (p=0,001) (Şekil - 25). PFKFB4 

baskılanan hücrelerde, KKH profili olan 24+/44+ hücre sayılarında azalma tespit 

edildi.  

 

Şekil - 25: PANC-1 hücre hatlarında; Kontrol-si ve P4-si hücrelerde CD24 ve CD44 yüzey 

markörlerinin yüzde olarak ifadesi. A-+: CD44-/CD24+ , A--: CD44-/CD24-, A+-: CD44+/CD24-, 

A++: CD44+/CD24+. 
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MIA PaCa-2 hücre hattında yüzey markörleri ekspresyonlarının, kapı alınan 

hücrelerdeki yüzde cinsinden miktarı: Kontrol-si CD24+: %3,3, P4-si CD24+: 8,5 % 

(p=0,046), Kontrol-si CD44+: %98,5, P4-si CD44+: %99,8 (p=0,395), Kontrol-si 

CD24+/CD44+: %3,2, P4-si CD24+/CD44+: %8,5 (p=0,045) (Şekil - 26). KKH profili 

olan 24+/44+ hücre sayısında, PFKFB4 baskılanan hücrelerde kontrol grubuna göre 

artış tespit edildi.  

 

Şekil - 26: MIA PaCa 2 hücre hatlarında; Kontrol-si ve P4-si hücrelerde CD24 ve CD44 yüzey 

markörlerinin yüzde olarak ifadesi. A-+: CD44-/CD24+ , A--: CD44-/CD24-, A+-: CD44+/CD24-, 

A++: CD44+/CD24+. 

 

 

MCF-7 hücre hattında yüzey markörleri ekspresyonlarının, kapı alınan 

hücrelerdeki yüzde cinsinden miktarı: Kontrol-si CD24+: %96, P4-si CD24+: %97,5 

(p=0,168), Kontrol-si CD44+: %96,4, P4-si CD44+: %94 (p=0,082), Kontrol-si CD24-

/CD44+: %3,5, P4-si CD24-/CD44+: %1,8 (p=0,15) (Şekil - 27). PFKFB4 baskılanan 

hücrelerde, 24-/44+ hücre sayısında azalma görüldü; ancak gruplar arası anlamlı bir 

farklılık tespit edilmedi. 
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Şekil - 27: MCF-7 hücre hatlarında; Kontrol-si ve P4-si hücrelerde CD24 ve CD44 yüzey 

markörlerinin yüzde olarak ifadesi. A-+: CD44-/CD24+ , A--: CD44-/CD24-, A+-: CD44+/CD24-, 

A++: CD44+/CD24+. 

. 

 

Kontrol grubunda ve PFKFB4 baskılanan gruptaki hücrelerde, KKH profilini 

oluşturan yüzey reseptörleri protein seviyesinde incelendi. Relatif kantitasyon 

hesaplanmasında, bütün hücre hatlarında Kontrol-si kontrol grubu olarak belirlendi ve 

ekspresyonları 1 kabul edildi. Ekspresyonlar PANC-1 hücre hattında CD44 Kontrol-

si: 1 ± 0,1, P4-si: 1,51 ± 0,1 (p=0,069), CD24 (70 kDa) Kontrol-si:1, P4-si:0,71 

(p=0,179) (Şekil - 28A), MIA PaCa-2 hücre hattında CD44 Kontrol-si: 1 ± 0,1, P4-si: 

1,3 ± 0,1 (p=0,167) (Şekil - 28B), CD24 (70 kDa) Kontrol-si: 1 ± 0,1, P4-si:1,14 ± 0,1 

(p=0,426), CD24 (45 kDa) Kontrol-si: 1 ± 0,1, P4-si:1,07 ± 0,1 (p=0,684), MCF-7 

hücre hattında CD24 (70 kDa) Kontrol-si: 1 ± 0,1, P4-si:0,93 ± 0,1 (p=0,679), CD24 

(45 kDa) Kontrol-si: 1 ± 0,1, P4-si:1,39 ± 0,1 (p=0,109) (Şekil - 28C) olarak belirlendi. 

Bütün hücre hatlarında, gruplar arası protein seviyelerinde anlamlı bir farklılık tespit 

edilmedi. 
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A                       

B    

 

C  

 

Şekil - 28: PANC-1 (A), MIA PaCa 2 (B) ve MCF-7 (C) hücre hatlarında Kontrol-si ve P4-si 

hücrelerin Western blotlama görüntüsü ve elde edilen görüntüden yapılan relatif dansitometrik 

ölçüm.  
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4.4.2. PFKFB4’ün siRNA Aracılı Baskılanmasının, Pluripotentlik Markör 

Ekspresyonlarına Etkisi 

Kontrol grubundaki ve PFKFB4 baskılanan gruptaki hücreler, pluripotentlik 

markörleri olan KLF4, NANOG, OCT4 ve SOX2 mRNA ekspresyonları yönünden 

karşılaştırıldı. 

PANC-1 hücre hattında KLF4 Kontrol-si: 1 ± 0,001, P4-si: 0,76 ± <0,001 

(p=0,002), NANOG Kontrol-si: 1 ± 0,009, P4-si: 1,29 ± 0,0017 (p=0,003), OCT4 

Kontrol-si: 1 ± 0,0184, P4-si: 1,33 ± 0,007 (p=0,02), SOX2 Kontrol-si: 1 ± 0,01, P4-

si: 0,92 ± <0,001 (p=0,052) olarak belirlendi. PFKFB4 baskılanan grupta, kontrol 

grubuna kıyasla KLF4 markörünün mRNA ekspresyonlarında azalma görüldü. OCT4 

ve NANOG markörlerinde artış, KLF4 marköründe azalma görülürken; SOX2 

marköründe anlamlı bir farklılık tespit edilmedi (Şekil - 29). 

 

Şekil - 29: PANC-1 hücre hatlarında; Kontrol-si ve P4-si hücrelerin, pluripotentlik markörleri 

KLF4, NANOG, OCT4 ve SOX2 mRNA ekspresyonları. GAPDH endojen kontrol olarak kullanıldı.  

 

MIA PaCa-2 hücre hattında KLF4 Kontrol-si: 1 ± 0,025, P4-si: 0,52 ± 0,009 (p=0,002), 

NANOG Kontrol-si: 1 ± 0,056, P4-si: 1,14 ± 0,01 (p=0,181), OCT4 Kontrol-si: 1 ± 

0,02, P4-si: 1,28  ± 0,085 (p=0,1), SOX2 Kontrol-si: 1 ± 0,0147, P4-si: 1,17 ± 0,008 

(p=0,017) olarak belirlendi. PFKFB4 baskılanan grupta, kontrol grubuna kıyasla 

KLF4 markörünün mRNA ekspresyon seviyelerinde azalma görüldü. SOX2 
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marköründe artış görülürken, OCT4 ve NANOG'da anlamlı bir farklılık tespit edilmedi 

(Şekil - 30). 

 

Şekil - 30: MIA PaCa-2 hücre hatlarında; Kontrol-si ve P4-si hücrelerin, pluripotentlik 

markörleri KLF4, NANOG, OCT4 ve SOX2 mRNA ekspresyonları. GAPDH endojen kontrol 

olarak kullanıldı.  

 

MCF-7 hücre hattında KLF4 Kontrol-si: 1 ± 0,027, P4-si: 1,24 ± 0,064 (p=0,06), 

NANOG Kontrol-si: 1 ± 0,027, P4-si: 2,93 ± 0,267 (p=0,025), OCT4 Kontrol-si: 1 ± 

0,028, P4-si: 2,58 ± 0,134 (p=0,006), SOX2 Kontrol-si: 1 ± 0,028, P4-si: 2,19 ± 0,113 

(p=0,009) olarak belirlendi. PFKFB4 baskılanan grupta, kontrol grubuna kıyasla 

OCT4, NANOG ve SOX2'da artış görülürken, KLF4'da anlamlı bir farklılık tespit 

edilmedi (Şekil - 31). 
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Şekil - 31: MCF-7 hücre hatlarında; Kontrol-si ve P4-si hücrelerin, pluripotentlik markörleri 

KLF4, NANOG, OCT4 ve SOX2 mRNA ekspresyonları. GAPDH endojen kontrol olarak kullanıldı.  

 

4.4.3. PFKFB4’ün siRNA Aracılı Baskılanmasının Onkojenik Potansiyel Üzerine 

Etkisi 

MIA PaCa-2 ve MCF-7 hücre hattında, kontrol grubundaki ve PFKFB4 baskılanan 

gruptaki hücreler ile yumuşak agarda koloni formasyon deneyi yapıldı. ImageJ ile 

yapılan analizde alt sınır 50 piksel, dairesellik ise "0,00- 1" olarak belirlendi. 

 MIA PaCa-2 hücre hattında, gruplardaki ortalama koloni sayıları, Kontrol-si: 49 ± 

27,07, P4-si: 98 ± 35,59 (p=0,136). Gruplardaki ortalama koloni büyüklükleri, 

Kontrol-si: 123,21 ± 97,26 (Medyan: 92,IQR: 71), P4-si: 136,89 ± 121,27 (Medyan: 

92,IQR: 85,5) (p=0,728) (Şekil - 32).  
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Şekil - 32: MIA PaCa 2 hücre hattında Kontrol-si ve P4-si hücrelerin yumuşak agar koloni 

formasyon analizi.  

 

MCF-7 hücre hattında ortalama koloni sayıları: Kontrol-si: 5 ± 1, P4-si: 4,66 ± 1,52 

(p=0,77). Gruplardaki ortalama koloni büyüklükleri, Kontrol-si: 110,73 ± 42,64 

(Medyan: 112, IQR: 66), P4-si: 103,36 ± 66,27 (Medyan: 81 , IQR: 64 ) (p=0,305) 

(Şekil - 33). PFKFB4 baskılanan hücrelerde, yumuşak agarda koloni büyüklüğü ve 

sayıları yönünden anlamlı bir farklılık tespit edilmedi. 

0

50

100

Kontrol-si P4-si

K
o
lo

n
i s

a
y
ıs

ı

MIA PaCa-2

0

100

200

300

400

500

600

700

800

900

Kontrol-si P4-si

K
o
lo

n
i b

ü
y
ü
k
lü

ğ
ü
 (

p
ik

s
e
l)

MIA PaCa-2



 

58 
 

 

Şekil - 33: MCF-7 hücre hattında Kontrol-si ve P4-si hücrelerin yumuşak agar koloni formasyon 

analizi. 

 

Kontrol grubundaki ve PFKFB4 baskılanan gruptaki hücreler ile klonojenik analiz 

yapıldı (Şekil - 34). ImageJ ile yapılan analizde alt sınır 50 piksel, dairesellik ise "0,00- 

1" olarak belirlendi. Gruplardaki ortalama koloni sayıları, PANC-1 Kontrol-si: 69.67 

± 20.13, P4-si: 193.00 ± 23.07 (p=0.002) (Şekil - 35A), MIA PaCa-2 Kontrol-si: 56,33 

± 4,73, P4-si: 71 ± 11,36 (p=0,142) (Şekil - 35B), MCF-7 Kontrol-si: 75,67 ± 14,22, 

P4-si: 80,67 ± 15,57 (p=0,703) (Şekil - 35C). Gruplardaki ortalama koloni 

büyüklükleri, PANC-1 Kontrol-si: 475,49 ± 708,03 (Medyan: 200, IQR: 575), P4-si: 

1204,34 ± 3034,87 (Medyan: 464, IQR: 1021,5) (p<0,001) (Şekil - 36A), MIA PaCa-

2 Kontrol-si: 2688,7 ± 6080,37 (Medyan: 545, IQR: 1946), P4-si: 3418,52 ± 8510,45 

(Medyan: 664, IQR: 2455) (p=0,4) (Şekil - 36B),  MCF-7 Kontrol-si: 443,85 ± 912,65 

(Medyan: 219, IQR: 322), P4-si: 347,22 ± 454,21 (Medyan: 237,5 IQR: 298,5) 

(p=0,31) (Şekil - 36C). 
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Şekil - 34: PANC-1, MIA PaCa 2 ve MCF-7 hücre hatlarında, Kontrol-si ve P4-si hücrelerinden 

oluşturulan koloniler.  

 

A B C  

 

Şekil - 35: PANC-1 (A), MIA PaCa 2 (B) ve MCF-7 (C) hücre hatlarında, Kontrol-si ve P4-si 

hücrelerinden oluşturulan kolonilerin sayıları. 
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A B  

C  

Şekil - 36: PANC-1 (A), MIA PaCa 2 (B) ve MCF-7 (C) hücre hatlarında, Kontrol-si ve P4-si 

hücrelerinden oluşturulan kolonilerin büyüklük dağılımları. 
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PANC-1 hücre hattında PFKFB4 baskılanan hücrelerde, kontrol grubuna 

kıyasla koloni büyüklüğü ve sayıları yönünden artış tespit edildi. MIA PaCa-2 ve 

MCF-7 hücre hattında PFKFB4 baskılanan hücrelerde, koloni büyüklüğü ve sayıları 

yönünden anlamlı bir farklılık tespit edilmedi. 

PANC-1 ve MIA PaCa-2 hücre hatlarında, kontrol grubundaki ve PFKFB4 

baskılanan gruptaki hücreler ile küre oluşturma deneyi yapıldı. Micrometrics SE 

Premium ile yapılan analizde alt sınır 10 um olarak belirlendi. Gruplardaki ortalama 

küre büyüklükleri, PANC-1 Kontrol-si: 119,71 ± 114,75 (Medyan: 79,96, IQR: 91,02) 

PANC-1 P4-si: 110,94 ± 174,86 (Medyan: 73,97, IQR: 76,01) (p=0,033) (Şekil - 37), 

MIA PaCa-2 Kontrol-si: 25,43 ± 17,68 (Medyan: 20, IQR: 13,16), MIA PaCa-2 P4-si: 

25,61 ± 17,31 (Medyan: 20,42 , IQR: 15) (p=0,39) (Şekil - 38). Gruplardaki ortalama 

küre sayıları, PANC-1 Kontrol-si: 52,33 ± 14,29, PANC-1 P4-si: 89 ± 21 (p=0,075) 

(Şekil - 39A), MIA PaCa-2 Kontrol-si: 307,6 ± 13,2, MIA PaCa-2 P4-si: 245 ± 54,14 

(p=0,177) (Şekil - 39B). PANC-1 hücre hattında PFKFB4 baskılanan hücrelerde, 

kontrol grubuna kıyasla küre büyüklüğü yönünden azalma görüldü. Küre sayıları 

arasında anlamlı bir farklılık tespit edilmedi. MIA PaCa-2 hücre hattında ise PFKFB4 

baskılanan hücrelerde, kontrol grubuna kıyasla küre büyüklüğü ve küre sayıları 

arasında anlamlı bir farklılık tespit edilmedi.  
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Şekil - 37: PANC-1 hücre hatlarında, Kontrol-si ve P4-si hücrelerinden oluşturulan kürelerin 

büyüklükleri. 
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Şekil - 38: MIA PaCa 2 hücre hatlarında, Kontrol-si ve P4-si hücrelerinden oluşturulan kürelerin 

büyüklükleri. 
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A  B  

 

Şekil - 39 PANC-1 (A) ve MIA PaCa 2(B) hücre hatlarında, Kontrol-si ve P4-si hücrelerinden 

oluşturulan kürelerin sayıları. 

 

PFKFB baskılanmasının invazyon kabiliyetine olası etkisinin incelenmesi için, 

PANC-1 hücre hattında, kontrol grubundaki ve PFKFB4 baskılanan gruptaki hücreler 

ile invazyon deneyi yapıldı (Şekil - 40). Relatif invazyon hesaplanmasında Kontrol-si 

kontrol grubu olarak belirlendi ve invazyon oranı %100 kabul edildi. İnvazyon 

yüzdeleri Kontrol-si: 100.00 ± 40.96, P4-si: 58.48 ± 11.32 (p=0.056). PFKFB4 

baskılanan hücrelerde, kontrol grubuna kıyasla invazyon kabiliyetinde azalma 

görüldü, ancak bu azalmanın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı tespit edildi. 

 

Şekil - 40: PANC-1 hücre hattında Kontrol-si ve P4-si gruplarında invazyon kabiliyetinin 

incelenmesi. Işık mikroskobunda10X büyütmeyle alınan görüntüler ImageJ ile analiz edildi. 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Cerrahi müdahale ve kemoterapi/radyoterapiye yanıt vermeyen kanser 

olguları, kanser tedavisindeki en büyük problemlerden biridir. Tümör kitlesinin 

operatif müdahaleyle uzaklaştırılması ve çoğu zaman bununla kombine olarak 

kemoterapotik ajanların kullanılmasına rağmen varlığını sürdürebilen kanserli hücre 

toplulukları; kitleyi yeniden oluşturabilmekte, tedaviye yönelik bütün kazanımları yok 

edebilmektedir. Pankreas kanseri vakalarının %35.6’sında (Nishio et al., 2017),  meme 

kanseri vakalarının  yaklaşık %30 unda (Colleoni et al., 2016) tedavi sonrası nüks 

görülmektedir. Son 20 yıl içerisinde bu durumun önüne geçilmesine yönelik çalışmalar 

artmış; nükse sebep olabilen azınlık hücre topluluğunun yok edilmesine yönelik tedavi 

modeli denemeleri sayıca çoğalmıştır. 

Tümör kitlesi oluşumuna yönelik oluşturulan modellemelerden biri olan kanser 

kök hücre modeli; sağlıklı kök hücrelere benzer şekilde, sürekli olarak bölünebilme ve 

farklılaşmış hücreleri oluşturabilme kabiliyetine sahip bir grup hücreyi tümör 

hiyerarşisinde zirveye koyar. Bu düşünce benimsenerek yapılan çalışmalarda; tümör 

hücre grubundaki kök hücre benzeri hücrelerin tespiti için, operatif yollarla elde edilen 

tümör dokusundan, kök hücre adayı olarak belirlenen hücre markörlerine göre 

ayrıştırılmış hücreler, immün baskılanmış farelere transplante edilmiş ve tümorojenik 

kabiliyetleri gözlenerek, bugün bildiğimiz anlamdaki kanser kök hücre markörleri 

belirlenmiştir (Schatton et al., 2009). 

Bu tez çalışmasında, meme ve pankreas kanserinde, KKH tanımlama 

çalışmaları sonucu oluşturulmuş profillerden yararlanıldı ve PFKFB baskılanmasının 

KKH proliferasyonu üzerine olası etkileri incelenerek, enerji metabolizmasının 

değiştirilmesine dayalı alternatif bir tedavi metoduna öncü olmaya çalışıldı. 

Pankreas KKH’lerinin metabolik olarak oksidatif fosforilasyona daha yatkın 

olduğunu gösteren çalışmalar mevcuttur (Sancho et al., 2015; Viale et al., 2014). 

Bununla birlikte, MIA PaCa-2 hücre hattında yüzen kültürdeki F2,6BP seviyesinin 

adherent kültüre kıyasla anlamlı derecede yüksek çıkması, glikolitik aktivitesi yüksek 

bir KKH grubunun varlığı ihtimalini akla getirmektedir. PDAK üzerine yapılan bir 

çalışmada, gemsitabin direncine sahip KKH ve ALDH+/CD133+  KKH olarak 

tanımlanmış iki farklı KKH grubunun farklı metastatik potansiyellere sahip olduğu ve 
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karaciğer metastazında gliko-oksidatif , akciğer metastazında oksidatif metabolizmaya 

sahip olduğu gözlenmiştir (Nimmakayala et al., 2020). KKH’lerin ortam spesifik 

kolonizasyon ve metabolik adaptasyon kabiliyetine sahip olduğunu gösteren bu 

çalışma, in vitro ortamda yüzen kültür olarak üretilen MIA PaCa-2 hücre hattındaki 

KKH’lerin, çoğaltıldığı ortama adaptasyon göstererek glikolitik ağırlıklı bir profile 

geçtiği ihtimalini düşündürmektedir. PFKFB izoenzimlerinin baskılanmasının KKH 

gelişimine etkisini in vivo olarak incelemek; baskılama işlemi uygulanan hücrelerin 

metastatik kabiliyetini, enjeksiyon bölgesindeki ve (varsa) metastatik bölgelerdeki 

KKH miktarını ve bu bölgelerdeki KKH’lerin metabolik profilleri arasındaki olağan 

değişimi gözlemlememize yardımcı olabilir. 

PANC-1 ve MIA PaCa-2 hücre hattında PFKFB izoenzimlerinin mRNA 

yönünden kıyaslanmasında, yüzen kültürde PFKFB1’in yanında PFKFB4 

izoenziminde artış gözlendi. Ayrıca, bütün hücre hatlarındaki yüzen kültürlerde belirli 

pluripotentlik markörlerinin mRNA ekspresyonunda artış görülmesi nedeniyle, bu 

yöntemle üretilen hücrelerde KKH olarak nitelendirilebilecek hücre miktarının fazla 

olabileceği sonucuna varıldı. Bu deneylerin sonucu, bize artan KKH oranının PFKFB 

izoenzim seviyesiyle korele olabileceğini düşündürdü.  

PANC-1 hücre hattında en büyük değişimin, PFKFB4 izoenziminde 

gözlenmesinin yanında ONCOMINE sonuçlarının da PFKFB4’ü işaret etmesi, siRNA 

ile baskılamada bu izoenzime yönelmemize neden oldu. “PFKFB4 izoenzim 

baskılanması, KKH popülasyonunda negatif etkiye neden olur mu?” sorusunu 

cevaplama amacıyla, PANC-1, MIA PaCa-2 ve MCF-7 hücre hatlarında, Kontrol-si 

ve P4-si grupları, içerdikleri kanser kök hücre profiline uyan hücreler yönünden 

kıyaslandı. 

Flow sitometri analizinde, PANC-1 yüzen kültürlerde hipotezimizi doğrular 

nitelikte, KKH profili olarak belirlediğimiz hücre gruplarının adherent kültüre kıyasla 

yüksek çıktığı, siRNA transfeksiyonunda ise PFKFB4 baskılanan grupta KKH 

miktarının azaldığı gözlendi. Benzer etkilerin MCF-7 hücre hattında da görüldü, ancak 

istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık görülmedi. Onkojenik potansiyelin incelendiği 

deneylerde, PANC-1 hücre hattında, deney grupları arasında invazyon kabiliyeti farkı 

istatistiksel olarak anlamlı boyutlara ulaşmadı; baskılama sonucu küre büyüklüğünde 
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azalma görülse de sayı yönünden anlamlı farklılık bulunmadı. MIA PaCa-2 hücre 

hattında küre oluşturma deneyinde, klonojenik analiz ve yumuşak agar deneyinde de 

çalışılan bütün hücre hatlarında, baskılamanın koloni/küre büyüklüğüne ve sayısına 

negatif etkisi gözlenmedi. Elde edilen sonuçların, siRNA transfeksiyonunun 

etkinliğiyle alakalı olduğu düşünülmektedir. Kanserin köken aldığı organ ve hatta aynı 

organ içerisindeki farklı hücre hatları arasında bile siRNA transfeksiyonunun etkinliği 

yönünde fark görmek mümkündür. Lipofeksiyon taşıtı olarak kullanılan 

Lipofectamine RNAiMAX, muadillerine kıyasla etkili bir transfeksiyon ajanı olsa da 

(Zhao et al., 2008); siRNA, uygulandıktan sonraki 24-96 saat arasında ideal ölçüde 

etkinlik göstermekte, bu sürenin ötesine geçildiğinde baskılanmada azalma 

görülebilmektedir. Ayrıca, daha etkili siRNA sekansları oluşturma amacıyla yapılan 

gelişmelere rağmen, yaklaşık olarak sadece dört siRNA’dan biri %80’in üzerinde 

etkinlik gösterebilmektedir (H. Han, 2018). Transfeksiyon doğrulama amacıyla 

yaptığımız RT-qPCR deneyinde mRNA seviyelerindeki dramatik düşüşe rağmen 

protein seviyelerinin pek değişmemesi bunu doğrular niteliktedir.  

Küre kültür oluşumu minimum 7 gün sürmekte ve belirli durumlarda pasajlama 

işlemi gerektirmektedir. Bu nedenle baskılama deneyleri adherent kültür üzerinden 

yürütülmek zorunda kaldı ve nispeten düşük sayıdaki KKH’nin relatif kıyaslamaları 

üzerinden değerlendirme yapıldı. 

Karaciğerde, kanserli dokularla sağlıklı dokular arasında yapılan KKH 

markörü protein ekspresyonları kıyaslamasında, KKH markörleri arasında anlamlı bir 

farklılık bulunamamış, markör protein ekspresyonları tümör dokuları arasında 

farklılıklar göstermiştir (Wilson et al., 2013). Altı farklı kolon kanseri hücre hattında 

yapılan KKH markörü protein ekspresyonu incelemesinde kullanılan markörler, hücre 

hatlarının tamamında aynı anda gözlenememiş, tespit edilen markörlerde de hücre 

hatları arasında da belirgin farklılıklar görülmüştür (C. Wang et al., 2012). Tez 

çalışmasında kullanılan hücre hatlarında olası bir protein düzeyinde ekspresyon 

değişimini gözleyebilmek adına CD24 ve CD44 protein ekspresyonları incelendi. 

Western blot analizlerinde; yüzen kültürlerde yalnızca MIA PaCa-2’de CD24 (40 kDa) 

bandında artış görüldü; diğer hücre hatlarının yüzen kültürlerinde ise CD24 ve CD44 

protein düzeylerinde adherent kültüre kıyasla azalma görüldü.  PFKFB4 baskılanan 

gruplarda da kontrol grubuna kıyasla protein seviyeleri arasında anlamlı bir farklılık 
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bulunmadı. Bu durumda, yüzey markörü CD24 ve CD44 protein ekspresyonu artışının, 

çalışılan hücre hatlarında KKH miktarının tespiti yönünden tek başına bir anlam ifade 

etmediğini düşünülebilir. Konuyu açığa kavuşturmak için; Panc1, MIA PaCa-2 ve 

MCF-7 hatları üzerinde, adherent ve yüzen kültürlerde, pankreas ve meme hücre 

hatlarında KKH belirteci olarak kullanılmış diğer yüzey markörlerinin protein 

ekspresyonları da incelenerek (PDAK hücre hatları için ESA (C. Li et al., 2007), meme 

ve PDAK hücre hattı için CD133 (Hermann et al., 2007; Wright et al., 2008)), yüzen 

kültürde adherente görece artış olup olmadığı incelenebilir. 

Normal kök hücrelerde pluripotentlik göstergesi olan bazı markörler, kanserli 

dokularda bulunan KKH’ler için de bir belirteç olarak kabul edilmektedir (W. T. Kim 

& Ryu, 2017). Bu düşünceyle, PFKFB4 baskılanan gruplar ve kontrol grupları 

arasında OCT4, SOX2, NANOG ve KLF4 markörü mRNA ekspresyonu yönünden 

kıyaslama yapıldı. Flow sitometri analizinden alınan sonuçların aksine, bütün hücre 

hatlarında baskılama sonucunda pluripotentlik markörleri mRNA seviyelerindeki 

azalma değişkenlik gösterdi; hatta baskılanan gruplarda bazı markör mRNA 

seviyelerinde artış görüldü. Hücrenin pluripotentliğiyle ilişkilendirilmiş olan OCT4, 

SOX2 ve NANOG; PI3K/Akt ve RAS/RAF/MEK/Erk yolakları aracılığıyla 

düzenlenmektedir. Apoptozu önleme ve hücrenin kendini yenilemesi konusunda 

önemli bir rolü olan Akt aktivitesi, kurbağa embriyolarında PFKFB4’ün 

baskılanmasıyla sekteye uğramış ve apoptoz gerçekleşmiştir (Pegoraro et al., 2015). 

Benzer bir baskılayıcı etkiyi kanser hücre hatlarında da beklendi ancak bahsi geçen 

yolaklar, birden fazla etken tarafından kontrol edildiğinden, salt PFKFB baskılanması 

nihai sonuca etki etmemiş olabilir. PFKFB baskılanmasının farklı bir etken tarafından 

kompanze edilmesi sonucu, markör ekspresyonunda azalma görülmemesi ihtimaller 

dahilindedir. Yine kanser hücre hatlarında K-RAS ve bununla ilintili yolaklar 

hakkında yaptığımız yorumlar, önceki çalışmalarla kendi yaptığımız çalışmaların 

karşılaştırılması sonucu yaptığımız çıkarımlardan oluşmaktadır. İncelenen hücre 

hatlarında KKH profiline uyan hücrelerde PFKFB ile K-RAS ve/veya Akt arası 

korelasyonu incelemek bu durumla ilgili daha isabetli yorum yapabilmemizi 

sağlayacaktır.  

Onkojenik Ras transforme fare akciğer fibroblastlarında PFKFB3 geninin 

silinmesinin, F26BP üretimini ve glikolitik akış baskıladığı, ve Ras ekspresyonunun 
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PFKFB3 olmadan hücrelere onkojenik özellik kazandıramadığı gösterilmektedir 

(Telang et al., 2006). K-RAS ile onkojenik transformasyon sonucu PDAK 

hücrelerinde PFKFB3 mRNA ekspresyonunun ve protein miktarının arttığı 

gözlenmiştir (Özcan, 2018). Bu durumda PFKFB izoenzimleri ile ilgili yapılacak bir 

baskılama, Ras ve ilintili yolakların baskılanmasını sağlayarak, KKH popülasyonunda 

azalmaya neden olabilir. 

KKH profilleri üzerine bir diğer düşünce de yüzey markörleri ve enzimatik 

aktivite üzerinden belirlenmiş birden fazla KKH profili ile çalışıp, metabolik 

profillerinin ne ölçüde kesiştiğini gözlemlenmesi gerektiğidir. KKH markörlerinin tek 

başına veya farklı kombinasyonlar halinde kullanılması sonucu ayrıştırılan hücrelerin 

farklı biyolojik karakterlere sahip olabileceği gerçeği göz önüne alındığında (Shao, 

Fan, Ma, & Wu, 2016), KKH grupları ve PFKFB arasında kurulan ilintinin kendi 

içindeki tutarlığı, çalışmanın geçerliliği açısından önem teşkil etmektedir. 

Elde edilen bulgular doğrultusunda, PFKFB enzim seviyelerinin olası bir KKH 

markörü olarak kullanılabileceği ve PANC-1 hücre hattında PFKFB4 baskılanmasıyla 

KKH profilindeki hücrelerin azaldığı gösterilmektedir. CRISPR gibi kalıcı bir 

transfeksiyon sistemi kullanılarak PFKFB4 geninin silinmesiyle yapılacak kalıcı 

baskılama ile uzun vadede izoenzim noksanlığının oluşturacağı etkiler gözlemlenerek 

bu çalışmada elde edilen verilerin pekiştirilmesi, olası bir destekleyici sonuçta in vivo 

ortamda yapılacak testler ile enzim etkinliğinin doğrulanması, PFKFB’nin yeni bir 

KKH markörü olarak yerini sağlamlaştıracaktır. 
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7. SİMGE VE KISALTMALAR 

 

Simgeler  Açıklama  

α   Alfa 

β   Beta 

Δ   Delta  

κ   Kappa  

μ   Mikro  

M   Molar  

˚C   Santigrat derece (Celcius)  

~   Yaklaşık değer  

 

Kısaltmalar  Açılım  

 

ABC   ATP bağlayıcı kaset proteini 

Adh   Adherent 

ADP   Adenozin difosfat 

Akt   Protein kinaz B 

ALDH   Aldehit dehidrojenaz 

APC   Allofikosiyanin 

ATP   Adenozin trifosfat  

BCA   Bikinkoninik asit 

BMI-1   B lenfoma Mo-MLV ilave bölge 1  

CD   Farklılaşma kümeleri 

DMEM  Dulbecco tarafından modifiye edilmiş Eagle besiyeri 

EDTA   Etilendiamin tetraasetik asit 

EGF   Epidermal büyüme faktörü 

ERK   Ekstrasellüler sinyal ilişkili kinaz 

ESA   Epitelyal hücre adhezyon molekülü  

ESM   Ekstrasellüler matriks 

F6P   Fruktoz 6-fosfat 

F1,6BP  Fruktoz-1,6-bisfosfat 

F2,6BP  Fruktoz-2,6-bisfosfat 

FBS   Fötal sığır serumu 

FGF   Fibroblast büyüme faktörü 

GAPDH  Gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz 

GSK   Glikojen sentaz kinaz  

GTP   Guanozin-5'-trifosfat  

HA   Hyaluronik asit 

HA-RAS  Harvey Rat Sarkoma  

HEPES  4-(2-hidroksietil)-1-piperazineetansulfonik asit 

HMG   Yüksek mobilite grubu 

HRP   Bayır Turpu Peroksidazı 

iPSC   İndüklenmiş pluripotent kök hücre 

KKH   Kanser Kök Hücre 
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KLF4   Kruppel benzeri faktör 4 

Kontrol-si Genomda karşılığı bulunmayan kontrol siRNA uygulanan 

deney grubu 

K-RAS  Kirsten Rat Sarkoma 

MAPK   Mitojenler tarafından aktive edilen protein kinaz  

MEK   Mitojenlerce aktive edilen protein kinaz kinaz  

mTORC1  Rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi kompleks 1 

Oct4   Oktamer bağlayıcı dönüştürücü faktörü 4 

P4-si   siRNA aracılığıyla PFKFB4 baskılanan deney grubu 

P27   Protein 27 

PBS   Fosfat ile tamponlanmış salin çözeltisi  

PE   Fikoeritrin 

PFK-1   Fosfofruktokinaz-1  

PFKFB  6-fosfofrukto-2-kinaz/Fruktoz-2,6-bisfosfataz  

PI3K   Fosfatidilinozitol 3 kinaz  

PTEN   Fosfataz ve tensin homolog 

PVDF   Polivinilidin florür 

RIPA   Radyoimmünopresipitasyon analizi 

RT   Ters transkripsiyon 

RT-qPCR Ters transkripsiyon kantitatif gerçek zamanlı polimeraz zincir 

reaksiyonu 

SDS   Sodyum dodesil sülfat 

siRNA   Küçük interferans RNA'sı 

Sox2   Cinsiyet belirleyici bölge Y – kutucuk 2 

TBS-T   Tris tamponlu tuz, Tween 20  

ULA Ultra low attachment (Yüzey tutunma özelliği olmayan 

kuyucuklara sahip plakalara verilen ad) 

YK   Yüzen kültür 
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