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“Warburg etkisi” olarak bilinen ve oksijen varliginda bile gozlenen artmis glikolizis,
timor hiicrelerinin tipik 6zelliklerinden biridir. Bifonksiyonel enzim ailesi olan 6-
fosfofrukto2kinaz/fruktoz2,6bisfosfataz (PFKFB)’lar glikolizin diizenlenmesi igin
onemlidir. Bu enzimler arasinda katalatik aktivitesi en yiiksek olan PFKFB3, pankreatik
duktal adenokarsinom dahil bir¢ok kanser tiiriinde fazlaca ifade edilmektedir.

Ras onkoproteinleri, hiicresel yagsamin devamliligini saglayan bir¢ok sinyal yolaginin
diizenlenmesinden sorumludurlar. Bir¢ok kanser tiirlinde Kras mutasyonu gézlenmekte,
bu durum artmis gikolizis ve hiicre proliferasyonu ile iliskilendirilmektedir. Solid
maligniteler arasinda en 6liimciillerinden biri olan pankreatik duktal adenokarsinomlarin
%90’nindan fazlasinda Kras mutasyonu izlenmektedir.

Bu caligmanin amaci, Kras mutasyonunun PFKFB3 {izerindeki etkisinin arastirilmasi ve
PFKFB3’tin Kras iligkili onkojenik 6zelliklerin siirdiirebilirligine olan etkisinin
gbzlemlenmesidir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda Kras mutasyonlu hiicrelerde PFKFB3
proteinin ifadesinin yaklasik 6 kat arttigi, PFKFB3 baskilanmis hiicrelerde glikoz
alimminin azaldig: (besi yerinde bulunan glikoz miktarlar1 IPDE siCtrl: 127 pmol/mg,
IPDE siP3/2: 176,35 pmol/mg, KPDE siCtrl: 83 umol/mg, KPDE siP3/2: 97,74
umol/mg) glikolizin baskilandig1 (besi yerinde bulunan laktik asit miktarlari; IPDE
siCtrl: 38,16 pmol/mg, IPDE siP3/2: 24,40 umol/mg, KPDE siCtrl: 48 umol/mg, KPDE
siP3/2: 29,29 umol/mg) canliligmin azaldigi (baskilanmadan 48 saat sonraki hiicre
sayilari; IPDE siCtrl: 520 + 14x10°, IPDE siP3/2: 605 + 70x10°, KPDE siCtrl: 673,3 +
20x10°, KPDE siP3/2: 550 + 20x10%) ve invazyonun baskilandig1 fakat yumusak agarda
koloni olusturma kapasitelerinin degismedigi gozlenmistir. Ayrica PFK158’in
Gemstabine kars1 olan direnci etkilemedigi bulunmustur. Sonug olarak Kras mutasyonlu
hiicrelerin glikolizi PFKFB3 {izerinden denetliyor olabilecegi ortaya konmustur. Kras
mutasyonlu hiicrelerin devamliliginda ve invazyonunda PFKFB3’iin rol aliyor
olabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: PFKFB3, Kras, Pankreatik duktal adenokarsinom,
Fruktoz2,6bisfosfat, Onkojenik transformasyon, Glikolizis
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PhD Thesis

INVESTIGATION OF THE ROLE OF 6-PHOSPHOFRUCTO-2-
KINASE/FRUCTOSE-2,6-BISPHOSPHOTASE-3 (PFKFB3) ON KRAS
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Second Supervisor: Prof. Dr. Abdullah YALCIN Uludag Universitesi

Cancer cells have increased glycolysis in the presence of oxygen and this phenomenon is
called ‘Warbug effect’. Bifunctional 6-phospho-2kinase/fructose-2,6-bisphotase
(PFKFB) protein family is highly considerable in glycoliyses regulation. In this protein
family, PFKFB3 has the highest kinase activity and it is expressed most of the
malignancies including pancreatic ductal adenocarcinoma.

Ras proteins regulate signal transduction underlying cellular activities. Various types of
cancers has Kras mutation. Moreover, increased glycolysis and cell proliferation is
associated with Kras mutation. Pancreatic ductal adenocarcinoma is one of the most lethal
type of solid malignancies and %90 of cases have Kras mutation.

The purpose of this study; investigation of effect of Kras mutation on PFKFB3 and
PFKFB3 effect of Kras associated oncogenic transformation. We found that PFKFB3
expression is increased in Kras mutated cells. Silencing of PFKFB3 caused reduced
glucose uptake (glucose levels in medium; IPDE siCtrl: 127 pmol/mg, IPDE siP3/2:
176,35 pmol/mg, KPDE siCtrl: 83 umol/mg, KPDE siP3/2: 97,74 pmol/mg), lactate
production (lactic acid levels in medium; IPDE siCtrl: 38,16 pmol/mg, IPDE siP3/2:
24,40 umol/mg, KPDE siCtrl: 48 umol/mg, KPDE siP3/2: 29,29 umol/mg) and increased
cell mortality (cell numbers after 48 hours of transfection; IPDE siCtrl: 520 + 14x103,
IPDE siP3/2: 605 + 70x10%, KPDE siCtrl: 673,3 + 20x10%, KPDE siP3/2: 550 + 20x10°).
Also, silencing of PFKFB3 decreased invasion but didn’t effect the colony formation
capasity in soft agar. Furthermore, we found that PFK 158 doesn’t effect the susceptibility
of Gemcitabine. In conclusion, we showed that glycolysis may be regulated by PFKFB3
in Kras mutated cells. Furthermore, PFKFB3 may have role in cell sustainability and
invasion in these cells.

Key  words: PFKFB3, Kras, Pankreatic ductal adenocarcinoma,
Fructose2,6bisphosphate, Oncogenic transformation, Glycolysis

2021, xi + 77 pages.
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Sitrat sentaz

DMEM Dulbecco's Modified Essential Media
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1. GIRIS

Tim hiicreler hemostazi saglamak i¢in enerjiye ihtiya¢ duyarlar. Ayrica cogalan
hiicrelerin bu homeostaz1 saglarken, biliyimek ve bolinmek igin de enerjiye
gereksinimleri vardir (Kwon ve Vander Heiden 2011). Glikolitik metabolizma enerji
tretmek i¢in ana yolaktir ve glikolitik ara metabolitler diger hiicre bilesenlerinin
biyosentezinde Oncii molekiil olarak kullanilirlar. Glikolitik yolak, metabolik aglar

arasinda en eski olanidir ve tiirler arasinda oldukg¢a korunmustur (Kim ve Dang 2005).

Glikoliz olarak adlandirdigimiz metabolik olay, glikozun piruvata ¢evrilmesidir ve daha
sonra piruvat laktik asite ¢evrilir. Cogu memeli hiicresinde, oksijen varligi durumunda
glikoliz baskilanmakta ve piruvat mitokondride karbondioksite (CO2) ve suya (H20)
okside olmaktadir (Gatenby ve Gillies, 2004). Fakat kanser hiicrelerinde ve hizli ¢ogalan
bazi hiicrelerde oksijen varliginda bile artmis glikoliz izlenmistir (Feron, 2009). Bu
durum arastiricilarin oldukea ilgisini ¢ekmektedir. Ciinkii arastiricilar, glikolitik yolakta
bulunan bazi kilit enzimlerin baskilanmasi ile glikolizin azaltilabilecegini dolayisiyla

kanser hiicrelerinin biiyiimesinin ve boliinmesinin yavaslatilabilecegini diistinmektedir.

6-fosfofrukto-2-kinaz/fruktoz-2,6-bisfosfataz (PFKFB) enzimleri, glikolitik yolagin
regiilasyonundan sorumludur. Bu enzimler, fosfofruktokinaz-1 (PFK1)’in aktivatorii olan
fruktoz-2,6-bisfosfat (F2,6BP)’1n hiicre i¢i yapim ve yikimini iistlenirler (Minchenko ve
ark. 2003). PFK1 ise glikolitik yolaktaki kilit enzimlerden biridir ve glikolizin isleyisinde
bu enzimin diizenlenmesinin yeri ¢ok dnemlidir. PFKFB enzimlerinin tiimor hiicrelerinde
de dnemli gorevleri vardir. Yapilan arastirmalarda, bir¢ok tiimor hiicresinde bu enzim
ailesinin ¢esitli izoformlarimin ifadesinin arttigin1 gozlenmistir. PFKFB enzim ailesinde
dort adet ana izoform bulunmaktadir (PFKFB1-4). Bu izoformlardan PFKFB3, en yiiksek
kinaz aktivitesine sahip izoformdur ve neoplastik doniisimde Onemli bir yeri
bulunmaktadir (Shi ve ark. 2017).

Ras protein ailesi, hiicre disindan gelen uyarilar1 hiicrelerin biiylimesi, farklilagsmasi,
devamlilig1 ve hareketliligi gibi birgok biyolojik olaymn gergeklesmesini saglayan hiicre
ici sinyal yolagina doniistiren bir GTPaz (Guanin tri fosfataz) protein ailesidir. Bu
proteinlerin asag1 yolaginda kalan proteinler ise, hiicrenin yasamsal aktivitesini saglamasi
icin gerekli olan 6nemli yolaklarin elemanlaridir (Takashima ve Faller 2013). Cogu

kanser tiiriinde ras proteinlerinin mutasyonlarma rastlanmistir. Ozellikle Kras mutasyonu
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bir¢ok kanser tiiriinde izlenmektedir. Bu mutasyon sonucu, glikoz tasiyici proteinlerin ve
cesitli glikolitik enzimlerin ifadelerinin artti§1 dolayisiyla glikolizin de arttig
bildirilmistir (Shimizu ve ark. 1983). Pankreatik duktal adenokarsinomlarin %90’ninda
da Kras mutasyonu oldugu gosterilmistir. Dolayisiyla bu proteinde gériilen mutasyon ve
mutasyon sonucundaki degisen hiicresel siireclerin onkojenezdeki onemi biiyiiktiir

(Hidalgo 2010).

Pankreatik duktal adenokarsinomlar, 6liim oranlarinin en yiiksek oldugu kanserlerden
biridir ve tedavi yontemi olduk¢a radikal olan bir hastaliktir. Pankreatik karsinom
gelisimi i¢in Kras mutasyonunun gerekliligi yapilan caligmalarla ortaya konmustur.
Ayrica Kras mutasyonunun glikolizi de arttirdigi gosterilmistir. (Collins ve ark 2012).
Ras transformasyonu i¢in PFKFB3 gerekliligi akciger fibroblastlariyla yapilan bir
calismada bildirilmistir. Bu ¢alismada PFKFB3 baskilanmis H-ras’l1 farelerde F2,6BP
seviyelerinde, glikolizde, laktat seviyesinde ve tiimor biiylimesinde azalma goriilmiistiir
(Telang ve ark. 2006). Dolayisiyla PFKFB3 proteinini ve genini hedef alacak terapotik

ajanlar pankreas gibi 6liim orani yiiksek bir kanser igin etkili bir ajan olabilir.

Bu ¢aligmanin amaci, Kras mutasyonlu pankreatik duktal adenokarsinom hiicre hatlarini
kullanarak Kras’in PFKFB3 iizerindeki etkisinin, PFKFB3 iizerinden glikoliz
aktivitesindeki etkisinin arastirilmasi1 ve Kras mutasyonlu pankreatik duktal karsinom
hiicrelerinde onkojenik ozelliklerin stirdiirilebilmesi i¢in PFKFB3’iin gerekliliginin

belirlenmesidir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK ARASTIRMASI
2.1. Glikolitik Metabolizma

Glikoz hiicre i¢ine alindiktan sonra ii¢ farkl1 sekilde metabolize olabilir. ilk olarak glikoliz
sonrasi laktik asite gevrilebilir, ikinci olarak piruvata ¢evrildikten sonra trikarboksilik asit
(TCA) dongiisiine katilabilir, ti¢iincii olarak ise pentoz fosfat yolagi (PFY) ile oksidatif
strese karsi korunmak icin okside olabilir ya da niikleotid yapiminda kullanilabilir
(Mulukutla ve ark. 2016, Wilson 2003). Ayrica, glikolitik ara metobolitler bazi

aminoasitlerin sentezinde dncii olarak kullanirlar (Kwon ve Vander Heiden 2011).

Glikolizi anlatmadan once glikozun hiicre igerisine nasil tasindigina deginmemiz
gerekmektedir. Glikozun hiicre igine girisinde ve glikoliz sorasi olusan metabolitlerin
cikisinda iic ana tastyicit bulunmaktadir. Bunlar; glikoz tasiyicilar, laktat ve diger
substratlar1 tagiyan monokarboksilat tasiyicilar ve mitokondriyal piruvat tasiyicilardir
(Mulukutla ve ark. 2016). Glikoz hiicre igine iki farkli tasiyici ile almabilir. Tlki sodyum
yonlendirmeli seker tasiyicilar (SGLT); ikincisi ise glukoz tastyicilardir. SGLT ler,
glikozun bobrekte idrardan, gastrointestinal boslukta ise yiyeceklerden alinimi ve tekrar
emilmesi i¢in gereklidir. Glikoz tasiyicilar ise glikozun hiicre disindan sitozole
tasinmasinda gorev almaktadir. Burada glikoz tasiyicilarina deginilecektir (Zhao ve

Keating 2007).
2.1.1. Glikoz tasiyicilar:

Glikozun hiicre zarindan pasif gegisini saglayan tasiyicilar, 14 adet izoform igeren GLUT
(Glukoz transporters) protein ailesidir. Bu protein ailesi primer dizi farkliklarina gore {i¢
siifa ayrilir. Sif [; GLUT 1, 2, 3, 4’1 igerir ve klasik tasiyicilar olarak adlandirilir. Sinif
IT; ‘tuhaf” izoformlardir ve GLUT 5, 7, 9, 11’1 igerir. Son olarak sinif III; GLUT 6, 8, 10,
12 ve proton yonlendirmeli myoinositol trasnporter HMIT (GLUT 13) izoformlarini
icermektedir (Augustin 2010).

Sinif I izoformlar iyi karakterize edilmis formlardir. Bu sinifta bulunan GLUT 1, ilk
klonlanan izoformdur ve neredeyse tiim dokularda ifade edilmektedir (llisley 2000,
Mueckler ve ark. 1994). Ayrica laboratuvarlarda rutin olarak kullanilan hiicre hatlarinda

da yiiksek seviyede bulunmaktadir (Augustin 2010).



GLUT 2 ana olarak karaciger, bobrek ve bagirsakta bulunmaktadir (Fukumoto ve ark.
1988). GLUT 3, gesitli tiirlerde beyinde baskin olarak ifade edildigi i¢in noron-6zgii
tasiyic1 olarak adlandirilmaktadir. Ayrica bazi kanser hiicrelerinde de ifade edildigi
goriilmiistiir (Ciampi ve ark 2008, McCall ve ark 1994). GLUT 4 ise kahverengi ve beyaz
yag dokusunda, kalp ve iskelet kasinda insiilin ile uyarilmis glikoz aliniminda hiz
belirleyici olarak gorev alir (Huang ve Czech 2007). Bu smnifin son iiyesi ise %95
oraninda GLUT 3 ile benzerlik gosteren ve Ozellikle testiste ifade edilen GLUT 14

izoformudur (Wu ve Freeze 2002).

Sinif II ailesinin kendine has 6zellikleri fruktozu tasiyabilmeleridir. Fakat yapilan son
arastirmalarda GLUT 2’nin de fruktozu tasidigi gésterilmistir (Manolescu ve ark. 2007).
GLUT 5, jejonumda ve portal vendeki epitelyal hiicrelerde bulunmaktadir (Blakemore ve
ark. 1995). GLUT 7, ince barsak ve kolonda primer olarak ifade edilmektedir (Li ve ark.
2004). GLUT 9, bobrege ve karacigere 6zgiidiir (Augustin 2010). GLUT 11’in ti¢ farkli
varyant1 bulunur ve bu varyantlar dokuya 6zgiindiirler. A varyanti kalp kasi, iskelet kas1
ve bobrek de, B varyanti; plasenta, yag doku ve bobrekte, C varyant: ise yag doku, kalp

kas, iskelet kas1 ve pankreasta bulunur (Scheepers ve ark. 2005).

Sinif 111 ailesi iiyeleri bu smifa 6zgii bir 6zelligi paylasmaktadirlar. Tiim izoformlar N-
glikolizasyon bdlgelerini besinci hiicre disi katlantilarinda tasirlar. GLUT 6 baskin olarak
beyin, dalak ve periferal 16kositlerde ifade edilir (Augustin 2010). GLUT 8 (GLUTX1)
ana olarak testiste, az miktarda da beyin, adrenal bez, karaciger, dalak, kahverengi yag
doku ve akcigerde bulunmaktadir (Ibberson ve ark. 2000). GLUT 10 insanda kalp,
akciger, beyin, karaciger, iskelet kasi, pankreas ve bobrekte bulunmaktadir (McVie-
Wylie ve ark. 2001). GLUT 12, ilk olarak insan meme kanseri hiicre hattindan izole
edilmistir ve duktal karsinoma in situ’da GLUT 12’nin fazla ifade edildigi ortaya
konmustur. Ana olarak iskelet kasi, kalp kasi, ince barsak ve plasentada ifade
edilmektedir (Rogers ve ark. 2003, 2020). Son olarak GLUT 13’ten bahsedecek olursak,
bu izoform baskin olarak beyinde, hipotalamusta, serebellumda, hipokampusta ve
beyincikte bulunur (Augustin 2010, Uldry ve ark. 2001).

Yukarida glikozun hiicre igine alindiktan sonra ii¢ farkli yola gidebileceginden

bahsedilmisti. Simdi bu yolaklardan ilki olan glikoliz detayl1 bir sekilde anlatilacaktur.



2.1.2. Glikoliz

Glikoliz, glikozun piriivata doniistiiriildiigii ¢esitli basamaklari igeren bir siirectir. Piruvat,
oksijen varliginda TCA (Trikarboksilik asit) dongiisiine katilir ya da yeterli oksijen
olmadig1 durumlarda laktik asite ¢evrilebilir (Gatenby ve Gillies 2004).

1920’1 yillarda Otto Warburg ve arkadaslar1 kanser hiicrelerinin, zengin oksijen ortamina
ragmen normal hiicrelere gore ¢ok daha fazla miktarda glikoz tiikettigini ve baskin olarak
glikoliz ile yiiksek seviyede laktat {irettigini gostermistir. Bu durum aerobik glikoliz ya
da ‘Warburg etkisi’ olarak adlandirilmaktadir. Glikoliz, ATP iiretimi ag¢isindan
yetersizdir. Fakat bu az liretime ragmen, oksidatif fosforilasyondan daha hizli ATP {iretir.
Dolayisiyla kanser hiicreleri ve hizli boliinen hiicrelerde artmis glikoliz izlenmektedir

(Kwon ve Vander Heiden 2011, Liberti ve Locasale 2016).

Glikolizin ilk basamagi, glikozun geri doniisiimsiiz olarak glikoz-6-fosfata (G6P)’a
cevrilmesidir. Bu reaksiyon heksokinaz (HK) tarafindan katalizlenmektedir ve ATP
harcanir (Mulukutla ve ark. 2016). Hekzokinazin dort adet izoformu bulunur. Bu
izoformlar tip I, Il, III ve glukokinaz olarak bilinen tip IV’diir. Tip III glikoza karsi en

fazla afinite gosteren izoenzimdir (Wilson 2003).

Daha sonra G6P, glukoz-6-fosfat izomeraz (GPI) ile fruktoz-6-fosfat (F6P)’a gevrilir
(Achari ve ark. 1981). F6P’1n fosforilasyonu ATP harcanan ikinci basamaktir ve PFK1
ile katalizlenir. Bu reaksiyon sonucu F6P, fruktoz-1,6-bisfosfat (F1,6BP)’a ¢evrilir. Bu
tepkime hiicre i¢i kosullarda geri doniisiimsiizdiir ve glikolizin kilit noktasidir (Sola-
Penna ve ark. 2010). F2,6BP bu enzimin aktivatoriidiir ve glikolizin diizenlenmesinde
onemli bir yeri vardir. Hiicre i¢i F2,6BP miktarlar1 ise PFKFB enzim ailesi tarafindan

saglanmaktadir (Minchenko ve ark. 2003).

PFK’nin ii¢ izoformu bulunmaktadir. Bunlar PFK1 (M) kas hiicrelerinde ifade edilen
formu; PFK-L, akcigerde ifade edilen izoformu ve PFK-P, plasentada ifade edilen
izoformudur. PFK1 miktari, biiylime sinyallerine cevaben artmaktadir ve ¢cogalmakta

olan hiicrelerde artmig glikoliz ile iligkilidir (Mor ve ark. 2011).

F1,6BP, aldolaz ile gliseraldehit 3-fosfat (G3P) ve dihidroksiaseton fosfata (DHAP)

cevrilir. Aldolazin ti¢ farkli izoformu bulunmaktadir. Aldolaz A kas hiicrelerinde, aldolaz

B karacigerde ve aldolaz C ise beyinde ifade edilmektedir (Penhoet ve ark. 1966).



DHAP, trioz fosfat izomeraz (TPI) ile G3P’a gevrilir. TPI miikemmele yakin bir katalist

olarak goriilmektedir. Ciinkii katalitik hiz1 substrat diflizyon oranina baglidir (Griining ve

ark. 2014).

Daha sonra gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH), NAD" (nikotinamid adenin
diniikleotid) ile diizenlenen oksidatif fosforilasyonu katalizleyerek G3P’1 1,3-
bisfosfogliserata g¢evirir. Bu arada NAD*, NADH’a indirgenir ve TCA dongiisiine

elektron saglanir (Buehner ve ark. 1973).

Fosfogliserat kinaz (PGK), 1,3-bisfosfogliseratin yiiksek enerjili fosforilasyonu ile 3-
fosfogliserat1 olusturur. Bu enzim glikolitik yolakta ATP iiretiminin yani sira, bitkilerde
karbon fiksasyonu i¢in de gereklidir (Blake ve Rice 1981). Fosfogliserat mutaz (PGM),
3-fosfogliserat1 2-fosfogliserata doniistiiren enzimdir ve fosforilasyon ile katalitik

aktivitesi etkinlesir (Winn ve ark 1981).

2-fosfogliserati, fosfoenolpiruvata katalizleyen enzim enolaz (2-fosfo-D-gliserat
hidrolaz)’dir. Bu enzim dimerik formdadir ve iyi korunmus gen ailelerinden biri olarak

evrimsel ¢alismalarda 6nemli rol oynamaktadir (Tracy ve Hedges 2006).

Glikolizin son basamagi ise fosfoenolpiruvatin piruvata indirgenmesidir. Bu tepkime
piruvat kinaz (PK) tarafindan katalizlenir ve glikolitik yolakta ATP {ireten ikinci
basamaktir. Bu enzim, bakterilerden bitkilere kadar birbirinin aynist olan 500 adet
aminoasit rezidiisiine sahip bir enzimdir (Muirhead et al., 1986). PK’nin dimerik ve
tetramerik olarak iki formu bulunmaktadir. Tetramerik formun PEP’e olan afinitesi
dimerik forma gore daha fazladir. Enzimin tetramerik forma donmesi i¢in de yiiksek
miktarlarda F1,6BP gerekmektedir. Normal prolifere olan hiicrelerde PK genellikle
teramerik formdadir. Ayrica PK’nin birden fazla izomeri bulunmaktadir. PK-L karaciger
ve bobrek gibi glikoneojenezin oldugu dokularda bulunur. Eritrositler PK tip R’yi ifade
ederler. PK-M1 kas ve beyin gibi biiyiik miktarda enerji gereken dokularda bulunur. PK-
M2 ise niikleik asit sentezinin yiiksek oldugu embriyonik hiicrelerde, yetiskin kok
hiicrelerinde, akciger hiicrelerinde ve kanser hiicrelerinde ifade edilmektedir (Mazurek
ve ark. 2005).



Daha sonra piruvat, dis ortam kosularina ve uyaranlara bagl olarak hiicre tarafindan
laktik asit (laktat) olusumuna yonlendirilir ya da oksijenli solunuma katilir (Sekil 2.1.).

Ilk olarak deginilecek yolak piruvatin laktik asite doniisiimiidiir.

Glikoz
HK ATPr\l \_7 ADP
Glukoz-6-fosfat
GPI \
Fruktoz-6-fosfat
PFK ATPf\l \_7 ADP
\Fruktoz-l,G-bisfosfat

Aldolaz —gy, l

Dihidroksiaseton fosfat

TPl —y,
Gliseraldehit-3-fosfat
GAPDH\NAD+f\ l \_7 NADH
1,3-bisfosfogliserat
PGK \ADPf\ l \_7ATP
3-fosfogliserat

PGM\ l v

2-fosfogliserat TCA Déngiisii

Enolaz s l

Fosfoenolpiruvat

PK‘A\DPr\l \_SATP

Piruvat

LDH\NADHr\l _7 NAD*

Laktat

Sekil 2.1. Glikozun piruvata g¢evrilmesiyle 2 molekiil ATP olusur. Piruvat oksjen
varlifina ve ya disaridan gelen sinyallere gore ya laktat dehidrogenaz (LDH) ile laktik
asite ¢evrilir ya da oksijenli solunum ile ATP iiretmek amaciyla TCA dongiisiine katilir.



2.1.3. Laktat metabolizmasi

Hiicreler, hipoksi durumuna karsi hayatta kalabilmek icin piruvati laktata gevirmek
zorundadirlar. Oksijen yoklugunda ana enerji kaynagi olan anaerobik glikoliz icin NAD™
gereklidir ve bu ihtiyag piruvatin laktata ¢evrilmesi sonucu NADH’ 1n yiikseltgenmesi ile
karsilanir (Cohen ve Roy 1975). Fakat hiicreler sadece oksijen yoklugunda laktat
tiretmezler. Timor hiicreleri ve hizli ¢ogalan hiicrelerde oksijen varliginda bile yiiksek

oranda glikoliz ve laktik asit olusumu izlenir (Feron 2009).

Laktat insan viicudunda iki izomer halinde bulunan bir hidroksikarboksilik asittir. Bu
izomerler L-laktat ve D-laktattir. L-laktat, glikoliz sonucunda olusan piruvatin
indirgenmesi ile olusurken, D-laktat siit {irlinleri, sarap, elma, bira ve domates gibi
besinlerin tiiketilip sindirildikten sonra bagirsakta bulunan bakteriler tarafindan

gergeklestirilen fermantasyon sonucunda olusur (Adeva-Andany ve ark. 2014).

Piruvat, LDH tarafindan laktik asite ¢evrilir. LDH alt tiniteleri iki ana yapisal formda
bulunur. Bunlar LDH- A (M) ve LDH- B (H)’dir. LDH- A anerobik kosullarda piruvati
laktata cevirir. LDH- B ise kalp kasi1 gibi aerobik dokularda bol bulunur ve laktatin

piruvata ¢evrilmesini kinetik olarak saglar (Eventoff ve ark 1977, Shim ve ark. 1997).

Laktatin hiicre zarindan tasinmasi proton ya da sodyum eslenikli monokarboksilat
tagiyicilar tarafindan saglanir. Su ana kadar tanimlanmis dort adet proton eslenikli
monokarboksilat tagiyici (MCT) vardir (Adeva-Andany ve ark. 2014). Bunlar MCT1,
MCT2, MCT3 ve MTC4’tiir. MCT1 ve MCT?2 L-laktat i¢in stero segkinlik gdsterirler ve
MCT?2’nin piruvat tagima afinitesi yiiksektir (Lin ve ark. 1998). MCT4 insan hiicrelerinde
salinan laktatin taginmasinda ana tasiyici olarak diistiniilmektedir. MCT3 ise insan retina
pigment epitelinde bulunmaktadir (Feron 2009, Gerlinger ve ark. 2012, Ritzhaupt ve ark.
1998). Hipoksi durumlarinda in vitro ortamdaki hiicrelerde MCT4 proteinin ifadesinin
arttig1, MCT1 in ise degismedigi gosterilmistir. Clinkii MCT4 geni iki adet hipoksi-cevap

elementi igeren promotor bdlgeye sahiptir (Feron 2009).

Diger bir laktat tasiyicisi ise sodyum-eslenikli monokarboksilat (SCMT) tasiyicilardir ve
bugiine kadar SCMT1 (SLC5A8) ve SCMT2 (SLC5A12) olmak tizere iki adet tasiyici
tanimlanmigtir. SCMT2’nin substrat afinitesi SCMT1’ e gore daha diistiktiir (Kerr ve ark.
2009).



2.1.4. TCA dongiisii

Piruvatin laktik asite ¢evrilmeyip enerji liretmek amaciyla izledigi diger yol ise TCA
dongiisiidiir. Bu dongii primidin ve yag asidi sentezi i¢in gerekli metabolitleri saglamakla
beraber, mitokondriyal membran potansiyelini ve demir siilfiir bilesiklerinin biyogenezini
de saglamaktadir. TCA dongiisiindeki ara metabolitler, ilk olarak 1980 yilinda Krebs ve
Johnson tarafindan ortaya konulmus oldugu i¢in bu metabolik olay Krebs dongiisii olarak
da adlandirilmaktadir (Krebs ve Johnson 2014, Martinez-Reyes ve ark. 2016).

Glikoliz sonucu olusan piruvat, ilk olarak mitokonriyal piruvat tasiyicilar ile
mitokondiriye yonlendirilir ve burada piruvat dehidrogenaz (PDH) ile geri doniisiimsiiz
olarak Asetil koenzimA (CoA)’ya dondstiiriilerek TCA dongiisiine katilir (Patel ve
Korotchkina 2006). Bu dongii ise okzaloasetat ve Asetil CoA’nin sitrat sentaz (CS)
tarafindan, sitrat1 olusturmak amaci ile birlestirilmesi ile baglar. Bu reaksiyon in vivo
ortamda geri doniistimsiizdiir (Stobbe ve ark. 2012). Daha sonra sitrat, sitrat akonitaz ile
D-thero-izositrata gevrilir. Bu reaksiyonda ara metabolit olarak sis-akonitat olusur (Krebs
ve Holzach 1952).

Izositarat, izositrat dehidrogeneaz (IDH) ile 2-okzogluterata’a déniistiiriiliir. Bu reaksiyon
sirasinda 1 molekiil CO2 olusur ve NAD" NADH’a indirgenir (Martinez-Reyes ve
Chandel 2020). 2-oksogluterat dehidrogenaz enzimi, oksidatif dekarboksilasyonu, CoA
ester baginin olugsmasini ve lipoamid kofaktdr reoksidasyonunu igeren karmasik bir

tepkime gergeklestirerek sukkinil CoA’y1 olusturur (Gibson ve ark. 2005).

Daha sonra sukkinil CoA sentaz, enerji agisindan zengin olan CoA ester bagini kirarak
sukkinati olusturur. Bu tepkime sonucunda agia cikan enerji ile Guanizin difosfat

(GDP), Guanizin trifosfat (GTP)’a doniistiiriiliir (Johnson ve ark. 1998).

Sonraki asamada sukkinat dehidrogenaz (SDH), sukkinati fumarata okstiler. Bu
reaksiyon sirasinda elektronlar FAD* (Flavin adenin diniikleotid)’e transfer olarak
FADH olusturulur (Mewies ve ark. 1998).

Fumarat, fumarat hidrolaz (FH) ile (S)- malat’a dontstirilir. Bu ¢ift yonli bir
tepkimedir. Son olarak ise malat dehidrogenaz (MDH), malat’1 oksaloasetata ¢evirir ve
dongii tekrar baglar (Stobbe ve ark. 2012) (Sekil 2.2.)
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Sekil 2.2. TCA dongiisii. Bu dongii glikozun glikolizis ile piruvata indirgenmesinden
sonra oksidatif fosforilizasyonun gergeklesmesi i¢in gereken ikinci asamadir. Asetil CoA,
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oksaloasetat ile birleserek sitrati olusturur ve bir dizi tepkime sonrasi tekrar oksaloasetata
gevrilir bu yiizden bu yolak, dongii olarak adlandirilmaktadir.

2.1.5. Pentoz fosfat yolag1 (PFY)

Cogu dokuda glikoz oksidasyonun %80-90°1 glikoliz ile ger¢eklesmektedir. Geri kalan
%10-20’s1 ise PFY ile saglanmakta ve ATP iiretimi olmamaktadir. PFY ’nin iki ana gorevi
vardir. Bunlar, hiicreyi oksidatif hasara kars1 korumak ve niikleik asit sentezi i¢in gerekli
riboz-5-fosfat1 liretmektir. Heksoz monofosfat yan yolagi olarak da bilinen bu yol,
glikolizi ilk basamakta terk ederek iki dala ayrilir (Riganti ve ark. 2012, Wamelink ve
ark. 2008).

fIk dal, oksidatif kol olarak adlandirilmaktadir ve geri déniisiimsiiz {ic reaksiyon
icermektedir. Hekzokinaz’in tiriinii G6P, glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PDH) ile 6-
fosfo-glukono-4-laktona oksitlenir. Bu tepkime sirasinda nikotinamid adenin dintikleotid
fosfat (NADP™) indirgenerek NADPH olusur. G6PDH, hiz belirleyici olarak gorev
yapmaktadir. Inaktif formu monomer, aktif formu ise dimerdir. NADP*/NADPH orani
bu enzimin ana modiilatoridiir (P. Cohen ve Rosemeyer 1969). Daha sonra 6-fosfo-
glukono-é-lakton hizli bir sekilde 6-fosfoglukonolaktonaz (6PGL) tarafindan
hidrolizlenerek 6-fosfo-glukonat olusturulur (Wamelink ve ark. 2008). Son olarak 6-
fosfoglukonat dehidrogenaz (6PGDH) ile ribuloz-5-fosfat olusur. Bu tepkime sirasinda
bir molekiil NADP* daha indirgenir ve bir molekiil CO2 olusur (Toews ve ark. 1976).

Diger dal ise non-oksidatif koldur. Bu yolda oksidatif kolda iiretilen ribuloz-5-fosfat,
ribuloz-5-fosfat isomeraz (RPI) ile riboz-5-fosfata doniistiiriilebilir ya da ribuloz-5-fosfat
epimeraz (RPE) ile ksiluloz-5-fosfata gevrilir (Spencer ve Hopkinson 1980). Ksiluloz-5-
fosfat, PFKFB’1 defosforilize eden protein fosfataz 2A’y1 aktive ederek hiicre i¢i F2,6BP
seviyelerini ayarlamaktadir. Riboz-5-fosfat ise niikleotidler ve niikleik asitlerin yapisina
katilmaktadir (Patra ve Hay 2014). Fakat NADPH gereksinimi niikleotid gereksiniminden
fazla ise bu durumda transketolaz (TKT), gliseraldehit-3-fosfat ve sedoheptulaz-7-fosfati
olusturur (Lindqvist ve ark. 1992). Bu iki iiriin transaldolaz (TALDO) aracilig1 ile F6P
Ve eritroz-4-fosfata ¢evrilir (Heinrich ve ark. 1976). TKT’1n yonettigi diger bir tepkimede
ise eritroz-4-fosfat, ikinci bir ksiluloz-5-fosfat ile F6P ve Gliseraldehit-3-fosfati olusturur.
F6P, NADPH iiretmek {izere tekrar G6P’a gevrilirken gliserladehit-3-fosfat glikolize
katilabilir (Patra ve Hay 2014) (Sekil 2.3.)
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Sekil 2.3. PFY oksidatif ve non-oksidatif kol olmak iizere iki ayri reaksiyon zinciri
icermektedir. Oksidatif koldaki tepkimeler geri doniisiimsiizdiir ve bu tepkimelere sonucu
olusan metabolit niikleotid yapisina katilir. Non-oksidatif kol ise NADH ihtiyacini
karsilamak igin tercih edilen yoldur ve bu koldaki tepkimeler geri doniistimliidir (Patra
ve ark. 2014).

2.2. PKFKB Enzim Ailesi

F2,6BP ilk olarak, karacigerde glukagonun glukoneojenez iizerindeki etkisinin
arastirildigr  ¢alismalar sirasinda  kesfedilmistir. Bu  metabolitin  karacigerde
fruktozbisfosfataz-1’ i inhibe ederek glukoneojenezi diizenledigi fark edilmistir. Daha
sonra F2,6BP’m PFK1’i aktive ederek glikolizi uyardigi ortaya konmustur. F2,6BP
seviyeleri ise homodimerik bifonksiyonel bir enzim olan PFKFB enzim ailesi tarafindan
diizenlenmektedir (Minchenko ve ark. 2003, Shi ve ark. 2017) (Sekil 2.4).
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F6P
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> Fruktoz-1,6-bisfosfat

Piruvat

Sekil 2.4. F2,6BP glikolizisin anahtar enzimi olan PFK-1’1 pozitif olarak etkilemekte ve
glikolizisi uyarmaktadir. PFKFB enzim ailesi ise bu metabolitin hiicre i¢i diizeylerini
dengeleyerek glikolizisi kontrol altinda tutan 6nemli bir enzim ailesidir (Ros ve Schulze
2013).

Bu enzim ailesi liyeleri, ayn1 polipeptid zinciri lizerindeki farkli u¢larda hem kinaz hem
de fosfataz aktivitesine sahiptirler. Zincirin amino (N) terminal ucu kinaz aktivitesine
sahip iken, karboksi (C) terminal ucu fosfataz aktivitesi gostermektedir (Pilkis ve ark.
1995, Rider ve ark. 2004). Kinaz aktivitesi gosteren kisim yani fosforuktokinaz-2 (PFK-
2), ATP’taki bir fosfati kullanarak F6P’tan F2,6BP sentezlerken, fosfataz aktivitesi
gosteren kisim yani fruktoz-2,6-bisfosfataz (F2,6BPaz), F2,6BP’1 F6P ve inorganik fosfat
(Pi)’a pargalar (Okar ve ark. 2001) (Sekil 2.5.).

ADP F2,6BP F2,6BP
‘C‘“al F 0sfy ta 2
N-terminal
C-terminal
g, gosi“‘“‘ﬂ 6P Pi
ATP  F6P

Sekil 2.5. PFKFB enzim ailesi iiyeleri bifonksiyonel enzimlerdir. N-terminal ucu kinaz
aktivitesi gostermekte ve ATP kullanarak F6P’1 F2,6BP’a katalizlemektedir. C- terminal
ucu ise fosfataz aktivitesi gostermekte ve F2,6BP’t1 F6P’a pargalamaktadir (Shi ve ark.
2017).
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Enzimin kinaz aktivitesi gosteren kismi Pi fosfat ihtiyacint ATP’den saglamak istese de
GTP’yi de fosfat kaynagi olarak kullanabilmektedir. Tercih ettigi substrat ise D-F6P tir.
Fakat L-sorboz-6-fosfat da substrat olarak gorev yapabilir. Enzimin galismasi igin gerekli
optimum pH 8-9 arasidir. Kinaz aktivitesi ATP tarafindan inhibe edilmemekle birlikte
ADP ve F2,6BP inhibitor olarak gorev yapmaktadir (Hers and Van Schaftingen, 1982,
Tauler ve ark. 1990, Van Schaftingen ve ark. 1982). Pi ve arsenat, enzimin F6P’a olan
afinitesini arttirir. Ayrica sitrat, fosfoenolpiruvat ve gliseraldehit-3-fosfat da enzimin
inhibitorlerindendir (Hers ve Van Schaftingen, 1982, Pilkis ve ark. 1995). Memeli PFK-
2’nin katalitik aktivitesi i¢in sistein rezidiilerinin énemli oldugu ortaya konmustur.
Arjinin rezidiilerinin ise F6P’1 baglamada gorev aldigr diigiiniilmektedir (S. J. Pilkis ve
ark. 1987).

F2,6BPaz, fosfat1 6zellikle C-6 pozisyonundan hidrolize etmektedir. F1,6P ya da glikoz-
1,6-fosfatla tepkimeye girmemektedir. Reaksiyon i¢in optimal pH 5,5-6,5 arasidir. Enzim
hem F6P hem de F2,6BP tarafindan inhibe olmaktadir. Yapisal olarak PGM ile benzerlik
gosterir. Katalitik bolgesinde Arg-His-Gly rezidiileri yer almaktadir. Substrat baglayan
kismi ise 8 adet glutamik, 2 adet asparjik ve 4 adet ana aminoasit rezidiisii igerir.
F2,6BPaz her ne kadar niikleotid baglamasa da bunlar1 baglamak i¢in de bir bolge
icermektedir (Simon J. Pilkis ve ark. 1995).

PFKFB enzim ailesinin ana olarak 4 adet farkli izomeri bulunmaktadir. Bu enzim
ailesindeki tliyeler her ne kadar doku spesifik olarak ifade edilseler de farkli dokularda
fakli izomerlerin de bulundugu ortaya konulmustur. Bu izomerler arasindaki temel fark,
kinaz/fosfataz katalitik aktivitelerinden kaynaklanmaktadir (Mykhalchenko ve ark.
2008).

2.2.1. PFKFB1 izoformu

PFKFBL, ilk olarak karacigerden izole edilmistir ve bu yilizden karaciger izoformu olarak
adlandirilmigtir. PFKFB1 geni L, M, F adl {i¢ farkli promotor bdlgesinden L ve M adli
iki farkli izoform sentezlemektedir. L izoformu karacigerde, M izoformu ise fibroblastlar,
beyaz yag doku, fetiis ve iskelet kasinda bulunmaktadir (Minchenko ve ark. 2003, Rider
ve ark. 2004). Bu genin transkripsiyonel aktivitesi EGF (Epidermal growth factor), HNF-
6 (Hepatocyte nuclear factor 6) ve v-src ya da E1A (Adenoviriis early region 1A) gibi

baz1 onkogenler tarafindan arttirilmaktadir. Ayrica glioblastoma hiicrelerinde PFKFB1

14



geninin diizenlenmesinin, ERN1 (Endoplasmic reticulum-nuclei) enzim sinyalinin
isleyisine bagli oldugu gosterilmistir (Dupriez ve ark. 1993, Lee ve ark. 2003, Lypova ve
ark. 2003). cAMP (siklin adenozin mono fosfat) enzimi Ser32 ucundan fosforillemektedir
(Simon J. Pilkis ve ark. 1995).

2.2.2. PFKFB2 izoformu

PFKFB2 izoformu ilk olarak kalpten izole edilmistir ve bu yiizden kalp izoformu olarak
adlandirilmigtir. PFKFB2 geni iki farkli izoform ifade etmektedir. Ekzon 15’in alternatif
kesilimi ve farkli promotor kullanimi bu iki farkli izoforma neden olmaktadir. Kesimdeki
degisiklik COOH terminal bolgesinde uzunluk farkliligina neden olmakta ve
izoformlardan biri uzun digeri ise kisa olmaktadir. Bu genin aktivitesi de PFKFB1’de
oldugu gibi glioblastoma hiicrelerinde ERN1 enzim sinyalinin isleyisi ile iligkilidir.
PFKFB?2 kalpte, bobrekte ve Langerhans adaciklarinda ifade olmaktadir (Lypova ve ark.
2003, Okar ve ark. 2001). Kalpte insiilin, GLUT proteinlerinin seviyelerini arttirarak ve
enzimin kinaz bolgesini aktiflestirerek glikolizi arttirmaktadir. AMPK (AMP activated
protein kinaz), PKA (Protein kinaz A), Akt (Protein kinaz B-PKB) ve PKC (Protein kinaz
C) ise enzimi Ser466 ve Ther475 kismindan fosforlamaktadir (Rider ve ark. 2004).

2.2.3. PFKFB3 izoformu

Bu arastirmanin ana konusunu olusturan ve K-ras mutasyonun, tizerindeki etkisini
arastirdigimiz bu izoform ilk olarak plasenta ve beyinden izole edilmistir. PFKFB3 geni,
onkogen benzeri AUUUA instabilite elementinin ¢oklu kopyasini 3’ ucunda bulundurur.
Bu gen en az 19 ekzon ve farkli yapisal izoformlarin ifade olmasina neden olan COOH-
terminalinin alternatif kesim varyantlarini igerir (Kessler ve Eschrich 2001). Simdiye
kadar iki ana izoform tespit edilmistir fakat en az 6 farkli varyanti oldugu
diisiiniilmektedir (Mykhalchenko ve ark. 2008). izoformlardan biri devamli digeri ise
indiiklenebilir olarak adlandirilmaktadir. Indiiklenebilir form daha cok tiimér hiicre
hatlarinda ve prolifere olan hiicrelerde daha fazla bulunmaktadir (Atsumi ve ark. 2002,
Navarro-Sabaté ve ark. 2001). PFKFB3, izoformlar arasinda en yiiksek kinaz/fosfataz
oranina sahip formdur (Shi ve ark. 2017). Insiilin, interldkin 6, lipopolisakkarit, adenozin
ve hidrojen peroksit ya da ultraviyole uyaranlar gibi farkli stres kaynaklart PFKFB3’{in
gen ifadesini arttirmaktadir (Ando ve ark. 2010, Novellasdemunt ve ark. 2013, Ruiz-

Garcia ve ark. 2011). Progestin ve estradiol, PFKFB3 geninin promotor bolgesine
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yerlesmis progesteron ve Ostrojen reseptdril ile etkileserek PFKFB3’iin ifadesini arttirirlar

(Imbert-Fernandez ve ark. 2014, Novellasdemunt ve ark. 2012).

AMPK, PKC, PKA ve MK2 (MAPK activated protein 2), bu enzimi Ser461 bélgesinden
fosforlamaktadir. Ayrica PFKFB3’iin s-glutatyolinazasyonu ve demetilasyonu glikolizi
inhibe ederek PFY ’n1 aktiflestirir. PFKFB3, siklin bagimli kinazlar1 (cdks) aktive ederek
Cip/Kip (CDK interacting protein/Kinase inhibitory protein) p27’nin fosforlanmasini
saglar. p27, G1/S geg¢isini baskilayan ve apoptozu aktive eden bir protein oldugu igin
PFKFB3’iin hiicre dongiisii ilerlemesinde 6nemli bir rolii bulunmaktadir (Shi ve
ark.2017). Ayrica PFKFB3’iin AMPK-abagimli olarak fosforlanmasi hiicre dongiisii
sirasinda artmaktadir. Dolayisiyla mitoz sirasinda artan glikolizle iliskilidir (Doménech
ve ark. 2015).Endotel hiicrelerinde bu enzimi baskilamak, ug hiicrelerin go¢iinii azaltarak

damarlanmay1 baskilamaktadir (De Bock ve ark.2013).
2.2.4. PFKFB4 izoformu

[lk olarak testisten izole edilen ve dnceleri testis izoformu olarak adlandirilan bu izoform,
PFKFB4 geni tarafindan kodlanmaktadir. Bu gen, tek izoform olarak ifade edilmektedir.
Yapilan bir arastirmada noral krest hiicrelerinin gogii igin PFKFB4 ifadesinin gerekli

oldugu bulunmustur (Figueiredo ve ark. 2017) (Sekil 2.6.).

Tiim PFKFB izoformlarinin hipoksi durumunda HIF-1 a (Hypoxia inducible factor 1 a )
bagimli bir mekanizma ile indiiklendigi ve oOzellikle malignite durumlarinda
tanimlandiklar1 dokular disinda da ifade edildikleri gézlenmistir (Minchenko ve ark.
2003, 2004).
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Sekil 2.6. PFKFB enzim ailesi tiyeleri (Rider ve ark. 2004.)

2.3. Glikolitik Metabolizma ve Kanser liskisi

Kanserlerin ortak 6zelliklerinden birisi degismis glikoz metabolizmalaridir. Cogu memeli
hiicresinde, oksijen varlifinda glikoliz sonucu olusan piruvat mitokondriye
yonlendirilerek oksidatif fosfrolizasyona katilmaktadir ve oksijenin yetersiz oldugu
durumlarda ise piruvat laktik asite indirgenmektedir. Oksijenin bu kisitlayici etkisi Pastor
etkisi olarak bilinmektedir (Gatenby ve Gillies 2004). Warburg etkisi olarak bilinen
olayda ise, timor hiicreleri oksijen varligina ragmen artmis glikoliz ile baskin olarak

laktik asit sentezlemektedirler (Feron, 2009). Glikolizi gergeklestiren enzimler, hiicre i¢i
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hemostaz1 saglamak amaciyla bazen kendi substratlar1 bazen de farkli sinyal yollar
tarafindan inhibe edilmekte ve glikoliz kontrol altina alinmaktadir. Kanser hiicrelerinde
ise bu kontrol bazi1 genlerin daha fazla ifade olmasi, bazilarinin ise inhibe olmasiyla
ortadan kalkmaktadir. Bu boliimde glikolitik metabolizma da bu degisikliklere neden olan
etkenlerden bahsedilecektir.

Fosfatidilinositol-3-kinaz  (PI3K) sinyal yolu glikoz metabolizmasinin ana
diizenleyicilerinden biridir. Protein kinaz Akt aracili PI3K sinyali, GLUT1 ifadesini
arttirarak glikoz alinimi arttirmaktadir (Barthel ve ark. 1999). Normal hiicrelerde PI3K,
biiyiime sinyallerine cevap olarak glikoz alinimini arttirmaktadir. Fakat timor
hiicrelerinde PI3K {izerinde goriilen mutasyonlar sonucu bu yolak, biiylime faktorleri
olmadan da aktif olabilmektedir (Frauwirth ve ark. 2002, Vander Heiden ve ark. 2009).
Yapilan bir c¢alismada Her2/neu” duktal adenokarsinom hiicrelerinin, PI3K
aktivasyonunu koruyarak EGF (Epidermal growth factror) azalmasimi onledigi ve
glikolizi arttirarak hayatta kalma avantaji sagladigini ortaya konmustur (Zachary ve ark.
2010).

Timor biiylidiikge ortamdaki oksijen miktar1 azalmakta ve tiimor hipoksi durumuyla karsi
karsiya kalmaktadir. Bu durumda HIF1-a, glikoz tasiyicilarinin, LDH-A’nin ve
neredeyse tiim glikolitik enzimlerin transkripsiyonunu arttirmaktadir (Hirschhaeuser ve
ark. 2011). HIF 1- o, PI3K/Akt/mTOR (mammalian target of rapamycin) ve Raf (Rapidly
Accelerated Fibrosarcoma)/MAPK (mitogen-activated protein kinase) sinyal yolaklarinin
kontrolii altindadir. Ayrica HIF1- a, tiimor hiicrelerinde oksijen varliginda dahi aktive
olmaktadir. Normal hiicrelerde oksijen varliginda HIF1-a proteini yikilmaktadir. Bu
islem von Hippel-Lindau (VHL) proteinin HIF 1-a’ya baglanmasi ve ubiquitin tarafindan
taninan bu kompleksin proteazlar ile yikilmasiyla olmaktadir. Fakat tiimor hiicrelerinde
VHL inaktivasyonu nedeniyle HIF 1-a stabil halde bulunmaktadir (Hasawi ve ark. 2014).
HIF1-a, piruvat dehidrogenaz kinazin aktivitesini de arttirmakta ve piruvatin asetil-
CoA’ya c¢evrilmesine engel olmaktadir. Akt, ras, myc ve p53, HIF1l-o’nin direkt
aktivatorlerdir (Feron, 2009). Bunun yani sira, bu onkojenik transkripsiyon faktorleri

LDH-A ve glikolitik enzimlerin ifadelerini de uyarmaktadir (Semenza, 2008) (Sekil 2.7.).
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Sekil 2.7. Prolifere olan bir kanser hiicresinde glikolitik programlanma. HIF-1, Akt ve c-
Myc araciligr ile glikolitik enzimlerde, LDH-A’da ve PDK’da aktivasyon sonucunda
glikoliziste ve laktat olusumunda artis gézlenmektedir (Feron 2009).

p53, hiicrelerde apoptozu baslatan protein olarak bilinmektedir. Fakat bu protein, TIGAR
(TP53 inducible glycolysis and apoptosis regulator)’iin transkripsiyonel aktivasyonu
aracilifiyla glikolizi inhibe ederek oksidatif fosforilasyonu uyarmaktadir. TP53 iizerinde
meydana gelen mutasyonlar sonucunda, glikoliz tizerindeki inhibisyon ortadan kalkmakta
ve artmis glikoliz izlenmektedir (Gatenby ve Gillies 2004). Mutant p53, ayrica
heksokinaz II'yi de transkripsiyonel olarak aktive etmektedir. Heksokinaz II’nin akciger
ve meme kanserinde onkojenik transformasyon i¢in gerekli oldugu yapilan ¢aligmalarla
ortaya konmustur (Patra ve ark. 2014). Bunun yani sira p53, GLUT1 ve GLUT4’iin
promotor Dbolgelerini  direk baglayarak ifadelerini engeller. Dolayisiyla kanser
hiicrelerinde p53 kaybi glikoz alinimini arttirmaktadir (Patra ve Hay 2014).

PI3K’mn negatif regiilatorii olan PTEN (Phosphatase and tensin homolog)’in de bazi
kanser hiicrelerinde inaktif oldugu gosterilmistir. PTEN kaybi, Akt aktivasyonuna ve
artmis glikolize neden olmaktadir (Sun ve ark. 1999).

Insanda serviks kanserine neden olan insan papillom viriis tip 16’nm onkoproteini olan

E17, PK-M2’yi direkt baglamaktadir. Bu baglanma sonucunda enzimin tetramerik forma
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doniismesi icin daha yiiksek seviyede F1,6BP gerekmekte, dolayisiyla glikoliz
artmaktadir (Mazurek ve ark. 2005).

Artmis glikoliz sonucu olusan laktik asit de kanser hiicreleri i¢in 6nemlidir. Oksidatif
timor hiicreleri glukoz yerine laktati kullanmayi tercih etmektedirler. Lakat ise, LDH-B
ile piruvata oksitlenmekte ve oksijenli solunumda kullanilmaktadir. Boylelikle oksidatif
timor hiicreleri glikozu, damar agindan uzak ve oksijen bakimindan fakir timor
hiicrelerine birakirlar (Feron, 2009). Ayrica HIF-la, MCT1 seviyelerinin arttirarak

laktatin hiicre i¢ine alinmasini saglamaktadir (Hui ve ark. 2018).

Qian ve ark. (2017) yaptig1 bir caligmada, gastrik kanser hiicrelerinde enolaz 1
seviyelerinin fazlalasarak glikolizi arttirdig1 ve sisplatin bazli kemoterapiye kars1 direncin

goriildiigiinii ortaya koymustur.

PFY da glikoliz ile birlikte tiimor hiicre biiylimesine ve canliliginin devamina biiyiik katk1
saglamaktadir. Hizl1 ¢ogalan hiicreler, artan biyosentetik ihtiyaglarini karsilamak ve
antioksidant ~ savunmayi  saglamak  amaciyla  glikoz  akisimi PFY’na
yonlendirebilmektedirler. Yapilan bir arastirmada pankreatik duktal adenokarsimonda K-
ras®? mutasyonunun glikolizi stimiile ederek glikolitik ara metabolitleri non-oksidadtif

PFY’na yonlendirdigi gosterilmistir (Jiang ve ark. 2014).
2.3.1. PFKFB enzim ailesi ve kanser iliskisi

Yapilan arastirmalar sonucunda F2,6BP seviyelerinin kanser hiicrelerinde degismis
oldugu izlenmistir. Bu degisiklik, kanser hiicrelerinde PFKFB enzimlerinin gen
ifadelerindeki farkliliktan kaynaklanmaktadir. Normal hiicrelerde PFK1’in aktivasyonu
PFKFB enzimleri tarafindan sentezlenen F2,6BP ile diizenlenirken kanser hiicrelerinde

bu metabolitin arttigi ve PFK1’in siirekli aktif oldugu goriilmiistiir (Okar et al., 2001).

PFKFB enzimlerinin fosfataz aktivitesinin artmasi ile F6P miktarinin artmasi ve glikolitik
ara metabolit olan G6P’in PFY’na yonlendirilerek biyosentetik siiregte ve redoks

kontroliinde kullanilabilecegi 6ne siiriilen goriisler arasindadir (Ros ve Schulze 2013).

PFKFB enzimlerinin kanser hiicreleri iizerine etkisini yeni yeni arastiricilarin ilgisini
¢ekmeye baslamis ve bu enzimler ile ilgili birgok ¢alisma yapilmaya baslanmustir.

PFKFBL1 izoformu ile yapilan ¢ok fazla arastirma bulunmamaktadir. Ote yandan PFKFB3
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izoformu en genis arastirma alanina ait izoformdur. PFKFB2 ve PFKFB4 ile ilgili

arastirmalar da literatlire gegmeye baslamistir.

Yapilan bir ¢aligmada, PFKFB1 disinda tiim izoformlarin akciger kanserinde fazlaca
ifade edildigi ortaya konmustur. Ozellikle PFKFB2 ve PFKFB4’iin normal akciger
hiicrelerine gore ¢ok daha fazla oldugu gosterilmistir (Minchenko ve ark. 2005). Ayrica
Ozellikle PFKFB3’iin timdr biliylimesi i¢in gerekli olabilecegi bunun yani sira PFKFB2
ve PFKFB4’iin de tiimorijenezde 6nemli olabilecegi diisiiniilmektedir (Houddane ve ark.
2017).

PFKFB2 gen ifadesinin, prostat kanser hiicrelerinde transkripsiyonel degisiklikler sonucu
arttigi gosterilmistir. Dahasi, androjen muamelesi sonrast LNCaP hiicre hattinda
PFKFB2’nin indiiklendigi goriilmiistiir (Massie ve ark. 2011, Moon ve ark. 2011). Ayrica
ortalama yasam siiresi kisalmis over kanserli hastalarda, PFKFB2 seviyelerinde artma
oldugu bulunmustur (L. Zhao ve ark. 2017). Diger taraftan; tiroit kanseri hastalarinda
PFKFB2 promotoriiniin metilasyon seviyesi azalmaktadir (Barros-Filho ve ark. 2019).
Bunlarin yan1 sira MACC1 (Metastasis-associated in colon cancer protein 1)’in timor
metabolizmasini PFKFB2 ekspresyonu ve fosforlanmasi lizerinden denetleyebilecegi de
ortaya konmustur (Dong ve ark. 2014). Osteosarkom hiicrelerinde, SLIT2 (Slit Guidance
Ligand 2)/ROBO1(Roundabout Guidance Receptor 1) sinyalinin SRC’yi fosforlayarak
ERK/c-MYC/PFKFB?2 yolagini aktive ettigi ve glikolizi artirdig1 arastiricilar tarafindan
sunulan bilgiler arasindadir (S. J. Zhao ve ark. 2018). Houles ve ark. (2018) yaptigi bir
arastirmada da BRAF mutasyonlu melanom hiicrelerinde, RSK (Ribosamal s6 kinase)’in
PFKFB2’yi devamli fosforlayarak enzimin kinaz aktivitesini arttirdigt ve PFKFB2’nin

hiicre ¢ogalmasi i¢in gerekli oldugu gosterilmistir.

PFKFB3 glikolizdeki kilit enzimlerden biri olmanin yani sira, onkojenez ve kanser
hiicrelerinin canliliginin devamliliginda da énemli bir rol oynamaktadir. Ornegin meme
kanseri hiicrelerinde PFKFB3’lin ifadesi estradiol ve progestron tarafindan
yiikseltilmekte ve bu hiicrelerin biiylimesi, gogalmasi ve metastazi artmaktadir (Imbert-
Fernandez ve ark. 2014, Novellasdemunt ve ark. 2012). Ayrica Her2 nun devamli ifadesi
de meme kanserinde PFKFB3’ii fazlalagtirarak glikolizi arttirmaktadir (Shi ve ark. 2017).

Atsumi ve ark. (2002) yaptiklar1 bir ¢alismada kolon, prostat, akciger, pankreas, over,

bobrek ve tiroit kanserinde PFKFB3 ifadesinin arttigini ortaya koymuslardir.
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Chen ve ark. (2016) ise yaptig1 farkli bir arastirmada timor hiicrelerinde, CLOCK
(Circadian locomoter output cycles protein kaput) proteinin, PFKFB3 geninde promotor
bolgedeki E-box kismini baglayarak PFKFB3 ifadesini arttirdigini gostermislerdir. Akut
myeloid 16semide de PFKFB3’iin ifadesinin, mTOR tarafindan artirildigi gosterilmistir
(Feng ve Wu 2017).

HeLa, meme ve kolon karsinom hiicrelerinde siRNA (small interfering riboniikleicasid)
ile PFKFB3 geninin susturulmasi sonucu, hiicrelerin biiyiime, bdliinme ve gog
kapasitelerinde belirgin bir azalma izlenmistir (Calvo ve ark. 2006, Klarer ve ark. 2014,
Peng ve ark. 2018).

Ayrica PFKFB3, hepatoseliiler karsinom hiicrelerinde de fazlaca ifade olmakta ve tiimor
biiyiikliigiiyle iligkilendirilmektedir. PFKFB3’iin fazla sentezlendigi hiicrelerde tiimor
capinin arttigr gozlenmistir ve PFKFB3’i inhibe etmek tiimoér biiyiimesini
engellemektedir (Shi ve ark. 2018).

Tiimor hiicrelerinde artmis metabolizma hizindan dolayi, c¢evrelerinde ¢ok miktarda
rekatif oksijen elementleri (ROE) bulunmaktadir ve bu durumda hiicreler ortam
dengelerini ayarlamak i¢in glikozu PFY’na yonlendirirler. Kanser hiicrelerinde
PFKFB3’lin metilasyonunda azalma glikozu PFY ’na yonlendirmektedir (Yamamoto ve
ark. 2014).

Reddy ve ark. (2012) yaptig1 bir calisgmada ise JAK2 (Janus kinase 2)/STATS5 (Signal
transducer and activator of transcription 5) yolaginin PFKFB3 gen ifadesini arttirdigi ve
timor hiicre biliylimesini destekledigi ortaya konmustur. Ayrica osteosarkom
hiicrelerinde, MiRNA-26b ile yapilan PFKFB3 inhibisyonu sonucunda tiimor hiicre

gociinde ve invazyonunda azalma goriilmistiir (Zheng ve ark. 2015).

DB-1 melanoma hiicreleri, U87 glioblastoma hiicreleri ve SK-MEL-5 melanoma
hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada ise diisiik ortam pH'sinin PFKFB3 fosforlanmasini

arttirarak glikolizi arttirdig1 ortaya konmustur (Mendoza ve ark. 2012).

TGFP1 (Trans Growth Factor 1), epitelyal-mezenkimal doniisiimiin (EMT) indiikleyici
proteinlerinden biridir ve EMT, timdr hiicrelerinin metastaz yapmasi i¢in gerekli bir
asamadir. Yapilan in vitro bir arastirmada ise tiimor hiicrelerinde TGFB1’in PFKFB3’i

indiikleyerek EMT’yi uyardigi bulunmustur (Yalgin ve ark. 2017).
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PFKFB3’iin bu kadar ¢ok farkli kanser tiirlinde aktive oldugu ve ifadesinin arttiginin
bulunmasiyla bu enzimi inhibe ederek kanser hiicrelerinin biiyimesini durdurmak ve
spesifik bir ilag¢ gelistirmek bilim insanlarinin ortak goriisii olmaya baslamistir. PFKFB
enzimlerini baskilamak amaciyla g¢esitli metabolitler gelistirilmistir. Bu amagcla
gelistirilen  metabolitlerden  biri  3-(3-Pyridinyl)-1-(4-pyridinyl)-2-propen-1-one
(3PO)’dir. Yapilan galismalar sonucunda 3PO muamelesi sonucu hiicrelerde glikolizde
baskilanma goriilmiistiir. Ornegin mesane kanseri hiicrelerinde 3PO ile PFKFB3
baskilanmasi, hiicre proliferasyonunda azalmaya sebep olmustur (Lea ve ark. 2015).
Ayrica meme kanseri hiicrelerinde de ayni sekilde azalma oldugu bildirilmistir (Imbert-
Fernandez ve ark. 2014). Ayrica 3PO’yu kopolimer ile bloklayarak hidrofilik bir kapsiil
icine koyabilecek olmak bu bilesigi ila¢ olarak ¢ok uygun olmasini saglamaktadir
(Bartrons ve ark. 2018).

Daha sonra 3PO’nin farmokinetik 6zelliklerini gelistirmek adina bu bilesigin 73 farkli
cesidi daha sentezlenmistir. Bunlardan 1-(4-pyridinyl)-3-(2-quinolinyl)-2-propen-1-one
(PFK15) ileri klinik aragtirmalarda kullanilmasi igin uygun bulunmustur (Koptyra ve ark.
2006). Yapilan bir arastirmada PFK15 ile inhibe edilmis bas-boyun skuaméz hiicreli
karsinom hiicrelerinde glikolizde azalma gozlemlenmistir ( Li ve ark. 2017). Ayrica mide
kanseri hiicrelerinin PFK15 ile muamele edilmesi sonucunda glikolizde azalma ve
apoptozda indiikklenme izlenmistir (Zhu ve ark. 2016). Bunun disinda akciger kanseri ve
glioblastoma hiicrelerinin de PFK15 ile muamelesi sonucu hiicre proliferasyonlarinda

azalma izlenmistir (Koptyra ve ark. 2006).

PFK15 ile yapilan ¢aligmalar ii¢lincii nesil ilaglarin gelismesine olanak saglamistir. Bu
ilaglardan biri (E)-1-(4-Pyridinyl)-3-[7-(trifluoromethyl)-2-quinolinyl]-2-propen-1-one
(PFK-158)’dir. Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, PFK158 ile birlikte ER ve EGF
reseptOrlerinin inhibisyonunun kanser hiicre hatlarinda apoptozu arttirdigi gosterilmistir
(Bartrons ve ark. 2018). Ayrica malign melanomlu farelere, PFK158 ile birlikte
BRAF(V600E) inhibitorii vemurafenib verilmesinin tiimorde regresyona neden oldugu

bulunmustur (Telang ve ark. 2015).

PFKFB4 izoformu, PFKFB3’ten sonra dikkat ¢ceken diger izoformlardan biridir. Yapilan
bir arastirmada, kiiciik hiicreli akciger kanserlerinde PFKFB4’iin kemoterapiye karsi

direngte gorev aldigi bulunmustur (Wang ve ark. 2018). PFKFB4 akciger kanserinde
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ifadesi en yiiksek olan izoformdur (Minchenko ve ark. 2005). Ayrica kolon, meme ve
prostat kanseri hiicre hatlariyla yapilan ¢alismada PFKFB4 seviyelerinin yiiksek oldugu
bildirilmistir (Chesney ve ark. 2014).

Prostat kanserlerinde PFKFB4 yoklugunun, timdr biiyiimesini azalttigi gosterilmistir
(Ros ve ark., 2012). Meme kanserlerinde PFKFB4’iin Src’yi fosforlayarak aktivasyonunu
arttirdig1 ve timor bliylimesine katki sagladigi ortaya konulmustur (Dasgupta ve ark.
2018). Strohecker ve ark (2015) yaptig1 bir ¢alismada da PFKFB4 yoklugunda otofajinin
indiiklendigi ve kanser hiicrelerinin devamliligit i¢in PFKFB4’tin gerekliligi

gosterilmistir.

PFKFB4’iin tiimor gelisimindeki dnemli yeri anlasilinca bu izoform i¢inde ilag gelistirme
calismalar1 baslamistir. 5-(n-(8-metoksi-4-kinol)amino) pentil nitrat (SMPN) bu amagla
gelistirilen bilesiklerden biridir. SMPN ile muamele edilen farelerde tiimor biiyiimesinin

baskilandig1 gézlenmistir (Chesney ve ark. 2015).

2.4. Ras Onkojenik Mutasyonu ve Pankreatik Duktal Adenokarsinom

Ras onkoproteinleri hiicre proliferasyonunu, hiicresel yasamin devamliligini, hiicresel
gocii ve farklilagsmayi saglayan sinyal yolunu diizenleyen GTPaz’lardir. GTP bagimli ras
proteinleri, hiicre dis1 uyarilari hiicresel aktiviteleri diizenleyecek olan hiicre i¢i sinyal

kaskadina ¢evirirler (Takashima ve Faller 2013).

Ucg farkli ras geninden dort farkli izoform ifade edilmektedir. ilk bulunan gen, Harvey
sarkoma viriis onkogeninin insandaki homologu olan Hras genidir ve Hras izformunu
ifade eder. Daha sonra Kristen sarkoma viriis onkogeninin insandaki homologu bulunmus
ve Kras geni olarak adlanmistir. Bu gen K-ras4A ve K-ras4B olmak iizere iki izoform
kodlamaktadir. Son olarak da noroblastoma doniisiimiine neden olan onkogen bulunmus

ve Nras olarak adlandirilmistir (Shimizu ve ark. 1983, Appels ve ark 2005).

Ras proteinleri iki ana bolgeden olusur: katalitik bolge olan G-bolgesi ve C-terminal hiper
degisken (Hyper veriable region-HVR) bolge. Katalatik bolge, li¢ izoformda da
homologtur ve fosfat baglayan katlanti ile iki parca niikleotid baglayan anahtar bolgeyi
icerir (Prior ve ark. 2012). HVR bolgesi ise translasyon sonrast degisikliklerin

24



gerceklestigi ve plazma zarinda yerlesim igin gerekli olan bolgedir. HVR bolgesi ii¢
izoformda yalniza %15 oraninda benzerlik gosterir (Gysin ve ark. 2011).

Ras proteinlerinin fonksiyonel olarak aktif olabilmeleri ic¢in translasyon sonrasi
modifikasyon gecirmeleri gerckmektedir (Appels ve ark 2005). Bazi durumlarda ras
proteinleri galaktin 1 ve 3 gibi ras-eskort proteinleri ile bagli halde bulunurlar. Bu
proteinler, ras proteinlerinin GTP-bagli yani aktif hallerini kontrol altinda tutarlar
(Rotblat ve ark. 2008).

GTP bagh ras proteini, GTPaz aktive edici proteinler (GTPase activating proteins-
GAP)’in yonettigi GTP hidrolizi ile inaktif duruma gegerler. Disaridan tekrar uyari
geldiginde Shc gibi toplayict adaptor proteinler guanin niikleotid degisim faktorlerini
(guanin niicleotid exchange factor GEF) sitoplazmaya getirirler ve GEF’ler de GDP’yi
proteinden ¢dzerek GTP’nin bolgeye yerlesmesini saglarlar. GTP baglanmasi sonucu
olusan konformasyonel degisiklikler, ras proteinlerinin asag1 yolakta bulunan proteinlere
baglanma afinitesini arttirirlar (Vigil ve ark. 2011).

Ras proteinlerinin asag1 yolaginda simdiye kadar 10 adet protein oldugu bulunmustur.
Bunlar Raf, GAP, RalGDS (Ral Guanine Nucleotide Dissociation Stimulator), RIN1 (Ras
And Rab Interactor 1), TIAM (T-cell lymphoma invasion and metastasis-
inducing protein), PI3K, PKCE (protein kinase C & type), PLCe (Phospholipase C-¢) ,
Norel ( RASSF5-ras association domain-containing family protein 5), AF6’dir. Raf ve

PI3K en ¢ok caligilan yolaklar arasindadir (Rajalingam ve ark. 2007) (Sekil 2.8.).
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Sekil 2.8. Ras proteinleri etkilestikleri diger proteinler ile bir¢cok sinyal yolaginin
diizenlenmesinde kritik rol oynarlar ve hiicresel biyolojik siireclerin diizenleyen kilit
proteinlerden biri olarak kabul edilirler (Takashima ve Faller 2013).

Insanlarda goriilen kanserlerin yaklasik %30°nda bu ii¢ proteinden birinin aktive edici
mutasyonuna rastlanmaktadir ve ii¢ izoform arasinda Kras mutasyonu en sik goriilendir.
Kras mutasyonu 6zellikle kolorektal, kiigiik hiicreli dis1 akciger ve pankreatik duktal
karsinomlarda baskin olarak goriilmektedir. Bunun disinda mide, over, meme ve safra
kesesi kanserlerinde de Kras mutasyonlarina rastlanmaktadir. Malign melanomda,
sarkomlarda, akut myeloid 16semi ve akut lenfoblastik 16semide ise Nras mutasyonu
goriilmektedir. Bazi meme ve mesane kanserlerinde ise Hras mutasyonu izlenmektedir
(Bos, 1988).

Ras proteinlerinde goriilen mutasyonlarin hepsi katalitik bolgede gerceklesmektedir.
Aktive edici mutasyonlar, GTPaz etkisini ortadan kaldirarak ras proteinlerinin siirekli
aktif olmasini saglamaktadirlar. Bu mutasyonlar 12., 13. ve 61. kodonlarda olmaktadirlar
(Takashima ve Faller 2013). Kras mutasyonlarinin %80’i 12. kodonda goriiliir. Baskin
patern ise 12. ve 13. kodondaki ikinci bazin guaninden (G) adenine (A) donmesidir ve bu

durum G12D ya da G13D ile sonuglanir. G’nin timine (T) doniistiigii mutasyonlarsa
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G12V ile sonuglanir. Akcigerde ise 6zel bir durum sdz konusudur. ilk bazdaki G-T
doniistimii G12C ile sonuglanmaktadir. Hras %50 12. kodon %40 61. kodonda mutasyona
ugrarken, Nras da mutasyonlarin %60°1 61. kodonda %35’1 ise 12. kodonda olmaktadir
(Prior ve ark. 2012).

Kras mutasyonu sonucunda glikoliz artmakta 6te yandan TCA dongiisii tizerinde bir etki
goriilmemektedir. Kras’in baskilandigi hiicrelerde G6P, F6P ve F1,6BP’ta belirgin
azalma gozlenmistir. Ayrica GLUTI1, HK1, HK2, PFK-1 ve LDH-A gibi enzimlerde de
transkripsiyonel seviyede azalma bulunmustur. Bunun yani sira Kras mutasyonu,
PFY’nin oksidatif olmayan kolunda riboz sentezini de uyarmaktadir ve bu yolaktaki

enzimleri baskilamak Kras bagimli timdr gelisimini azaltmaktadir (Ying ve ark. 2012).

Glutamin, TCA dongiisii i¢in karbon kaynagi olmakta, niikelotidler igin nitrojen
saglamakta ve heksozamin biyosentezinde kullanilabilmektedir (Deberardinis ve Cheng
2010). Glutamin, glutamat dehidrogenaz ile glutamata oradan da a-ketoglutarata
cevrilerek TCA dongiisiine katilabilir ya da aspartada gevrildikten sonra aspartat
transaminaz (GOT1) ile oksaloasetata g¢evrilebilir. GOT1 aracili ¢evrilmenin NADPH
tireterek redoks dengesini ayarlayabilecegi diisiiniilmektedir. Kras mutasyonlu timdor
hiicrelerinde ise GOT1 seviyelerinin arttig1 ve glutaminin timor hiicre biiyiimesini bu
yolla destekleyebilecegi gosterilmistir. Kras mutasyonlu hiicrelerin PFY’nin oksidatif
kolunda bir degisiklige neden olmadigini diisiiniirsek, tiimor hiicrelerinin ROE ile bu

sekilde basa ¢ikabilecegi onerilen goriisler arasindadir (Son ve ark. 2013).

Pankreatik duktal adenokarsinom (pankreatik kanser) solid maligniteler arasinda en
oliimciil olanlardan biridir ve 5 yillik yasam siiresi  %35’ten azdir (Hidalgo 2010).
Pankreasm malign neoplazmlarinin ¢ogu adenokarsinomdur. Insiilin ve glukokagon gibi
hormon salgilayan ndroedokrin tiimorleri ve sindirim enzimlerini salgilayan asiner
karsinomlar1 daha nadir goriilen tiimorlerdir. Pankreatik kanserlerde yas Onemli
faktorlerden biridir. Cogu hastanin yas1 50’nin lizerindedir ve yas ortalamasi 73 olarak
bildirilmistir (Kleeff ve ark. 2016).

Pankreasta histolojik olarak farkli onciil lezyonlar bildirilmistir. Bunlar pankreatik

intraepitelyal neoplazi (PanIN), intraduktal papiller miisin6z adenom ve miisindz kistik
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adenomdur. Bu lezyonlar erken teshis edildiginde kansere ¢evrilmeden tiimor hastadan

cikarilabilir ve hasta tedavi edilebilir (Maitra ve Hruban 2008).

Pankreatik kanserlerin %90’nindan fazlasinda Kras mutasyonu izlenmektedir. PanIN
evre I’de %36 oraninda Kras mutasyonu izlenirken PanIN evre 1I-111 geldigimizde bu
oran %87’lere ¢ikmaktadir. PanIN’de gordiigiimiiz Kras mutasyonundaki yiliksek siklik,
PanIN’nin pakreatik tiimor olusumunu baslattig1 gortisiinii desteklemektedir (Maitra ve
ark. 2005). Kras mutasyonunun, pankreatik kanser olusumu dahil karsinojenezin tiim
asamalarinda olmasi gerektigi Collins ve ark. (2012) yaptigi bir ¢alismada ortaya
konmustur. Kras mutasyonu, pankreatik kanser hiicrelerini PI3K/Akt sinyal yolu
tizerinden etkilemektedir ve tiimor hiicrelerinin biiytimesi i¢in de gereklidir (Bryant ve
ark. 2014). Onemli noktalardan biri de pakreatik kanser hiicrelerinde Kras mutasyonu

denetiminin EGF sinyaline bagli olmasidir (Navas ve ark. 2012).

CDKN2A/p16 inaktiflesmesi de pankreas tlimorlerinde sik goriilen bir mutasyondur.
Ayrica TP53 geni de pankreas tiimorlerinin %50-75’inde inaktive olmaktadir. DPC4
(deleted in pancreatic cancer 4/ SMAD family memmer 4) de pankreatik tiimdorlerin
%55’inde inaktive olan diger bir gendir (Maitra ve Hruban 2008) (Sekil 2.9.).
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Sekil 2.9. Pankreatik duktal adenokarsinomun onciil lezyonlari ve malign doniigiime
neden olan genetik degisikliler (Bryant ve ark. 2013).

Pankreatik duktal adenokarsinomlarda PFKFB3 seviyeleri fazlaca ifade olmaktadir
(Bobarykina ve ark. 2006). Yapilan caligmalarda PFKFB3’iin pankreatik timor
hiicrelerinde otofajiyi diizenledigi ve PFKFB3 baskilanmasinin otafiyi indiikledigi
gosterilmistir (Minchenko ve ark. 2014). Ayrica PFKFB3, pankreatik kanserde kalsiyum
pompalarini da diizenlemektedir. PFKFB3 inhibisyonu sitotoksik kalsiyum birikimine ve

hiicre 6limiine neden olmaktadir (Richardson ve ark. 2020).
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3. MATERYAL ve YONTEM
3.1. Kiyasallar, Cihazlar ve Cozeltiler
3.1.1. Kimyasallar

Tez calismasinda kullanilan kimyasallar gesitli firmalardan temin edilmis ve tiretici
firmanin belirttigi talimatlar dogrultusunda deney i¢in gerekli konsantrasyonlarda
hazirlanmiglardir. Kimyasallarin iiretici firma ve katalog numarasi bilgileri Cizelge 1’de

sunulmustur. Kullanilan konsantrasyonlar, ilgili yontem anlatiminda verilmistir. AKSi

belirtilmedikge kimyasallar ¢ozdiiriiliirken ultra-saf steril su kullanilmigtir.

Cizelge 3.1. Kullanilan kimyasallar ve bilgileri

Kimyasal Ad1 Uretici Firma Katolog Numarasi
Dulbecco’s Modified Eagle’s Pan Biotech P04-03550
Medium (DMEM) Besiyeri
Fotal sigir Serumu Biological Industries 04-007-1A
L-glutamin Gibco 25030081
Tripsin -EDTA (% 0,05) Gibco 25300054
Lipofectamine RNAIMAX Invitrogen 137780
Agaroz Invitrogen 16520050
Tris Invitrogen 15504020
Sodyum Kloriir Sigma 433209
Tween-20 Sigma P9416
Hidroklorik Asit (%37) Sigma 435570
Sodyum bikarbonat Fischer S200
Sigir Serum Albumini Sigma A2058
Tripan Mavisi Sigma T8154
Kristal Violet Sigma C3886
Sodyum Dodesil Siilfat Sigma 436143
Sodyum hidroksit Merck 106462
Fruktoz-6-fosfat Sigma F3627
Nikotinamid diniikleotid (NAD) Sigma N9410
Fosfofruktokinaz-1 Sigma F6803
Aldolaz Sigma A2714
Triozfosfat izomeraz Sigma T6258
Gliserol-3-fosfat dehidrojenaz Sigma 10127779001
Pirofosfat Sigma 221368
Fruktoz-2,6-bisfosfat Sigma 47822
HEPES Merck 391340
Triton-X Merck 108643
Etanol Merck 100983
Metanol Merck 1060091011
K-Ras inhibitor Sigma 5380920001
Gemcitabine Sigma G6423-10MG
PFK-158 Cayman Chemical 22987
M3:D™ Chemically Defined Incell M3DEF-500
Media without Growth
Supplements
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EGF (Epidermal growth factor) Merck Gfl44
Penisilin-Streptomisin Pan Biotech P06-07050
Puromisin Calbiochem 540411
3.1.2. Cihazlar
Calismalarda kullanilan cihazlar Cizelge 2’de gosterilmistir.
Cizelge 3.2. Cihaz listesi
Cihaz Ad1 Cihaz Modeli
Steril Kabin Bioll Advance, Telstar
Santrifiij NF1200R, Niive
Santrifij 3K30, Sigma
Otoklav OT40L, Niive
PCR Cihazi MyGenie96, Bioneer
Realtime OneStepPlus, Applied Biosystems
Gortintiileme cihazi ChemiDoc MP, Biorad
Gii¢ kaynagi 300 Volt, VWR
Spektrofotometre Epoch, Biotek
Manyetik Karistirici MSH-300, Biosan

Hassas Terazi

CPA225D, Sartorius

Saf su cihazi

Simplicity, Millipore

Blok 1sitict TS-100, Biosan
invert mikroskop 3032, AccuScope
Inkiibator Incusafe, Panasonic

3.1.3. Cozeltiler

Fosfat ile Tamponlanms Salin Cozeltisi; PBS.

1 litre PBS ¢ozeltisi hazirlamak icin, satin alinan 10X PBS ¢ozeltisi (Thermo; Kat. No.
70011044) distile su ile 10 kat sulandirildi ve otoklavda sterilize edildi. Yikama amaciyla

steril 1X PBS kullanildi.

Tris Asetat EDTA Cozeltisi; TAE.
1 litre TAE c¢ozeltisi hazirlamak i¢in, satin alinan 10X TAE ¢ozeltisi (Fisher; Kat. No.
BP133520) distile su ile 10 kat sulandirildi ve otoklavda sterilize edildi. Agaroz jel

hazirlanirken ¢oziicii olarak 1X TAE ¢ozeltisi kullanildi.
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Tris ile Tamponlanmis Salin, Tween-20 Cozeltisi; TBS-T
10X TBST ¢ozeltisi, 200 mM Tris, 1,5 M Sodyum kloriir ve %1 Tween-20 kullanilarak
hazirlandi. Kullanim ig¢in 1X olacak sekilde 10 kat diliisyon uygulanda.

HEPES (4-(2-hidroksietil)-1-piperazineetansulfonik asit) Cozeltisi
1 M 100 ml HEPES ¢ozeltisi i¢in 10 ml 10X HEPES (Merck Kat. No. 391340) ¢ozeltisi
90 ml distile su ile 10 kat sulandirild.

TCA (Trikloroasetik asit) ¢ozeltisi
40 gr TCA (Sigma Kat. No. T6399-100G) 200 ml distile su ile ¢ozdiiriildii. 1x olarak
kullanilda.

Protein lizis ¢ozeltisi

Protein lizisi i¢in RIPA (Thermo; Kat. No. 89900) ¢6zeltisi kullanildi. (RIPA ¢ozeltisi
25mM TrisHCI (pH 7.6), 150mM NaCl, 1% NP-40, 1% sodyum deoksikolat, 0.1% SDS)
Kullanim oncesinde RIPA ¢ozeltisine, proteaz ve fosfataz inhibitér karisimi (Cell

Signaling Technologies; Kat. No. 5872) 1:1000 diliisyon kullanilarak ilave edildi.

Western blot bloklama ¢ozeltisi
Western blot deneylerinde bloklama amaciyla %5 yagsiz siit tozu (Sigma; Kat. No.

M7409) kullanildi. Yagsiz siit tozu hazirlanirken TBST ¢ozeltisi ile sulandirildi.

Western blot antikor diliisyon cozeltisi
Western blotlamada kullanilacak antikorlarin diliisyonu i¢in %35 si8ir serum alblimini

(BSA) kullanildi. Coziicii olarak TBST kullanilda.

Western blot jel yiiriitme ¢ozeltisi
Western blotda drnekler 10 kat sulandirilmis Tris/Glisin/SDS (Biorad; Kat. No. 1610772)
¢oOzeltisi icinde yiirttiildii.

Western blot jel transfer ¢ozeltisi
Western blotda ornekler 10 kat sulandirilmig Tris/Glisin (Biorad; Kat. No. 1610771)

¢Ozeltisi i¢inde transfer edildi.
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3.2. Hiicre Kiiltiirii ve Proliferasyon Analizi

IPDE (ATCC; Kat. No. CRL-4037) ve IPDE+KRASC!?P (KPDE) (ATCC; Kat. No. CRL-
4038) hiicreleri % 75, % 5 fotal sigir serumu (FBS), 5,5 mM glikoz, 10 ng/ml insan
rekombinant epidermal biiyiime faktorii (EGF), 750 ng/ml puromisin, 10,000 ug/ml
penisilin-streptomisin eklenmis ve 1,5 g/L sodium bikarbonat iceren Dulbecco's Modified
Eagle's Medium (DMEM) ve %25 M3 Base igeren besi yerinde ¢ogaltildi. Bu besi yeri
PDE besi yeri olarak adlandirildi. IPDE ve KPDE hiicreleri arasindaki temel fark, KPDE
hiicrelerinde 12. kodonda G-A doniistimiinii barindiran Kras muatsyonunu i¢cermesidir.
Calismamizda bu hiicreleri segmemizin nedeni pankreatik kanserlerde en sik goriilen
mutasyonun bu olmasi ve genetik olarak stabil hale getirilen bu hiicrelerde baska etki

beklemeden calisilabilmesinin kolay olmasidir.

Pasajlamalarda kalsiyum ve magnezyum icermeyen fosfat tamponlu tuz soliisyonu (PBS)
ve Tripsin-EDTA kullanildi. Hiicreler 37°C ye ayarli, %5 CO2 igeren nemli inkiibatérde
cogaltildi.

Hiicre proliferasyon analizlerinde 6 kuyucuklu plaklara kuyucuk basina 150.000 hiicre
olacak sekilde ekim yapild1 ekimden 24 saat sonra siRNA eklenerek 48 saat inkiibe edildi.
Daha sonra hiicreler tripsinize edildi ve besi yeri ile karistirildi. Hiicre-besiyeri
siispansiyonu 1:1 oranda Tripan mavisi ile karigtirilarak hemasitometreye 10 pl

uygulanarak invert mikroskop (Accu Scope) ile sayildi.

3.3. MRNA Ekspresyon Analizleri
3.3.1. RNA izolasyonu ve cDNA sentezi

Hiicrelerden RNA izolasyonu i¢in ticari bir kit kullanildi (Thermo; Kat. No. K0731).
Toplam RNA miktar1 ve safligt 260 nm dalga boyunda belirlendi (Biotek, Epoch
Monokromator). Yine ticari bir kit kullanilarak (Invitrogen; Kat. No. 4368814) ve
imalatginin protokolii takip edilerek RNAdaki mRNA fraksiyonundan RT yontemi ile
komplementer DNA (cDNA) sentezlendi. 1 yg total RNA, oligo dT primer, dNTP,
reverse transkriptaz ve RNaz inhibitorii iceren 20 yl'lik karisim 25°C/10 dk (Asama 1),
37°C/120 dk (Asama 2) ve 85°C/5 dk (Asama 3)’ ya ayarli PCR programinda ters
transkripsiyon (reverse transcription - RT) islemine tabi tutuldu. Elde edilen cDNAlar
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ilgili genlerin ekspresyonlarinin kantitasyonu igin gergeklestirilecek analiz ve polimeraz

zincir reaksiyonlarinda (Polymerase Chain Reaction, PCR) kalip olarak kullanildu.

3.3.2. Ger¢ek zamanh kantitatif PCR analizi

Uygulanmis olan ger¢ek zamanl kantitatif gPCR yontemi ve prensibi daha 6nceden rapor
edilmistir (Yalcin, 2004). Kisaca; mRNA kantitasyonu igin her bir gen komplementer
DNA ‘sina (cDNA) spesifik bir ¢ift PCR primeri ve floresan isaretli prob (FAM) iceren
TagMan sisteminden (Promega) yararlanildi. ¢cDNA amplifikasyonu Taq polimeraz
(Invitrogen; Kat. No. 4369016) ile gergeklestirildi ve imalatginin protokolii takip edildi.
Kisaca; 200 nM gen spesifik primer, 250 nM gen spesifik floresan prob, dNTP ve Taq
polimeraz enzim igeren karisim 95 °C/2 dk (Asama 1), 95 °C/15 sn (Asama 2;
denatiirasyon) ve 60 °C/1 dk (Asama 3; yapisma, uzama ve deteksiyon) programina ayarli
gPCR cihazinda reaksiyona tabi tutuldu. Ikinci ve iigiincii asamalar 40 kere tekrarland.
Reaksiyonlar StepOnePlus (Applied Biosystems) cihazinda gergeklestirildi ve StepOne
Software v2.3 yazilimi kullanilarak analiz edildi. Elde edilen amplifikasyon egrilerinden
dongii esigi (Ct) degerleri kullanilarak hedef genlerin mRNA ekspresyon diizeylerindeki
nispi degisimler 2-AACt metodu ile hesaplandi. Hesaplamalarda -aktin internal
amplifikasyon kontrolii olarak kullanildi. Kantitatif ger¢ek zamanli PCR analizinde
kullanilan problarin bilgileri Cizelge 3’de gosterilmistir. Biitiin problar Applied

Biosystems firmasindan temin edilmistir.

Cizelge 3.3. Gergek zamanli kantitatif PCR analizinde kullanilan problar

Prob Adx Katolog no

Hs00997227_ml
PFKFB 1

Hs01015408 ml
PFKFB 2

Hs00998700_m1
PFKFB 3

Hs00894606_m1
PFKFB 4
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Hs01060665_g1
ACTB

Hs02786624_g1
GAPDH

3.3. Protein izolasyonu ve Western Blotlama
3.3.1. Total protein izolasyonu

Protein analizi yapilacak deneylerde, deney bitiminde hiicreler tripsinize edildi ve
santriflij ile hiicre pelletleri elde edildi. Sonrasinda protein analizi i¢in total protein
lizatlar1 hazirladi. Bu amagla pelletlere protein lizis ¢6zeltisi uygulandi ve 25 dakika buz
tizerinde bekletildi. Lizatlar ¢cok yiiksek devirde (14000xg) sogutmali santrifiijde (+4°C)
15 dakika santrifiij edilerek membran ve erimeyen atiklardan arindirildi. Siipernatant,
total protein lizat1 olarak elde edildi ve bu lizatlar sonraki asamalarda -80 “C derin
dondurucuda saklandi. Konsantrasyon Ol¢limii sonrasinda ekstraktlar, SDS-PAGE
yiikkleme tamponu ile 1:1 oraninda karigtirilip 95°C’de denatiire edildi ve Western blot

analizine tabi tutuldu.
3.3.2. Protein konsantrasyon ol¢iimii

Western blotlama deneylerinde drnekler arasi farklarin etkin belirlenmesi i¢in drnekler
arasinda total protein konsantrasyon farki bulunmamalidir. Bu amagla Western blotlama
deneylerinde protein elde edildikten sonra protein konsantrasyonlar: bikinkoninik asit
metodu ile (BCA) kolorimetrik olarak (Thermo; Kat. No. 23225) 6l¢iilmelidir. Kisaca,
elde edilen protein 6rnekleri 40 kat sulandirildi. 5 pl protein 6rnegi kit protokoliine gore
hazirlanmig, 200 pul BCA reajent karisimi ile 96 kuyucuklu plakalarda karistirildi. 30
dakika 37°C’de ve 300 rpm’de inkiibe edilen 6rnekler daha sonra bir mikroplaka 6l¢iim
(Epoch; Biotek) cihazinda 562 nanometre (nm) dalga boyu kullanilarak optik absorbans
degerleri okundu. Elde edilen absorbans degerleri, konsantrasyonu bilinen standartlarin
okunmasi ile elde edilen standart grafigine gore konsantrasyon degerlerine ¢evrildi (Sekil
3.1.) ve Western blotlama 6ncesinde 6rneklerin protein konsantrasyonlar: 50 pg olacak

sekilde esitlendi.
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Sekil 3.1. BCA standart Absorbans / Konsantrasyon grafigi. Protein konsantrasyonlari
hesaplanmas1 amaciyla, konsantrasyonu bilinen sigir serumu albiimin (BSA)
diliisyonlariin absorbanslari 6l¢tildii ve elde edilen grafige gore 6rnek konsantrasyonlari
hesaplandi.

3.3.3. Western blotlama

Esit miktarda protein igeren (50 pg) oérnekler poliakrilamid jellere (BioRad; Kat. No.
4561043) yiiklendi ve elektroforez uygulanarak separe edildi. Sonrasinda jeller, Western
blot ile deteksiyon i¢in polivinilidin floriir (PVDF) membranlara (Millipore; Kat. No.
IPVHO00010) transfer edildi. Transfer sonrasinda membranlar Western blot bloklama
cozeltisi ile 1 saat siireyle blokland1 ve +4 °C’de gece boyunca primer antikor uygulandi.
Antikor diliisyonlarinda Western blot antikor diliisyon ¢ozeltisi kullanilmistir. Western
blot deneylerinde kullanilan antikorlarin bilgileri Cizelge 3.4’te sunulmustur. Sonrasinda
membranlar 3 kez TBST ile yikand1 ve 1 saat siireyle oda 1sisinda peroksidaz (HRP) ile
konjuge sekonder antikor (primer antikor tavsanda sentezlenmis, ise anti-Rabbit; primer
antikor farede sentezlenmis, ise anti-Mouse) uygulandi. Sekonder antikorlar 1:10000
diliisyonda hazirlandi. Son olarak membranlara kemiluminesan substrat (BioRad; Kat.

No. 1705061) uyguland1 ve bantlar goriintilleme cihazi ile (BioRad; ChemiDoc MP)
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goriintlilendi. Bant analizleri ve dansitometrik dl¢limler ImageLab (BioRad) yazilimu ile

gerceklestirildi.

Cizelge 3.4. Kullanilan Antikorlarin Listesi

Antikor Adi Uretici Firma Katolog Numarasi
PFKFB 3 Cell Signalling 13123
Anti-B-actin Cell Signalling 3700
Anti-Rabbit 1gG Cell Signaling 7074
Anti-Mouse 1gG Cell Signaling 7076
Fosfo-p38 Cell Signalling 9211
Fosfo p44/p42 MAPK (Erk %2) Cell Signalling 9106

3.4. Transfeksiyon

Calismalar kapsaminda kurgulanan deneylerde ihtiya¢ duyulan gen ekspresyonu
azaltilmas1 manipiilasyonlari, gen-spesifik tasarlanmig siRNA molekiilleri araciligiyla
gerceklestirilen ekspresyon baskilama yontemi ile saglandi. siRNA transfeksiyonlarinda
Lipofectamine RNAIMAX kullanilmistir. Transfeksiyonlar iiretici tarafindan Onerilen
protokole gore yapilmistir. Kisaca, Lipofectamine ve siRNA (Applied Biosystems) ayri
1,5 ml santrifiij tiiplerinde serumsuz DMEM ile diliie edilmistir. Daha sonra tiip igerikleri
1:1 oranda birbirine karigtirllmistir ve %50 yayginliktaki hiicrelere uygulanmistir. Final
SiRNA konsantrasyonu 10 nM kullanilmistir. Calismada kullanilan siRNA molekiilleri

katalog numaralar1 Cizelge 3.5’de belirtilmistir.

Cizelge 3.5. Kullanilan siRNA molekiillerinin listesi

siRNA Katolog Numarasi

Kontrol siRNA-2

4390846

PFKFB3 siRNA-1

4390824- 510358

PFKFB3 siRNA-2

4390824- 510359
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3.5. Tiimorijenik Potansiyel Deneyleri
3.5.1. Yumusak agarda koloni formasyonu

Bazal laminaya tutunmadan canliligin1 devam ettirebilme ve ¢ogalabilme karsinomlarin
en karakteristik dzelliklerinden biridir (Fridman ve ark. 1990). In vitro olarak, yumusak
agar deneyleri karsinomlarin bu 6zelligini 6l¢ebilen (anchorage-independent growth) en
giivenilir yontemlerden biri olarak kabul edilmektedir (Cheung ve ark. 2004). Yumusak
agar testleri daha once tarif edildigi gibi yapilmistir (Telang ve ark. 2006). Kisaca;
60x 15mm hiicre kiiltiir petrilerine %0,6 yogunluktaki agaroz (42°C) igeren besi yerinden
2,5 ml eklendi ve agarin sogumasi ve katilagmasi i¢in oda 1sisinda 30 dakika beklendi.
Daha sonra son konsantrasyonu %0,3 olacak sekilde sivi agaroz ilave edilen ve hiicre
yogunlugu 30,000 olacak sekilde hiicre igeren besi yeri hazirlandi. Bu sivi agaroz-hiicre
karisimindan % 0,6 agaroz-besiyeri igeren her bir petriye 2,5 ml eklendi. Hiicreler 30 dakika
oda 1sisinda birakildiktan sonra inkiibatore kaldirildi. Haftada iki kez besi yerinden 0,5 ml

eklendi. 3 hafta sonra koloniler say1 olarak 6l¢iild.
3.5.2. Koloni formasyonu

Koloni formasyonu (Klonojenik analiz) deneyi, yumusak ayarda koloni formasyonu ile
benzer sekilde, tiimor hiicrelerinin onkojenik potansiyelini 6lgmeye yoneliktir. Yumugak
agar deneyinde, agaroz katilmasi ile 3 boyutlu yar1 kati ortamda olusan Kkoloniler
incelenebilirken, koloni formasyonu deneylerinde 2 boyutlu yiizeyde biiyiiyen hiicrelerin,
tek bir hiicreden koloni olusturabilme giicii dl¢iilmektedir. Bu deney icin kullanilacak
hiicreler, hiicre sayis1 2000 olacak sekilde 6 kuyucuklu plakalara ekilmis ve yaklasik 10
giin beklenmistir. Sonrasinda, besi yeri uzaklastirildi ve hiicreler metanol ile -20°C’de 10
dakika fikse edildi. Fiksasyondan sonra 10 dakika %0,05 tripan mavisi ¢ozeltisi
(metanolde ¢Oziinmiis) uygulanan petriler 5 defa PBS ile yikandi ve kolonilerin
goriintlileri mikroskobik ve makroskobik olarak kaydedildi. Goriintiilerin incelenmesi ile

test edilen hiicrelerin koloni olusturabilme yetenekleri karsilastirilda.
3.5.3. Invazyon

Invazyon deneyi, tiimér hiicrelerinin bazal lamina invazyon yetenegini dlgmek iizere

tasarlanmig, ve bazal laminayu in vitro taklit eden Matrigel (Sigma; Kat. No. DLW354263)
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kullanilarak gergeklestirilen bir deneydir (Kramer ve ark. 2013). Kisaca, hazneler 2 saat
FBS igermeyen besi yerinde inkiibe edildi ve 50,000 hiicre FBS igermeyen 500 ul besi
yerinde siispansiye edilerek ve tabani biiylime faktorii azaltilmig bazal lamina bilesenleri
(ekstraselliiler matriks) ile kapli 8 ym'lik membran i¢ceren Boyden invazyon haznelerinin
(Millipore; Kat.No. PIEP12L.04) iist bolmesine aktarildi. Kemoatraktan olarak alt
bolmeye 500-750 uL % 5 FBS igeren normal besi yeri eklendi. 24 saat sonra, {ist
bolmedeki invaze olmamus, hiicreler 1slatilmis Q-tip ile uzaklastirildiktan sonra invaze
olan hiicreler metanolde fikse edildi (2 dk) ve %2 etanol icerisindeki %0.2 kristal viole
soliisyonunda boyandi (15 dk). Boyali hiicreler invert 151k mikroskobunda (Accu Scope)
10X’lik objektif altinda en az ii¢ sahada sayildi. Normal plakalarda biiyiiyen hiicrelerle

veriler normalize edildi ve kontrol hiicreleri baz alinarak invazyon % seklinde hesaplandi.

3.5.4. lac direnci deneyi

Kemoterapotiklere direng, kanserin 6nemli 6zelliklerindendir ve tedavide karsilagilan en
onemli giigliiklerdendir. Gemsitabin, pankreatik kanser tedavisinde siklikla kullanilan bir
niikleozid analogudur. Ila¢ direnci deneyleri i¢in ticari olarak satilan gemsitabin (Sigma;
Kat. No. G6423-10MG) kullanildi. PFKFB3’ii baskilamak i¢in ticari olarak satilan
PFK158 kullanildi. 96 kuyucuklu plakalara kuyucuk basina 3000 hiicre olacak sekilde
ekim yapildi. Hiicreler 30 nM gemstabine ve 2 yM PFK158 ile muamele edildi. 72 saat
sonra hiiceler Siilforhodamin B (SRB) boyama yontemine gore boyanarak % canlilik
hesaplandi. SRB boyama yonteminde hiicreler %20’lik TCA’da 4 saat fikse edilir. Daha
sonra Distile su ile yikanan hiicreler 1,5 saat oda sicakliginda kurumaya birakilir. SRB

boyast ile 26 °C’da 30 dk ¢alkalanmaya konur. Daha sonra stik asit ile yikanip kurutulur.

3.6. Fruktoz-2,6-Bisfosfat Analizleri

Hiicreler soguk PBS ile iki kez yikandi ve 100 mM NaOH soliisyonunda 80 °C’de 5 dk
lize edildi. Lizatlarin pH’1 soguk asetik asit (1 M) ve HEPES ile 7.2’ye disiiriildii.
Schaftingen ve ark. (1980) tarafindan tanimlanan ydntem kullanilarak F2,6BP
konsantrasyonu kinetik spektrofotometrik olarak belirlendi. Bu yontemde ornekler 25
°C’de 10 dakika boyunca; 50 mM Tris, 2mM Mg*?, 1 mM Fruktoz-6-fosfat, 0,15 mM
NAD, 10 kU/1 Pirofosfat-bagl fosfofruktokinaz-1, 0,45 kU/I aldolaz, 0,5 kU/I tirozfosfat
izomeraz, 1,7 kU/I gliserol-3-fosfat dehidrojenaz ve 0,5 mM pirofosfat bulunan ortamda

inkiibe edildiler. 0,5 mM pirofosfat eklenmesiyle baslatilan reaksiyon boyunca dakikada
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bir 339 nanometre dalga boyunda absorbans degerleri 6lgiildii. Orneklerin F2,6BP
konsantrasyonlari, Olgiilen standartlara gore hazirlanmis grafige gore (Sekil 3.2.)

hesaplandi ve total proteine normalize edildi.

-4.0004
Y=-15%X+(-)4,39
R?=0,998
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Sekil 3.2. Fruktoz2,6bisfosfat standart absorbans degisim hizi / Konsantrasyon grafigi.
Hiicrelerden elde edilen lizatlardaki F2,6BP konsantrasyonlar1 hesaplanmasi amaciyla,
bilinen konsantrasyonlarda F2,6BP’1n reaksiyondaki varligina gore absorbans degisim
hizlar 6l¢iildi ve elde edilen grafige gore drneklerin konsantrasyonlari hesaplandi.

3.7. Glikoz Alinim Analizi

Glikoz tiiketiminin hesaplanmas1 i¢in plakalara ekilmis ve transfeksiyon yapilmis
hiicrelerin besi yerleri 48 saat sonunda toplanmis ve analizleri yapilmak iizere -20’de
saklanmistir. Besi yerindeki glikoz miktarinin 6lcililmesi igin ticari bir kit (Eton
biosicence Kat. No. 1200071002) kullanilmustir. Uretici firmanin verdigi talimatlar
tizerine Ornekler 50 kat sulandirilmis ve 50 pl diliie edilmis 6rnek 50 pl kit karigimi
okuyucu plaklara konulmustur. 37 °C’ de 30 dakika inkiibe edilen 6rneklerin Epoch
biotek cihazi ile 570 nanometre dalga boyunda absorbanslar1 dl¢iilmiistiir. Orneklerin
konsatrasyonlar1 Olciilen standartlara gore hazirlanmis grafige bakilarak hesaplanmis

(Sekil 3.3.) ve total proteine normalize edilmistir.
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Sekil 3.3. Glikoz konsantrasyonu/absorbans grafigi. Ortamda bulunan glikoz miktarinin
belirlenmesi amaciyla bilinen konsantrasyonlardaki glikoz miktarlarina gére olan
absorbanslar 6l¢iildii ve elde edilen grafige gore degerler hesaplandi.

3.8. Glikoliz Analizi

Hiicrelerdeki glikoz miktarmin hesaplanmasi ig¢in ortamda bulunan laktik asit miktarma
bakilmistir. Besi yerinden laktik asit Ol¢limii i¢in ilk olarak transfeksiyon edilen
hiicrelerden 48 saat sonra 6rnek alinip -20’ye kaldirilmistir. Daha sonra iiretici firmanin
verdigi talimatlar tizerine 6rnekler 200 kat sulandirilmis ve 6l¢iim plaklarina 50 pl 6rnek
50 pl kit karisimi olacak sekilde konulmustur. Daha sonra karisim 37 °C°da 30 dakika
inkiibe edilmistir. Orneklerin Epoch biotek cihazinda 570 nanometre dalga boyundaki
absorbanslarina bakilmistir. Orneklerin konsantrasyonlar1 dlgiilen standartlara gore
hazirlanmis grafige bakilarak hesaplanmis (Sekil 3.4.) ve total proteine normalize

edilmistir.
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Sekil 3.4. Laktat konsantrasyonu/absorbans grafigi. Ortamda bulunan laktik asit
miktarmin belirlenmesi amaciyla bilinen konsantrasyonlardaki laktik asit miktarlarina
gore olan absorbanslar 6l¢iildii ve elde edilen grafige gére degerler hesaplandi.

3.9. istatistiksel Analizler

Iki grup aras1 matematiksel farkin karsilastirildigr istatistiksel analizlerde ¢ift kuyruklu
(2-tailed) t-testi (Microsoft Office Excel) kullanilmistir (Deneye gore esli veya iki drnek
esit olmayan varyans t-testi secildi). Istatistiksel analizlerde elde edilen p degerleri

bulgular ile beraber sunulmus ve p<0,05, p<0,001 anlamli olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. IPDE Hiicrelerinin KRASC!?D jle Transformasyonu Glikoz Ahmim, Glikolizi,
F2,6BP miktarimm ve Hiicre Canhihigim1 Arttirir.

Calismamizda ilk olarak Kras transformasyonunun glikoliz ve proliferasyon tizerindeki
etkilerine bakildi. Yapilan deneyler sonucunda KPDE hiicre hattinda glikoz aliniminin,
glikolizin, F2,6BP miktarlarinin ve proliferasyonun arttigi gézlemlendi. IPDE hiicre
hattinda besi yerinde bulunan glikoz miktar1 127 pmol/mg iken KPDE hiicre hattinda 83
pMmol/mg’dir (Sekil 4.1.A.). Glikolizis sonucu olusan laktik asit miktarlarina baktigimizda
ise IPDE; 21,55 uymol/mg, KPDE ise; 49,05 ymol/mg’dir (Sekil 4.1.B.). F2,6BP
miktarlarina bakacak olursak IPDE: 0,487 pmol/mg, KPDE ise 1,165 pmol/mg’dir (Sekil
4.1.C.). 48 saat sonundaki hiicre sayisi ise IPDE: 170000, KPDE:285000°dir (Sekil

4.1.D.).
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Sekil 4.1. IPDE ve KPDE hiicre hatlarinda glikolizis ve proliferasyonun karsilastirilmasi.
Kras mutasyonun bulundugu hiicrelerde A) besi yerinde bulunan glikoz miktarlari; IPDE:
127 ymol/mg, KPDE: 83 pymol/mg B) laktik asit iiretimi IPDE; 21,55 ymol/mg, KPDE
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ise; 49,05 ymol/mg C) F2,6BP seviyeleri IPDE: 0,487 pmol/mg, KPDE ise 1,165
pmol/mg ve D) 48 saat sonundaki hiicre sayilari: IPDE: 170000, KPDE:285000

4.2. PFKFB3’iin IPDE ve KPDE Hiicre Hattinda Ekspresyonu

4.2.1. PFKFB3 ekspresyonu KRAS®2DP mutasyonu bulunan hiicrelerde

artmaktadir.

Mutant Kras’in IPDE hiicrelerindeki PFKFB3 ekspresyonu tizerindeki etkisini anlamak
icin IPDE ve KPDE hiicrelerinde PFKFB3 mRNA seviyeleri gercek-zamanli kantitatif
PCR ile analiz edildi. IPDE+KRAS®?P (KPDE) hiicre hattinda PFKFB3 mRNA
ekspresyonunun IPDE hiicre hattina gore yaklasik 6 kat arttig1 gézlemlendi (Sekil 4.2.).
Daha sonra hem KPDE hiicrelerindeki PFKFB3 ekspresyonundaki bu artigin Kras-iliskili
oldugunu ispatlamak ve hem de mRNA seviyesindeki degisimin protein seviyesine de
yanstylp yansimadigini anlamak i¢in her iki hiicre hattit KRAS inhibitérii SAH-SOS1A
(Sigma Kat. No. 5380920001) 6 saat inkiibe edildi. Elde edilen protein lizatlarinda
Western blot analizi gergeklestirildi. Analizler sonucunda, KRAS inhibisyonunun IPDE
hiicrelerindeki PFKFB3 protein seviyesine bir etki yapmazken, KPDE hiicrelerindeki
PFKFB3 protein miktarini1 IPDE hiicrelerindeki seviyeye indirdigi goriildii (Sekil 4.3) .
Ayrica Kras aktivitesinin baskilandiginin dogrulanmasi i¢in Kras sinyalizasyonunun alt
yolaginda kalan p38 ve p44/42 mapk proteinlerinin hem total hem de fosforlanmis
miktarlarna Western blot ile bakilarak KRAS inhibisyonunun gerceklestirildigi
dogrulanmistir. IPDE hiicreleri ile karsilastirildiginda, KPDE hiicrelerinde p38 ve p44/42
proteinlerinin fosforlanma seviyelerinde bir artis oldugu ve KRAS inhibisyonu ile
fosforlanmanin baskilandig1 gozlendi (Sekil 4.3 A.). Bant yogunluklarinin Image J
programu ile analiz sonuglart; IPDE ktrl P3: %100, IPDE SAH-SOS1A P3: %112, KPDE
ktrl P3: %100 ve KPDE SAH-SOS1A P3: %25’dir (Sekil 4.3.B).
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Sekil 4.2. IPDE ve KPDE hiicre hattina mRNA seviyelerinin kat degisimleri. PFKFB3
seviyesi KPDE hiicrelerinde yaklasik 6 kat artmistir.

A) B)
|IPDE KPDE
el &
kel o kil 120
IPDE ktrl P3
— ey — B-aktin © 100 I I
N G & 20 IPDE SAH-
L SOS1A P3
s @ | Total p38 > 60
e = P b3 W KPDE ktrl P3
— e T w5538 £ 40 *
IS
o e s @ | Total p44/42 mapk (erk1/2) & 20 W KPDE SAH-
SOS1A P3
T e | pp44/42 mapk (erk1/2) 0

Sekil 4.3.A) Kras baskilanmis IPDE ve KPDE hiicre hattinda Kras baskilanmasi
sonrasindaki PFKFB3 ve Kras sinyal kaskad: alt yolagindaki protein seviyeleri. Yiikleme
kontrolii olarak B-aktin kullanilmistir. B) Bant yogunluklarinin Image J programi ile
analiz sonuclari; IPDE ktrl P3: %100, IPDE SAH-SOS1A P3: %112, KPDE ktrl P3:
%100 ve KPDE SAH-SOS1A P3: %25.

4.3. PFKFB3 Ekspresyonunun IPDE ve KPDE Hiicrelerinde Glikolitik
Metabolizma Uzerine Etkileri

4.3.1. PFKFB3’iin IPDE ve KPDE hiicrelerinde siRNA aracili baskilanmasi

IPDE ve KPDE hiicrelerinde endojen eksprese edilen PFKFB3’iin glikoliz iliskili
rollerinin anlasilmas1 amaciyla gen ekspresyonlart siRNA kullanilarak baskilandi.
Deneylerde 1 adet genomda karsiligi olmayan kontrol sSiRNA (siCtrl) ve 2 adet PFKFB3
SiRNA (siP3/1 ve siP3/2) kullanildi. Deneyler siRNA transfeksiyonundan 48 saat sonra

45



gerceklestirildi. Gen ekspresyonlarinin baskilanmasinin kontrolii i¢in gergek-zamanl

kantitatif(q)-PCR kullanildi.

PFKFB3 ekspresyonlari sirasi ile IPDE siCtrl: 1+ 0,12, IPDE siP3/1 1,04 + 0,09, IPDE
siP3/2 0,21 + 0,11 ve KPDE siCtrl: 1 + 0,16, KPDE siP3/1: 0,81 + 0,23, KPDE siP3/2:
0,05 + 0,01 olarak saptanmistir. Elde edilen verilerde IPDE sonuglar1 IPDE siCtrl
hiicrelerine  KPDE sonuglar1 ise KPDE siCtrl hiicrelerine gore relatif alarak

hesaplanmistir (Sekil 4.4. A).

Ayrica baskilanmig hiicrelerin protein seviyelerine Western blot yontemi ile bakildi ve
SIRNA aracili baskilama sonucunda protein seviyelerinde azalma oldugu dogrulandi.
Western blot sonuglar1 image J programinda analiz edildi ve protein seviylerindeki
azalma sirastyla Kpde siCtrl: %100, Kpde siP3/1: %13,89 ve KPDE siP3/2: 1,55 olarak
kaydedildi. (Sekil 4.4.B ve C.)
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Sekil 4.4. IPDE ve KPDE hiicre hattinda mRNA kat degisimi ve baskilanma sonucundaki
protein seviyeleri. A) PFKFB3 mRNA degisimlerini gostermektedir. Baskilama igin iki

46



farkli sus kullanilmigtir. IPDE siCtrl: 1+ 0,12, IPDE siP3/1 1,04 + 0,09, IPDE siP3/2 0,21
+ 0,11 ve KPDE siCtrl: 1 + 0,16, KPDE siP3/1: 0,81 + 0,23, KPDE siP3/2 0,05 + 0,01 B)
Baskilanma sonucundaki protein seviyelerini gostermektedir. Kontrol olarak B-aktin
kullanilmistir. (*p=0,02) C) Western blot sonuglarinin image J programi ile analiz
sonuglari; Kpde siCtrl: %100, Kpde siP3/1: %13,89, Kpde siP3/2: %1,55

4.3.2. PFKFB3’iin siRNA aracihi baskilanmasi hem IPDE hem de KPDE

hiicrelerinde glikoz alimimim azaltir.

Glikoz almimindaki degisikligi gozlemlemek amaciyla kuyucuk basma 15x10* olacak
sekilde 6-kuyucuklu plakaya ekim yapildi. Daha sonra yontemler kisminda anlatildigi
gibi siRNA yontemi uygulandi ve 48 saat sonunda besi yerlerinden ornekler alinarak
glikoz tahlil kiti ile 6l¢iim yapildi. KRAS®'P mutasyonu hiicrelerde proliferasyonu ve
dolayisiyla glikoz alinimi arttirmaktadir. PFKFB3 baskilanmast sonucunda her iki hiicre
hattinda da glikoz alinimi1 azalmistir. Bu azalma IPDE (yaklasik %28)’de KPDE (yaklasik
%15)’ye oranla daha fazla olmugtur. Fakat iki hiicre hatt1 arasinda glikoz alinimindaki

azalma arasinda isatiksel agidan belirgin bir fark gézlenmemistir.

PFKFB3 baskilanmasi sonucunda sirasiyla IPDE ve KPDE hiicrelerinin besi yerindeki
glikoz miktarlari IPDE siCtrl: 127 pmol/mg, IPDE siP3/1: 157,11 umol/mg, IPDE siP3/2:
176,35 umol/mg ve KPDE siCtrl: 83 umol/mg, KPDE siP3/1: 89,62 umol/mg, KPDE
siP3/2: 97,74 umol/mg (p= 0,01 < 0,05) olarak dlgtilmistiir (Sekil 4.5.).

Ayrica besi yerinde piruvat varligi hiicrelerin glikoz alinimini da etkilemistir. Ortamda
piruvat oldugunda hiicrelerin glikoz alinimi azalmakta ve PFKFB3 baskilanmasi
hiicrelerdeki glikoz alinimini anlamh bir sekilde etkilememektedir. Piruvat varliginda
PFKFB3 baskilanmas1 sonucu besi yerlerinde bulunan glikoz miktarlar1 ise sirasiyla
IPDE siCtrl: 69,5 pmol/mg, IPDE siP3/2: 70,29 umol/mg ve KPDE siCtrl: 43,25
umol/mg, KPDE siP3/2: 39,98 umol/mg (p= 0,11 >0,05) olarak dl¢iilmistiir. (Sekil 4.6.)
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Sekil 4.5. Hiicrelerin siRNA ile baskilandiktan 48 saat sonra besi yerlerinde bulunan
glikoz miktarlari. KPDE hiicrelerinin daha fazla glikoz kullandig1 ve baskilanma sonucu
hiicrelerde glikoz aliniminin azaldig1 goriilmektedir IPDE siCtrl: 127 pmol/mg, IPDE
siP3/1: 157,11 pmol/mg, IPDE siP3/2: 176,35 umol/mg ve KPDE siCtrl: 83 pmol/mg,
KPDE siP3/1: 89,62 umol/mg, KPDE siP3/2: 97,74 umol/mg (*p= 0,01).
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Sekil 4.6. Piriivat varliginda PFKFB3 baskilanmasi sonucunda hiicrelerin glikoz
aliniminda anlaml bir fark gézlenmemistir. IPDE siCtrl: 69,5 pmol/mg, IPDE siP3/2:
70,29 umol/mg ve KPDE siCtrl: 43,25 umol/mg, KPDE siP3/2: 39,98 umol/mg.
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4.3.3. PFKFB3’iin siRNA aracili baskilanmas1 IPDE ve KPDE hiicre hatlarinda
glikolizi baskilar ve bu baskilanma KRAS®'?P mutasyonunun oldugu hiicrelerde

daha fazladir.

Hiicrelerdeki glikolizin 6l¢iilmesi amaciyla laktat tahlil kiti kullanilmistir. Bu amagla
transfeksiyondan 48 saat sonra hiicrelerin besi yerlerinden o6rnekler alinmis ve iiretici
firmanin talimatlart dogrultusunda besi yerindeki laktik asit miktarlar1 Gl¢lilmiistiir.
Olgiim sonunda IPDE hiicrelerinde glikolizde yaklasik %36°lik bir azalma goriiliirken
KPDE hiicrelerinde %39,5’luk bir azalma goriilmiistiir.

PFKFB3 baskilanmasi sonucunda bulunan laktik asit miktarlari ise sirastyla IPDE siCtrl:
38,16 pmol/mg, IPDE siP3/1: 34,53 umol/mg, IPDE siP3/2: 24,40 umol/mg ve KPDE
siCtrl: 48 pmol/mg, KPDE siP3/1: 41,40 umol/mg, KPDE siP3/2: 29,29 umol/mg (p=0,2
< 0,5) olarak ol¢iilmiistiir ( Sekil 4.7.).
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Sekil 4.7. PFKFB3’iin siRNA ile baskilanmasindan 48 saat sonra besi yerinde bulunan
laktik asit miktarlari. Baskilanma sonucunda glikoliziste azalma izlenmistir. IPDE siCtrl:
38,16 umol/mg, IPDE siP3/1: 34,53 pmol/mg, IPDE siP3/2: 24,40 umol/mg ve KPDE
siCtrl: 48 pmol/mg, KPDE siP3/1: 41,40 pmol/mg, KPDE siP3/2: 29,29 pmol/mg
(*p=0.2)
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4.3.4. KRASC?D mutasyonu IPDE hiicrelerinde F2,6BP konsantrasyonunu arttirir
ve PFKFB3’iin siRNA aracili baskilanmasi sonucunda IPDE ve KPDE hiicrelerinde

F2,6BP konsantrasyonu azalr.

PFKFB3’iin siRNA ile transfeksiyonundan 48 saat sonra F2,6BP konsantrasyonlari
Ol¢iilmiistiir. Konsantrasyon degerleri sirasiyla IPDE siCtrl: 0,487 + 0,03 pmol/mg, IPDE
siP3/2: 0,377 + 0,03 pmol/mg (p= 0,05 < 0,05) ve KPDE siCtrl: 1,16 + 0,3 pmol/mg,
KPDE siP3/2: 0,54 + 0,1 pmol/mg (p=0,01< 0,05) olarak olgtilmiistiir (Sekil 4.8.)

Bu sonuglar dikkate alindiginda KRAS®'?P mutasyonlu hiicreler de F2,6BP
konsantrasyonlarinin oldukca arttigi dikkati ¢ekmekte ve PFKFB3 siRNA ile
baskilanmasi sonucunda KPDE hiicrelerindeki konsantrasyon azalmasi IPDE hiicrelerine

gore belirgin olarak daha fazla olmaktadir.

F2,6BP miktarlari

1,4

1,2

ipde siCtrl
038 % ipde siP3/2
0,6 B kpde siCtrl
I W kpde siP3/2

0,4 I

0,2

F2,6BP konsantrasyonu (pmol/mg protein)

Sekil 4.8. Olgiilen F2,6BP degerleri hiicrelerin protein konsantrasyonlarma normalize
edilerek pmol/mg protein olarak verilmistir. IPDE siCtrl: 0,487 + 0,03 pmol/mg, IPDE
siP3/2: 0,377 + 0,03 pmol/mg ve KPDE siCtrl: 1,16 + 0,3 pmol/mg, KPDE siP3/2: 0,54
+ 0,1 pmol/mg ( *p=0,01).
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4.4, PFKFB3 Ekspresyonunun IPDE ve KPDE Hiicrelerinde Onkojenik Potansiyele
Etkileri

4.4.1. PFKFB3’iin siRNA ile baskilanmasi IPDE hiicrelerinde canlihigi etkilemezken
KRASC2P mutasyonlu KPDE hiicrelerde canlihig: azaltir,

PFKFB3’iin IPDE ve KPDE hiicrelerinde proliferasyona olan etkisini degerlendirmek
amactyla 12 kuyucuklu plakalara kuyucuk basma 70x10° hiicre olacak sekilde ekim
yapildi. PFKFB3’ilin siRNA aracili transfeksiyonundan 48 saat sonra hiicreler tripsinize

edilerek hemasitometrik olarak sayildi.

48 saat sonraki hiicre sayilar1 sirasiyla IPDE siCtrl: 520 + 14x10°, IPDE siP3/1: 597,5 +
14x103, IPDE siP3/2: 605 + 70x10° (p= 0,07 > 0,05) ve KPDE siCtrl: 673,3 + 20x103,
KPDE siP3/1: 528 + 70x10° KPDE siP3/2: 550 + 20x10%® (p= 0,03< 0,05) olarak
saytlmistir  (Sekil 4.9.). Sonuglart degerlendirecek olursak IPDE hiicrelerinde

SGlZD

proliferasyonda hafif bir artis gozlenirken KRA mutasyonlu hiicrelerin

proliferasyonunda ortalama %25°1ik bir azalma goriilmiistiir.
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Sekil 4.9. PFKFB3’iin siRNA ile transfeksiyonundan 48 saat sonraki IPDE ve KPDE
hiicre sayisi. Hiicre proliferasyonlart hemasitometrik sayim ile belirlenmistir. IPDE
siCtrl: 520 + 14x103, IPDE siP3/1: 597,5 + 14x10%, IPDE siP3/2: 605 + 70x10° ve KPDE
siCtrl: 673,3 + 20x10%, KPDE siP3/1: 528 + 70x10°, KPDE siP3/2: 550 + 20x10% (* p=
0,03)
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4.4.2. PFKFB3 ekspresyonunun siRNA aracili baskilanmasi KRAS®'?P mutasyonlu

KPDE hiicrelerinde yumusak agarda koloni olusturma kapasitelerini etkilemez.

PFKFB3’iin siRNA ile transfeksiyonundan 48 saat sonra hiicreler yumusak agara ekildi.
Ekilen hiicreler iki hafta yumusak agarda biiyiitiildiikten sonra makroskobik ve
mikroskobik goriintiileri kaydedilerek koloni sayilar1 ve biiytikliikleri agisindan incelendi.
KPDE hiicre hattindaki hiicrelerin yumusak agarda minik koloniler halinde diffiiz bir
yayillim gosterdigi izlendi. PFKFB3’iin baskilanmasi sonucunda koloni olusturma

kapasitesinde bir azalma izlenmedi (Sekil 4.10.).

KPDE siCtrl KPDE siP3/1 KPDE siP3/2

Sekil 4.10. KPDE hiicrelerinin yumusak agarda olusturdugu kolonilerin makraskobik
goruntiisu.

4.43. PFKFB3’iin siRNA aracih baskilanmasi KRASCG'?P mutasyonlu KPDE

hiicrelerinde matrijel invazyonunu azaltir.

siRNA aracili baskilama deneyinde siCtrl, siP3/1 ve siP3/2 siRNA ile transfekte edilen
KPDE hiicrelerinin invazyon yetenekleri incelendi. Transfeksiyondan 24 saat sonra
hiicreler matrijel kapli kuyucuklara FBS igcermeyen besiyerinde ekildi ve invaze
olabilmeleri i¢in 1 giin beklendi. Sonraki giin invaze olmus hiicreler Kkristal violet ile
boyanarak 11k mikroskobunda goriintiilendi. PFKFB3’iin siRNA aracili baskilanmasinin

KPDE hiicrelerinin matrijele olan invazyonunu azalttig1 izlendi. Isik mikroskobunda 10x
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biiylitmede rastgele 5 alan secilerek sayim yapildi ve KPDE siCtrl’de hiicre sayisi; 293,
KPDE siP3/1°de hiicre sayisi; 131 ve KPDE siP3/2’de hiicre sayist 111 olarak bulundu
(Sekil 4.11 A1,2,3 ve B.).
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Sekil 4.11. Al1,2,3. Invaze olan KPDE hiicreleri kristal violet ile boyanarak 1s1k
mikroskobunda 10X biiylitmede goriintilenerek rastgele bir alanin goriintiisii
kaydedilmistir. B. KPDE siCtrl: 293, KPDE siP3/1: 131 ve KPDE siP3/2: 111

4.4.4. PFKFB3’iin siRNA aracili baskilanmasi KRAS®P mutasyonlu KPDE

hiicrelerinde Gemsitabine duyarhhg etkilemez.

Pankreas kanser tedavisinde siklikla gemsitabin kullanilmaktadir ve ilaglara direng
gelisimi kanser tedavisinde 6nemli bir sorundur. Hiicrelerde endojen eksprese edilen
PFKFB3’iin ila¢ direncine etkisinin incelenmesi i¢in siCtrl, siP3/1 ve siP3/2 SiRNA
uygulanarak PFKFB3 ekspresyonu baskilanmig KPDE hiicrelerine gemsitabin
uygulanarak hiicrelerin koloni olusturma kapasiteleri test edildi. Transfeksiyondan 48
saat sonra 6 kuyucuklu plakalara 2000 hiicre olacak sekilde ekim yapild1 ve ekimden 1
giin sonra kuyucuklara iki farkli konsantrasyon denemek amaciyla 10 nM ve 2 nM

gemsitabine eklendi. Besi yerleri ve ilaglar 3 giinde bir tazelendi. 10 giin sonunda hiicreler
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kristal viyole ile boyand: ve makroskobik olarak incelendi. Inceleme sonrasi kontrol
grubu ve siRNA aracili PFKFB3 baskilanmis hiicrelerde koloni olusturma kapasitesi
acisindan bir fark saptanmadi (Sekil 4.12.).

2nM

10nM

KPDE siCtrl KPDE siP3/1 KPDE siP3/2

Sekil 4.12. Gemstabine uygulanmig KPDE hiicrelerinde 10 giin sonundaki koloni
goriintiileri.
4.4.5. PFK158 ile PFKFB3 baskilanmas1 KRAS®2P mutasyonlu KPDE hiicrelerinde

Gemsitabine duyarhhg etkilemez.

Glikolizi azaltmak amaciyla PFKFB3’ii baskilamak i¢in kullanilan yeni nesil ilaglardan
PFK158 bir¢ok arastirmada kullanilmaktadir. Biz ¢alismamizda PFK158 ile PFKFB3
baskilanmasinin gemstabine duyarliligi {izerine etkisi olup olmadigini arastirdik. Bu
amagla 96 kuyucuklu plakalara 3000 bin hiicre olacak sekilde triplike ekim yapildi. Bir
giin sonra kontrol grubuna sadece besi yeri, referans grubuna 30 nM gemstabine, ¢alisma
grubuna ise 30 nM gemstabine ve 2uM PFK158 eklendi. 72 saat sonra SRB boyama
yontemi ile hiicreler boyanarak dansitometrik &lciimleri yapildi. Olgiim sonuglarida

PFK158 ile PFKFB3 inhibisyonu, hiicre canliigimi %82,5” a distirmiistiir. Gemstabin

54



kullanim1 sonrast hiicre canliligi ise %49,4 iken, PFK158 ile inhibisyon sonrasi
gemstabin varliginda canlilik %47,5 olarak 6l¢iildii. PFK158 kullaniminin gemstabine
olan duyarlilig1 etkilemedigi izlendi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. PFK158 kullanimi hiicrelerin gemstabine kars1 olan direnglerini etkilemez.
PFK158 ile PFKFB3’ii baskilandiktan sonra hiicre canliligi %82,5’tur. Gemstabine
kullanim1 sonrasi hiicre canlilig@i ise %49,2’ye diiserken, PFK158 inhibisyonu ve
gemstabine varliginda canlilik %47,5°tur.
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5. TARTISMA ve SONUC

Tiim hiicreler hayatlarinin devamlilig1 ve biyolojik stireclerin gerceklesmesi igin enerjiye
ihtiya¢ duyarlar. Bu gereken enerjiyi ise glikozu metabolize ederek saglamaktadirlar.
Glikoliz, tiim canlilarda evrimsel olarak korunmus basamaklardan biridir. Glikoliz
sonucunda olusan piruvat oksijen varliginda oksidatif fosforilasyona yonlendirilirken
oksijenin yetersiz oldugu durumlarda laktik asite ¢evrilir (Kim ve Dang 2005, Kwon ve
Vander Heiden 2011). Kanser hiicreleri ise oksijen varliginda bile glikolizis ile laktik asit
tiretmekte ve glikolitik yolaktaki enzimleri aktif tutmaktadirlar. Bu etki Warburg etkisi
olarak adlandirilmakta ve kanser hiicrelerinin tipik 6zelligi olarak kabul edilmektedir

(Gatenby ve Gillies 2004).

Glikolitik yolagin kilit enzimlerinden biri PFK1’dir. Bu enzim F6P’1 F1,6BP’ta indirger
ve glikolitik siirecin hiz belirleyici enzimi olarak c¢alisir (Sola-Penna ve ark. 2010).
PFKFB enzim ailesi ise F2,6BP hiicre i¢i konsantrasyonlarin1 diizenleyerek PFK1’in
katalitik aktivasyonunu dengeleyen bir enzim ailesidir. Bu enzim ailesindeki iiyelerin

hiicre i¢indeki ifadesi glikolitik yolagin yonetilmesinde 6nemli rol oynamaktadir ( Pilkis

ve ark. 1995).

PFKFB enzim ailesi iiyelerinden PFKFB3 kinaz aktivitesi en yiiksek olan izoformdur ve
bircok kanser tiiriinde yiiksek derece ifade olarak glikolizi arttirdigi bilinmektedir (Shi ve
ark. 2017) Ayrica PFKFB3’iin pankreatik kanserde de fazlaca ifade oldugu gésterilmistir
(Bobarykina ve ark. 2006).

Pankreatik duktal adenokarsinom ise mortalite oran1 en yiiksek kanserlerden biridir ve
PDA’larin %95’inde Kras mutasyonu izlenmektedir (Maitra ve ark. 2005). Ras proteinleri
hiicrelerin biiylimesini, gelismesini ve ¢ogalmasint saglayan bir¢cok sinyal yolaginin
diizenlenmesinden sorumludur ve hiicre disindan aldig1 uyarilar1 hiicre i¢i sinyallerle
doniistiiren bir proteindir (Takashima ve Faller 2013). Bu proteinlerin ig¢inde Kras
izoformu 6nemli bir yere sahiptir. Kras mutasyonlu hiicrelerde glikoliz artmaktadir (Ying
ve ark. 2012). Dolayistyla bu hiicrelerde glikolizi baskilamak timdr hiicrelerinin
biliylimesini ve migrasyonunu baskilamaya yardimci olacaktir. Bu ¢alismanin amaci
PFKFB3’iin Kras lizerindeki etkisini ve Kras mutasyonlu tiimér hiicrelerindeki onkojenik

etkisinin izlenmesidir.
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Calismada ilk olarak Kras mutasyonlu hiicrelerde glikolizis ve hiicre proliferasyonuna
bakilmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda Kras mutasyonlu hiicre hattinda (KPDE)
glikoz alimiminin, laktik asit iiretiminin, F2,6BP miktarinin ve proliferasyonun arttigi
izlenmistir. Kras mutasyonunun glikolitik yolaktaki bazi enzimlerin ifadesini arttirarak
glikolizisi arttirdigi ve proliferasyonu destekledigi bilinmektedir (Bryant ve ark. 2014).
Ayrica Kras mutasyonlu koleraktal kanser hiicrelerinde proliferasyonu arttigi

gosterilmistir. (Liu ve ark. 2011).

Sonraki agama olarak, Kras mutasyonlu hiicrelerde PFKFB3 protein seviyesinin degisip
degismedigine bakilmistir. PCR ve Western blot ¢aligmalart sonucunda PFKFB3 gen ve
protein seviyesinin KRAS®?P mutasyonlu hiicrelerde yaklasik 6 kat arttig1 gdzlenmistir.
KRASC?P mytasyonun PFKFB3 enziminin genetik olarak ifadesini arttirmaktadir. Daha
once Telang ve ark. (2006) yaptigi calismada H-ras mutasyonun PFKFB3 enzim
seviyesini akciger fibroblastlarinda arttirdi1 gosterilmistir. Ayrica Ozcan (2018)
tarafindan yayinlanan doktora tezinde Kras mutasyonunun Pdac (Pnakreatik duktal
adenokarsinom) hiicre hattinda PFKFB3 ifadesini ve protein miktarini arttirdigi ortaya
konmustur. Yapilan literatiir arastirmasi sonucunda bir ¢alismada da Kras mutasyonun
pankreatik duktal adenokarsinomlarda PFKFB3’ii arttirdigi gosterilmistir (Wang ve ark.
2020).

Bu calismada, PFKFB3’iin Kras mutasyonlu hiicrelerde glikolizis iizerine ne gibi
etkilerinin olacagini aragtirmak iizere hiicrelerin tiikettigi glikoz miktarlarina bakilmistir.
PFKFB3’tin baskilandigi IPDE ve KPDE hiicre hatlarinda glikoz aliniminda azalma
izlenmistir. Fakat IPDE hiicrelerindeki azalma Kras mutasyonlu KPDE hiicrelerine oranla
yaklasik %13 daha fazla olmustur. Bu noktada dikkat edilmesi gereken hususlardan biri
glikoz tasiyicilarin  seviyeleridir. Ciinkii Kras mutasyonlu hiicrelerde GLUT1
proteinlerinin arttig1 bilinmektedir ve pankreatik duktal adenokarsinomda GLUTI1
seviyeleri ciddi oranda artmaktadir (Sharen ve ark. 2017, Ying ve ark. 2012). Dolayisiyla
KRAS®P mutasyonlu hiicrelerde glikoz alinimi mutasyon olmayan hiicrelere gore daha
fazladir. Ayrica pankreatik kanser hiicreleri glutamini PFY’da ve TCA dongiisiinde ara
metabolit olarak kullanmaktadirlar. Dolayisiyla boliinme ve biiyiime sirasinda artan enerji

ihtiyacin1 glutamini metabolize ederek karsiliyor olabilirler (Son et al., 2013).
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Ote yandan glikoliz miktarmin belirlenmesi amaciyla laktik asit miktarlara bakilmis ve
PFKFB3 baskilanmis Kras mutasyonlu hiicrelerde laktik asit iiretiminin mutasyon
olmayanlara gore daha fazla azaldig1 izlenmistir. Bu sonu¢ Ozcan (2018) tarafindan
yapilan ¢alismalardan farklilik gostermektedir. Daha 6nce yapilan arastirmalarda Kras
mutasyonlu hiicrelerde PFK-1, HK ve LDH-A’nin seviyelerinin arttig1 ve glikolizisin bu
yolla arttig1 gosterilmistir (Ying ve ark. 2012). Dolayisiyla Kras mutasyonlu hiicrelerde
daha fazla baskilanmanin goriilmesi, bu hiicrelerde glikolitik akisin PFKFB3 iizerinden

denetlenebiliyor olabilecegini diisiindiirmektedir.

Hiicre i¢i F2,6BP miktarlarina bakildiginda Ras mutasyonlu hiicrelerde bu metabolitin
arttig1 bulunmustur (Telang ve ark. 2006). Bizim ¢alismamizda da KPDE hiicre hattinda
da F2,6BP seviyeleri oldukga artmis olarak izlenmistir. KPDE hiicre hattinda PFKFB3
seviyelerinin arttigini diislinecek olursak bu beklenilen sonuglardan biridir. Dolayisiyla
Kras mutasyonlu hiicrelerde PFK1 enzimine pozitif bir geri bildirim olmakta ve enzim
aktivitesi artarak glikoliz artmaktadir. Yaptigimiz deneyler sonucunda PFKFB3’iin
baskilanmas1 F2,6BP miktarlarini biiyiik 6l¢iide azaltmakta ve bu azalis Kras mutasyonlu
hiicrelerde daha fazla olmaktadir. Yapilan bir ¢alismada ise F2,6BP sentezinin tiimor
biiyiimesine ve hipoksiye glikolitik cevap i¢in gerektigi ortaya konmustur (Chesney ve
ark. 2014). Dolayisiyla PFKFB3 ifadesinin baskilanmasi ile F2,6BP miktarinin
azaltilmasi, timor biiylimesini yavagslatabilir ve olas1 bir ilag hedefi olarak PFKFB3’iin

inhibe edilmesi diisiiniilebilir.

Bir sonraki asamada ise PFKFB3’iin tiimor hiicrelerinde canlilifi nasil etkiledigi
incelenmistir. Kras mutasyonu, timor hiicrelerinde canliligi arttirmaktadir (Bryant ve ark.
2014). Ayrica PFKFB3’in Cdk’lar araciligiyla F2,6BP miktarin1  arttirarak
proliferasyonu arttirdigi yapilan arastirmayla gosterilmistir (Yalcin ve ark. 2009).
MAPkinazlarin da bu mekanizmada gorev alabilecegi ortaya siiriilen diger goriislerden
biridir (Bolafios 2013). PFKFB3’iin nazofaranjiyel karsinomda da proliferasyonu
arttirdig@i bildirilmistir (Gu ve ark. 2017). Yaptigimiz c¢alismada Kras mutasyonlu
hiicrelerde hiicre canliliginin olduk¢a arttigi ve PFKFB3’iin baskilanmasi sonucu
canliligin mutasyon olmayan hiicrelerde degismedigi, Kras mutasyonlu hiicrelerde ise
azaldig1 goriilmiistiir. Bu sonuglar goz oniline alindiginda, Kras mutasyonlu hiicrelerde

hiicre canliliginin PFKFB3 ve F2,6BP iizerinden artiyor olabilecegi sonucuna varilmistir.
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Kras mutasyonlu hiicrelerde PFKFB3’iin onkojenik transformasyona olan etkilerini
gozlemlemek amaciyla ilk olarak yumusak agarda koloni olusturma deneyi yapilmustir.
Bu deney tlimor hiicrelerinin in vitro ortamdaki transformasyonlarini degerlendirmek i¢in
yapilan bir deneydir ve canli ortamdaki mekanizmaya en yakin mekanizma olarak kabul
edilmektedir. Telang ve ark. (2006) akciger fibroblastlariyla yaptigi ¢alismada, PFKFB3
ifadesinin baskilanmasi sonucu yumusak agarda koloni olugsmadigi dolayisiyla Ras
mutasyonlu onkojenik ozellikler i¢in PFKFB3 ifadesi gerektigi gosterilmistir. Fakat
bizim gergeklestirdigimiz yumusak agar deneyleri sonucunda PFKFB3’iin
baskilanmasmin yumusak agarda koloni olusturma kapasitesine bir etkisi olmadigi
gozlenmigstir. Burada g6z Onilinde bulundurulmasi gereken noktalardan biri bizim
kullandigimiz izoformun farkli bir izoform olmasidir. Telang ve arkadaslari yaptiklari
calismada H-ras mutasyonlu hiicreleri kullanmislardir. Dolayisiyla hiicrelerde olusan
etkiler birbirinden farkl1 olabilir. Ikinci dnemli nokta ise, Telang ve arkadaslar1 yaptiklart
calismada kalic1 genetik bir baskilama uygulamiglardir. Biz ise ¢alismamizda gegici bir
baskilama gerceklestirdik. Bu gecici durum hiicrelerin koloni olusturma kapasitelerini
baskilamaya yetmemis olabilir. Son olarak da calisan hiicre hatlarinin birbirinden farkl
olmasi sonuglar arasinda degisiklige neden olmus olabilir. Hiicrelerin kendi genetik
ozellikleri de koloni olusturma kapasitelerini degistirmektedir. Bu farkliliklar g6z 6niine

alindiginda tam bir kiyaslama yapabilmek pek de olas1 degildir.

Diger bir neden olarak; PFKFB3’iin baskilanmasi ile glikolizis ve proliferasyon
baskilandig1 halde yumusak agarda koloni olusturma kapasitesinin degismemesi,
pankreatik duktal adenokarsinom hiicrelerinin primer enerji kaynagi olarak oksidatif
fosforilizasyonu kullaniyor olmalari olabilir (Wylie ve ark. 2014). Dolayisiyla glikolizisi
baskilamak tiimor olusturma kapasitesi i¢in gereken enerjiyi engellemeye yetmiyor
olabilir. Ayrica besi yerinde bulunan glutaminin enerji i¢in destek metabolit olarak gorev
aldig1 goz oniinde bulundurulmalidir. Pankreatik duktal adenolarsinomlar, glutamini
metabolize ederek pentoz fosfat yolagina ve TCA dongiisiine ara metabolit olarak
kullanmaktadirlar (Son ve ark. 2013) Dolayisiyla PFY yeni hiicre olusmasi i¢in gereken
niikleotid yap1 tasin1 saglarken TCA dongiisiide oksidatif fosforilizasyonun devamliligin

saglamaktadir.
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Onkojenik transformasyonda goriilen etkiyi arastirmak i¢in yaptigimiz diger ¢alisma ise
matrijel invazyon deneyidir. Bu deneyde ise hiicrelerin invazyon kapasitelerine
bakilmaktadir ve pankreatik duktal adenokarsinom gibi agresif tiimorlerin invazyon
Ozellikleri ¢ok yiiksektir. Dolayisiyla bir kanser tiiriinde invazyon kapasitesini
baskilamak tiimoriin yayilma hizin1 ve kabiliyetini etkileyecektir. Yalgin ve ark. (2017)
yaptigi bir c¢alismada TGF-f aracili PFKFB3 ifadesinin invazyonu indiikledigini
gostermistir. Bizim buldugumuz sonuglarda bu bulguyu destekler yondedir. Kras
mutasyonlu hiicreler ile yaptigimiz deneyler sonucunda PFKFB3 baskiladigimiz

hiicrelerin invazyon kapasitelerinin azaldig1 gézlenmistir.

Yapilan bir ¢alismada da PFKFB3 susturulmasmin glikoz alimimi, glikolizi ve
proliferasyonu Kras mutasyonlu hiicrelerde baskiladigini fakat bu baskilanmanin p38y ile
iligkili oldugu ve p38y susturulmus farelerde bu etkinin goriilmedigi bildirilmistir (F.
Wang ve ark. 2020).

PFKFB enzimlerinin kanser biyolojisindeki yerinin 6nemi anlasildiktan sonra bu
enzimlerin baskilanmast i¢in c¢esitli ilaglar gelistirmeye baslanmistir. Bu ilaglar
gelistirmekteki amag¢, PFKFB enzimlerini baskilayarak glikolizisi azaltmak ve timor
gelisimini yavaslatmaktir. Biz ¢calismamizda PFKFB3’ii baskilamak i¢in 3. nesil ilag olan
PFK-158’1 kullandik. PFK-158 insanlarda ilk kullanilan, klinik ag¢idan hala gelismekte
olan ve iyi tolore edilebilen bir PFKFB3 inhibitoriidiir (Redman ve ark. 2015). Yapilan
caligmalarda PFKF-158’in jinekolojik kanserlerde, kanser hiicrelerinde hiicre 6liimiinii
indiikledigi ve endometriyal kanserlerde hiicre proliferasyonunu baskiladigi
gosterilmistir (Mondal ve ark. 2019, Xiao ve ark. 2021). Ayrica Wang ve ark. (2020)
yaptig1 ¢alismada da bir baska PFKFB3 inhibitorii olan PFK15’in koloni olusumunu

baskiladig1 gosterilmistir.

Bizim deneyimizdeki amag, ila¢ kullanilan durumlarda koloni olusturma kapasitesinin
azalip azalmadigini gézlemlemektir. 6 kuyucuklu plakalara 2000 hiicre olacak sekilde
ekim yapilmis ve kontrol grubu ile birlikte belirlenen dozlarda ilaglarla 10 giin sonraki
koloni olusturma kapasitelerine bakilmistir ve deney sonucunda Kras mutasyonlu
hiicrelerde PFK 158 varliginda koloni olusturma kapasitelerinde bir fark izlenmemistir.
Ayrica PFK158 varlig1 hiicrelerin gemstabine kars1 olan direnglerini de etkilememistir.

PFK158 ile PFKFB3 baskilanan hiicreler ile baskilanmayan hiicreler arasinda canlilik
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yiizdesi acisindan bir fark saptanmamistir. Boyd ve ark. (2015) yaptigi ¢alismada,
PFK158’in PFKFB3’tiin kinaz aktivitesini baskilamada c¢ok da etkili olmadig
gosterilmistir. Dolayisiyla hala PFKFB3 i¢in daha spesifik ve potent bir inhibitor ihtiyact

bulunmaktadir.

Elde ettigimiz sonuglar1 topluca degerlendirecek olursak yapilan bu ¢alismada, (i) Kras
mutasyonlu pankreatik duktal adenokarsinom hiicrelerinde PFKFB3 mRNA ve protein
seviyelerinin arttif1 (ii) Kras mutasyonlu hiicrelerde glikolizis ve hiicre canliligimin
PFKFB3 f{izerinden denetlenebiliyor olabilecegi (iii) Kras mutasyonlu hiicrelerde
PFKFB3’ti baskilamanin invazyonu azalttigi (iv) PFKFB3’4 baskilamanm koloni
olusturma kapasitesini etkilemedigi ve son olarak (v) PFK158 ile inhibisyon sonucunda
Kras mutasyonlu hiicrelerin Gemstabine kars1 olan direncinin degismedigi gosterilmistir.
Bu sonug¢lar dogrultusunda, Kras mutasyonlu kanser hiicrelerinde PFKFB3 baskilanmasi
olast bir ilag hedefi olarak diisiiniilebilir. Tabi ki bu sonuglarin in vivo ortamda yapilacak

ileri faz deneyleri ile desteklenmesi gerekmektedir.
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