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TURKCE OZET

Pankreas kanserlerinde 5-yillik sag kalim orani yaklasik %6-8 dolaylarinda
olup yeni tedavi yaklasimlarina ihtiya¢ duyulmaktadir. Pankreas kanserlerinin biiyiik
¢ogunlugunu olusturan pankreatik duktal adenokarsinom (PDAK)’larin %90’ indan
fazlasinda KRAS geninin aktive edici mutasyonlarina rastlanmaktadir. KRAS
aktivasyonu PDAK hiicrelerinin 6zgiin metabolik bagimliliklar gelistirmesine neden
olur. Yapilan g¢alismalar KRAS’in glikoliz ve poliamin biyosentezi yolaklarinin
aktivitesini arttirdigini gostermektedir. Bu tez calismasinda; KRAS mutasyonuna
sahip olan ve metabolik olarak agresif olduklar1 bilinen PDAK hiicre modellerinde
glikolitik regiilator 6-fosforukto-2-kinaz/fruktoz-2,6-bisfosfataz-3 (PFKFB3) ve
poliamin biyosentez yolagi hiz smirlayici enzimi ornitin dekarboksilaz (ODC1)’1n
genetik ve farmakolojik yontemler kullanilarak tekli ve kombine inhibisyonlarinin
hiicrelerin in vitro metabolik, proliferatif ve onkojenik potansiyelleri {izerindeki
etkisi arastirildi. Calismada hiicre modelleri olarak PANC1 ve MIA PaCa-2; genetik
baskilama yontemi olarak siRNA ve farmakolojik hedefleme olarak PFKFB3 icin
AZ PFKFB3 26 (AZP3-26) ve ODCI1 i¢in diflurometilornitin (DFMO) kullanild:.
gPCR, Western blot, F2,6BP ve metabolik analizler PDAK hiicrelerinde PFKFB3 ve
ODCZX’nin birbirlerinin aktivitelerini diizenleyebildigini gosterdi. PFKFB3 ve ODC1
aktivitelerinin siRNA ve 0zgiin kimyasal inhibitorlerle birlikte baskilanmasi PDAK
hiicrelerinin proliferasyonunu tekli baskilamalara gore daha yiiksek oranda azaltti.
PFKFB3 ve ODC1 aktivitelerinin AZP3-26 ve DFMO ile inhibisyonu tekli
kullanimlara gore her iki hiicre hattinin yumusak agarda biiytime ve koloni olusturma
kapasitelerini dnemli oranda diisiirdii. Ayrica PANCI1 hiicrelerinde, AZP3-26 ve
DFMO’un birlikte kullanimi, tekli kullanimlara gore, hiicrelerin Matrijel invazyon
kapasitesini daha anlamli olarak azaltti. Bu tez calismasi kapsaminda elde edilen
veriler; metabolik agresifligi ve plastisitesi ile one ¢ikan PDAK tiimdrlerinde
PFKFB3 ve ODCI aktivitelerinin baskilanmasinin in vitro olarak tekli inhibisyonlara
gore daha kuvvetli anti-onkojenik etkiye sahip olabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: Pankreas duktal adenokarsinomu, ODC1, PFKFB3, DFMO, AZ
PFKFB3 26.
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INGILIiZCE OZET

INVESTIGATION OF THE EFFECTIVENESS OF POLYAMINE
BIOSYNTHESIS AND GLYCOLYSIS INHIBITIONS IN THE TREATMENT
OF PANCREATIC ADENOCARCINOMA

The 5-year survival rate for pancreatic cancer is approximately 6-8%, and
new treatment approaches are needed. Activating mutations of the KRAS gene are
found in more than 90% of pancreatic ductal adenocarcinomas (PDAC), which
constitute the majority of pancreatic cancers. KRAS activation causes PDAC cells to
develop unique metabolic dependencies. Studies show that KRAS increases the
activity of glycolysis and polyamine biosynthesis pathways. In this thesis study; the
effect of single and combined targeting the glycolytic glycolytic regulator 6-
phosphoructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase-3 (PFKFB3) and the polyamine
biosynthesis pathway rate-limiting enzyme ornithine decarboxylase (ODC1) using
genetic and pharmacological approaches on the metabolic, proliferative and
oncogenic potential of mutant KRAS bearing PDAC cell models. PANC1 and MIA
PaCa-2 were used as cell models; sSiRNA was used as a genetic suppression method
and AZ PFKFB3 26 (AZP3-26) for PFKFB3 and difluromethylornithine (DFMO) for
ODC1 were used as pharmacological targeting. gqPCR, Western blot, F2,6BP and
metabolic analyzes showed that PFKFB3 and ODCL1 could regulate each other's
activities in PDAK cells. Co-suppression of PFKFB3 and ODC1 activities with
siRNA and specific chemical inhibitors reduced the proliferation of PDAK cells
more than single suppressions. Inhibition of PFKFB3 and ODCL1 activities with
AZP3-26 and DFMO significantly reduced the growth and colony formation
capacities of both cell lines in soft agar compared to single use. Additionally, in
PANC1 cells, the combined use of AZP3-26 and DFMO reduced the Matrigel
invasion capacity of the cells more significantly than single use. Data obtained within
the scope of this thesis study suggest that combined targeting of PFKFB3 and ODC1
activities in PDAC tumors, which are known to exhibit elevated metabolic
aggressiveness and plasticity, may have a stronger anti-oncogenic effect than single
inhibitions in vitro.

Key words: Pancreatic ductal adenocarcinoma, ODC1, PFKFB3, DFMO, AZ
PFKFB3 26.
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1.GIRIS

Pankreas kanserlerinin biiyiik bir cogunlugunu (%95) olusturan Pankreatik
Duktal Adenokarsinom (PDAK), %6-8 dolaylarinda 5-yillik sagkalim orami ile
oliimciil kanserlerin basinda gelmektedir (Diab, Azmi, Mohammad, & Philip, 2019;
Park, Chawla, & Reilly, 2022). Teshiste, hastalarin %80’inden fazlasinda cerrahinin
endike olmadig1 lokal metastatik ya da ileri evre hastalik ile karsilagilir. Gemsitabin
ve alblimin-bagli paklitaksel nanopartikiill kombinasyonu (GEM+nab-P) ya da 5-
florourasil, l6kovorin, okzaliplatin ve irinotekan kombinasyonu (FOLFIRINOX),
metastatik pankreas kanserlerinin standart kemoterapi seceneklerini olusturmaktadir
(Diab ve ark., 2019). Diger bazi kanser tiirlerinde basari gosteren hedefe yonelik
tedavi yaklagimlarmin (Baudino, 2015) heniiz PDAK’da kullanimi yoktur. Bu
nedenle, PDAK’a 06zgiin molekiiler hedeflerin kesfine ihtiyag duyulmaktadir.
PDAK’larin  %90’indan fazlasinda KRAS proto-onkogeninin aktive edici
mutasyonlarina rastlanmakta olup, PDAK hiicreleri onkojenik &zelliklerinin
devaminda hiperaktif KRAS sinyalizasyonuna bagimlilik gésterir (Bryant, Mancias,
Kimmelman, & Der, 2014; Kawada, Toda, & Sakai, 2017). Ancak; klinikte direkt
olarak KRAS’1 inhibe etmeye yonelik girisimler (KRASG12C mutasyonu harig)
biiyiik oranda basarisizlikla sonuglanmigtir (Bryant ve ark., 2014; Diab ve ark., 2019;
Mann, Ying, Juan, Jenkins, & Copeland, 2016; Strickler ve ark., 2023). Hiperaktif
KRAS sinyalizasyonu ile iliskili olan ve PDAK hiicrelerinin onkojenitesi i¢in sec¢ici
olarak gerekli “downstream” (asag1 akim) elemanlarin aydinlatilmast PDAK’mn
tedavisi i¢in yenilik¢i tedavilerin gelistirilmesine katki sunabilir (Kawada ve ark.,
2017; Liang ve ark., 2016; Mann ve ark., 2016; Perera & Bardeesy, 2015). Son
zamanlarda yapilan c¢alismalar; mutant KRAS 1n PDAK hiicrelerinde yaygin olarak
karsilagilan metabolik yeniden progralama ile iliskili oldugu ve PDAK hiicrelerinin
malin 6zelliklerinin devami i¢in bazi metabolik enzimlere bagimlilik gelistirdigine
isaret etmektedir (Suzuki ve ark., 2022). Genel olarak anti-kanser etkili yalnizca
birka¢ metabolizmaya dayali ilag gelistirilmistir ve bunlarin yalnizca bir kismi1 klinik
deneylerde kullanilmakta olup (Stine, Schug, Salvino, & Dang, 2022); gelistirilen

anti-metabolitlerin heniiz PDAK’da kullanim1 bulunmamaktadir.



Kanser hiicrelerinde goriilen en 6nemli metabolik degisikliklerden bir tanesi
glikozun “Warburg etkisi” veya aerobik glikoliz adi verilen metabolik yolak ile
metabolizmasinin hizlanmasidir (De Berardinis & Chandel, 2016; Hanahan &
Weinberg, 2011). 6-fosfofrukto-2-kinaz/fruktoz-2,6-bisfosfataz (PFKFB) enzim
ailesi lyeleri (PFKFB1-4), glikolizin 6nemli bir hiz smirlayici reaksiyonunu
katalizleyen 6-fosfofrukto-1-kinaz (PFK1)’in allosterik aktive edicisi fruktoz-2,6
bisfosfat (F2,6BP) molekiiliiniin yapim ve yikimindan sorumludur (Chesney, 2006).
PFKFB3 izoenziminin, ¢esitli insan Kkanserlerinde asir1 eksprese edildigi
bilinmektedir (Brian F. Clem ve ark., 2013). Yapilan son c¢alismalar; kanserde
goriilen hiperglikolitik aktiviteye katki yapan PFKFB enzimlerinin onkojenik
transformasyon (Telang ve ark., 2006), kanser hiicresi proliferasyonu (Abdullah
Yalcin ve ark., 2009), anjiyogenez (Xu Y, An X, Guo X, Habtetsion TG, Wang Y,
Xu X, Kandala S, Li Q.... Wu, C. 2013), ilag direnci (Lu, Qiao, Sun, Ren, & Yu,
2021) ve tiimor mikro ortam1 (Da ve ark., 2023) dahil olmak {izere kanserin birgok
yoniiyle iligkili oldugunu gostermektedir. Bu nedenle PFKFB enzimleri,
antineoplastik tedavi i¢in potansiyel bir hedef olarak goériilmeye baglanmigtir (Brian
F. Clem ve ark., 2013). Ozellikle diger izoenzimlere gore yiiksek kinaz aktivitesine
sahip olmasi1 ve tiimorlerde yaygin ekpsresyonu nedeniyle PFKFB3, tiimor
hiicrelerinin  hizlanmis glikoz alimi1 ve glikolitik aktiviteye bagimliliginin
hedeflenmesi ile beraber malin 6zelliklerin kontrol altina alinmasinda terapétik bir
hedef olarak degerlendirilmektedir (Bartrons ve ark., 2018; Cantelmo ve ark., 2016;
Brian F. Clem ve ark., 2013; Dasgupta ve ark., 2018). Bununla birlikte, PDAK gibi
kompleks bir metabolik programlamaya ve plastisiteye (farkli sartlara adaptasyon
kabiliyeti olan) sahip timorlerde (Liang ve ark., 2016) PFKFB enzimlerinin tek
baslarina hedeflenmesinin, klinikte yararmin olmayacagi ya da sl olacagi
Ongoriilebilir. Bunun yerine PFKFB enzimleri ile etkilesime girebilecek yeni
molekiiler hedeflerin ya da mevcut anti-tiimorojenik ajanlarin arastirilmasi, PDAK’a

kars1 umut vadeden yenilik¢i tedavi stratejilerinin gelistirilmesine katki yapabilir.

Yapilan calismalar kanser hiicrelerinde, glikolize ek olarak, poliamin
biyosentez yolagmin aktivitesinin arttigini gostermektedir (Gerner & Meyskens,
2004). Timor hiicrelerinde yogun bir sekilde sentezlenen poliaminler (putresin,

spermin ve spermidin) hiicre biiylimesi, ¢cogalmasi, farklilagmasi, gelisimi, bagisiklik,



gb¢, gen regiilasyonu, DNA stabilitesi, protein ve niikleik asit sentezi gibi birgok
onemli igleve sahiptir (Moinard, Cynober, & de Bandt, 2005; Anthony E. Pegg,
2009; Yuan, Ray, Viar, & Johnson, 2001). Ornitin dekarboksilaz (ODC1),
memelilerdeki poliamin biyosentez yolagmin kritik bir enzimi olup hiz smirlayici
reaksiyonunu (ornitinden putresin olusumu) Kkatalize etmektedir (Gerner &
Meyskens, 2004). Cogu PDAK vakalarinda mutasyonu goriilen onkojenik KRAS ve
transkripsiyon faktorii MYC proteinleri, ODC1 geninin transkripsiyonunu indiikler
(Linsalata ve ark., 2004). Yapilan bir ¢alismada (Mohammed ve ark., 2014),
ODCY’in geri doniisiimsiiz inhibitorii olan diflorometilornitin (DFMO)’nin KRAS-
bagimli spontan fare pankreas kanseri modelinde tiimorojenezi engelledigi
gosterilmistir. Bu calisma KRAS-iligkili tiimdrlerde ODC1’in bir tedavi hedefi
olarak degerlendirilebilecegi goriisiinii desteklemektedir. Bununla birlikte tlimor
olusumu gergeklestikten sonra DFMO’nun antitlimoral etkisi son derece sinirlidir
(Alexiou, Lianos, Ragos, Galani, & Kyritsis, 2017). Bu durum da tiimér gelisimi ve
ilerlemesi asamasinda hiicrelerin alternatif metabolik yolaklar1 kullanmasindan ve
/veya hiicre disindan poliamin alimini arttirmasindan kaynaklanabilir. Bu nedenle
ODCI1 ile etkilesime girebilecek farkli bir molekiiler hedef ya da metabolik yolagin
birlikte hedeflenmesi genel olarak kanserlerin ve 6zelde PDAK’1n tedavisinde umut

verici bir tablo sunabilir.

Mutant KRAS tasiyan PDAK tiimor hiicrelerinde glikoliz ve poliamin
biyosentez yolaklarinin aktivasyonunun hiicrelerin proliferasyonu ve onkojenik
potansiyelleri i¢in gerekli oldugu birgok ¢alismada gosterilmistir (Alexiou ve ark.,
2017; Hamanaka & Chandel, 2012). Bununla birlikte her iki yolagin birlikte
hedeflenmesinin tiimdr hiicreleri iizerindeki etkisi bilinmemektedir. Son zamanlarda
yapilan bir ¢alismada (Ruiz-Pérez, Medina, Urdiales, Keindnen, & Sanchez-Jiménez,
2015), poliamin biyosentez yolag1 ile glikolizin iliskili olabilecegi ortaya
cikarilmistir. Bu c¢alismada glikolizin hekzokinaz adiminda inhibisyonunun ODCI1
aktivitesindeki diismeye bagli olarak poliamin sentezini inhibe ettigi gosterilmistir.
Ayrica bu ¢alismada, mekanistik olarak da ODCI inhibisyonunun bu etkiyi kismen
de olsa hiicre siklusu inhibitorleri olan p21/p27 iizerinden gergeklestirdigine dair
veriler sunulmustur. Yalcin A. ve ark. (2014) tarafindan yapilan bir ¢alismada timor

hiicrelerinde glikolizin PFKFB3 iizerinden inhibisyonunun da p27 {izerinden timor



hiicrelerinin proliferasyonunu durdurdugu gosterilmistir. Bu caligmalardan elde
edilen veriler; glikoliz ve poliamin sentez yolaginin PFKFB3 ve ODC1 enzimleri
tizerinden kombine inhibisyonlari ile tiimor hiicreleri tizerinde daha kuvvetli bir anti-

proliferatif elde edebilecegi ongoriisiinii desteklemektedir.

Bu doktora tez ¢alismasinda; KRAS mutasyonuna sahip olan ve metabolik
olarak agresif olduklar1 bilinen iki farkli PDAK hiicre modeli kullanilarak glikolitik
regiilator PFKFB3 ve poliamin biyosentez yolagi hiz sinirlayici enzimi ODC1’in
genetik ve farmakolojik yontemler kullanilarak tekli ve kombine inhibisyonlarinin
hiicrelerin in vitro metabolik, proliferatif ve onkojenik potansiyelleri {izerindeki

etkisi incelenerek elde edilen sonuglar giincel ¢alismalar 1s181nda tartigilarak sunuldu.



2.GENEL BIiLGILER

Kanser, tiim diinyada oldugu gibi Tirkiye’de de en Onemli halk sagligi
problemleri arasindadir. Hem diinyada hem de iilkemizde kanser, 6liim nedenleri
igerisinde ikinci sirada yer almaktadir. Diinya genelinde yaklasik her 6 6liimden biri,
ilkemizde ise her 5 oOlimden biri maalesef kanser nedeniyle olmaktadir
(www.gco.iarc.fr; McGuire, 2016)). 2018 yilinda diinya genelinde 18 milyon kisinin
kansere yakalandig1 tahmin edilirken, 2040 yilina gelindiginde bu rakamin yaklasik
30 milyona ulasacagi ongoriilmektedir (Sung ve ark., 2021). Diinya niifusunun
artmasi, yaslanmasi ve etiyolojik nedenlere daha ¢ok maruz kalmasi sonucunda
goriilecek kanser insidanslarindaki artis, beraberinde artmis kanser yiikiinii de
getirecektir (Kara, & Keskinkilig, 2017). Kanser yiikiiniin bu hizli artig1 diinya
capinda 6nemli bir kriz teskil etmekte ve gelecekte kaynaklar: bol olan iilkeler de
dahi, tan1 alacak ¢ok sayidaki kanser hastasinin tedavisi ile palyatif, destekleyici ve
6lim asamasindaki bakimlari1 yoniinden yeterli 6denek temin edilmesi biiylik bir

sorun olacaktir (Sung ve ark., 2021).

Kanserlerin tedavisinde cerrahi rezeksiyon, geleneksel sitotoksik kemoterapi
ve radyoterapi basvurulan baslica segenekler arasindadir. Bunun yaninda o6zellikle
2000’11 yillarin bagindan itibaren kanser genomunda meydana gelen degisikliklerin
daha iyi anlagilmasi ve omik yaklagimlarinin gelismesi ile hedefli tedavi
seceneklerinin (6r. mutant epidermal biiylime faktorii ve Ber-Abl fiizyon proteini
inhibitorleri) onkoloji kliniklerine girmesiyle bazi kanser alt gruplarinin tedavisinde
onemli basarilar kazanilmistir (Min, & Lee, 2022). Ek olarak tiimor mikro ¢evresinin
ve immun sistemin tiimor gelisimindeki roliiniin aydinlatilmasi ile beraber kanser
immunterapi alanindaki girisimler klinikte hedefli ve kisisel kanser tedavilerin bir
pargasit olmaya baslamistir (Waldman, Fritz, & Lenardo, 2020). Bununla birlikte
hedefe yonelik tedaviler ve immunoterapinin, bazi agresif kanser tiirlerinde ya
kullanilmamakta ya da basaris1 son derece kisith olmaktadir (Sabnis, & Bivona,
2019). Bu nedenle, giincel ¢alismalar; bir taraftan yeni molekiiler hedeflerin terapotik
acidan validasyonuna odaklanirken; giderek artan sayidaki caligma mevcut
kemoterapotik, imunoterapi ve hedefli tedaviler ile kombine edilebilecek molekiiler

hedeflerin ortaya ¢ikarilmasina yonelmis durumdadir (Ayoub, 2021; Mokhtari ve



ark., 2017). Kombinasyon tedavilerin basari sansinin, 6zellikle tiimorlerin genetik ve
fenotipik plastisitesi dikkate alindiginda, daha fazla olacagi degerlendirilmektedir
(Boshuizen, & Peeper, 2020).

2.1.Tiimér Gelisiminde Glikolizin Onemi

Ozellikle hiicresel enerji ve sentez yolaklar ile iliskili metabolik yeniden
programlama kanserin ayirt edici 6zelliklerinden birisi olarak kabul edilmektedir
(Sekil-1) (De Berardinis, & Chandel, 2016; Hanahan, & Weinberg, 2011). Kanser
hiicreleri kontrolsiiz ¢ogaldiklari i¢in normal hiicrelere kiyasla daha fazla enerjiye ve
sentetik yolaklar i¢in besin maddeleri ve bunlardan elde edilen metabolitlere ihtiyag
duyarlar (De Berardinis, & Chandel, 2016). Glikoz sekerinin hiicre icerisine alinim1
ve glikoliz adi verilen metabolik yolakla hizlanmig metabolizmast kanser
hiicrelerinin en belirgin metabolik 6zelliklerinden biridir (Lin, Xiao, Chen, Liang, &
Guo, 2020). Normal hiicrelerde glikoliz sonucu olusan piriivatin 6nemli bir kismi
tamamen oksitlenmek i¢in mitokondriye girerek oksidatif fosforilasyon ile en az
yaklagik 36 ATP elde edilir (Liberti, & Locasale, 2016). Ancak onkojenik olarak
transforme olan hiicrelerde glikoliz sonucu olusan piriivatin 6nemli bir kismi
sitoplazma laktat dehidrojenaz (LDH) enzimi tarafindan laktat molekiiliine indirgenir
(Sekil-2). Hatta bu islem oksijen varliginda dahi devam eder. Yaklagik bir asir 6nce
Alman Bilim insan1 Otto Warburg tarafindan yapilan bu gézlem aerobik glikoliz ya
da “Warburg etkisi” olarak bilinmektedir ve kanserin ayirt edici 6zelliklerinden biri
olan enerji metabolizmasindaki yeniden programlanmada merkezi bir rol oynar
(Schwartz, L., Supuran, C.T., & Alfarouk, K. O. (2017). Glikozun glikoliz yolagi ile
metabolizmasindaki hizlanmaya bagl olarak kanser hiicrelerinde gozlemlenen glikoz
alimindaki artis klinikte birgok solid kanserin teshis ve tedaviye yanitin
degerlendirilmesine kullanilan floro-deoksiglikoz pozitron emisyon tomografi (FDG-
PET) taramasinin temelini olusturur (Miles, & Williams, 2008). Glikozun aerobik
glikoliz ile laktik asite fermantasyonu, piriivik asitin mitokondride tamamen
oksitlenmesi ve oksidatif fosforilasyon ile karsilastirildiginda ¢ok daha az sayida
ATP (2 ATP) iiretir; ancak, mitokondride oksitlenme yerine pirtivik asitin laktik asit
olusumuna yonlendirilmesi glikozun glikoliz yoluyla metabolizmasinin dramatik bir

artisina neden olur (yaklasik 100 kat daha hizli) (Liberti, & Locasale, 2016).



Dolayisiyla, normalde goriilen oksidatif fosforilasyon ile karsilastirildiginda glikoz
molekilii basina daha fazla ve daha hizli ATP sentezlenir (De Berardinis, &
Chandel, 2016; Hanahan, & Weinberg, 2011).

Hizlanmis glikoliz kanser hiicrelerinin ihtiya¢ duydugu enerjinin hizli temini
yaninda; hiicre cogalmasi ic¢in gerekli olan anabolik yolaklara ara metabolit
saglamaktadir. Ornegin glikolizin ilk hiz simirlayici enzimi olan hekzokinazin iiriinii
glikoz-6-fosfat, ayn1 zamanda kanser hiicrelerinin 6nemli oranda ihtiya¢ duydugu
antioksidan NADPH ve riboz-5-fosfatin kaynagi pentoz fosfat gegidi i¢in baslatici
bir substrattir. Diger bir glikolitik ara tirlin dihridroksi asetonfosfat, trigliserit sentezi
icin gerekli gliserol Onciisii olarak gorev yaparken; 3-fosfogliserattan serin amino
asidi sentezlenir. Kanser hiicrelerinde yiiksek oranda eksprese edilen LDH enzimi
tarafindan olusturulan laktik asit; timor mikro ¢evresinin sekillendirilmesi, invazyon
ve apoptoza diren¢ gibi bircok malin &zellikle ile iligkilendirilmistir (Liberti, &
Locasale, 2016). Yapilan ¢alismalar (Yu, Chen, Sun, Wang, & Chen, 2017); timor
hiicrelerindeki glikoz metabolizmasinin yeniden programlanmasmnim onkojenik
elementler (onkogen ve timor baskilayici genler) ve biliylime faktorii-iliskili
yolaklarin kontrolii altinda oldugunu goéstermektedir. RAS, MYC, HIF-1a vb.
onkojenik proteinlerinin aktivasyonu ile p53 ve PTEN gibi tiimor baskilayici
proteinlerin inhibisyonu aerobik glikolizi ve laktat sentezini indiikler. Diger taraftan
glikoz alim1 ve aerobik glikolizde gorevli bir¢ok kritik enzim, biiyiime faktori
reseptorleri ile iliskili PI3K/AKT/mTOR ve MAPK yolaklarinin transkripsiyonel ve
posttranskripsiyonel hedefleri arasindadir (Thompson, & Bielska, 2019).
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Sekil-2: Normal ve tiimor hiicrelerinde glikoz metabolizmasi.

Normal hiicrelerde glikoliz yoluyla elde edilen piriivatin 6nemli bir kismi oksijen varliginda
mitokondriye gecerek tamamen oksitlenir. Timdr hiicrelerinde ise oksijen varliginda dahi piriivat
sitoplazmada laktat sentezine yonlendirilir (aerobik glikoliz) (Xia ve ark., 2021)’dan esinlenerek
¢izilmistir.



2.1.2. Glikolizin Anti-Tiimérojenik Bir Yaklasim Olarak Hedeflenmesi

Yaklagik son 20 yil igerisinde yapilan caligmalar ile aerobik glikolizin
molekiiler temellerinin RAS, HIF-1la, MYC, PISK/AKT/mTOR vb. onko-genetik
elementler ve -sinyal yolaklari ile agiklanmaya baslamasi ve bu fenotipin; timor
gelisimi, metastaz ve kemoterapi direnci vb. malin 6zellikleri i¢in gerekliginin ortaya
konulmasi, glikolitik yolagin terapotik bir hedef olarak degerlendirilmesine yonelik
girisimlerin artmasina neden olmustur (Doherty, & Cleveland, 2013). Bu amagla,
timor hiicrelerinde normal hiicrelere gore daha fazla eksprese edilen/aktivite
gosteren glikolizin 6nemli kontrol noktalari—ozellikle hekzokinaz (HK), piriivat
kinaz (PK) ve LDH—ile beraber kanser hiicrelerine artan glikoz alimimdan sorumlu
glikoz tastyicisi 1 (GLUT1)’i hedefleme girisimleri ile ilgili ¢alismalar basi
¢ekmektedir (Fortunato, Bononi, Granchi, & Minutolo, 2018). Timor hiicrelerinde
yogun bir sekilde eksprese edilen hekzokinaz 2 (HK2) enzimini inhibe eden 2-
deoksi-D-glikoz (2-DG), 3-bromopiriivat (3-BrPA), Genistein-27 ve lonidamin gibi
bilesikler in vitro ve preklinik modellerde kanser hiicre glikolizini baskilamada ve
timor hiicre proliferasyonu engellemede Onemli basari gostermektedir (Kubik,
Humeniuk, Adamczuk, Madej-Czerwonka, & Korga-Plewko, 2022). Giglii bir
hekzokinaz inhibitorii olan 3-BrPA, hipoksik veya mitokondriyal kusurlara sahip
timor hiicrelerinde ATP konsantrasyonlarini belirgin sekilde azaltarak sitotoksisiteye
yol agmaktadir (Geschwind ve ark., 2004; Ko, Pedersen, & Geschwind, 2001). Anti-
glikolitik ajanlar icerisinde faz ¢aligmalarina kadar ilerleyebilen HK inhibitorii 2-DG
(NCT00633087), yarismaya girdigi substrat olan glikozun fizyolojik olarak ¢ok
yuksek konsantrasyonlarda bulunmasi nedeniyle, tomor gelisimini baskilamak ig¢in
gerektirdigi yiiksek doz toksisiteye Sebep olmaktadir (Raez ve ark., 2013; Stein ve
ark., 2014). Beyin gibi enerji amagli glikoza bagimli dokular ve glikozun HK
enzimleri tarafindan metabolize olduktan sonra glikoliz yaninda normal hiicresel
homeostaz i¢in gerekli bir¢ok farkli metabolik yolaga (6r. ROS dengelenmesi igin
pentoz fosfat gecidi) yonlendirilmesi dikkate alindiginda, glikoz aliminin ve
glikolizin ilk basamaklarinda inhibisyonu, terapdtik acidan uygun bir strateji
olmayabilir. Aerobik glikolizin son adimi olan piriivik asitin laktik asite
indirgenmesini katalizleyerek kanser hiicrelerinde hizlanmis glikolitik aktiviteye

onemli katkida bulunan LDH enzimine olan ilgi, laktik asitin tiimor hiicrelerinde



Krebs siklusunda anaplerotik bir substrat olarak kullanilmasi yaninda tiimor
hiicrelerinin invazyon, immun kagis ve radioterapiye diren¢ gelistirmesine katkisi
nedeniyle, artarak devam etmektedir. Nitekim giincel bir calismada (Sharma,
Sharma, Urquiza, Chastain, & Ihnat, 2023), milyonlarca kii¢iik molekiil igeren ZINC
kiitliphanesinin in siliko taranmasi sonra belirlenen potansiyel LDH ligandlarindan
ZINC13469319 adli bilesigin yiiksek glikolitik aktivite gosteren pankreas
adenokarsinom hiicre hatlar1 PANC1 ve MIA PaCa-2 hiiclerinde laktik asit
olusumunu baskiladigi ve diisiik mikromolar konsantrasyonlarinda hiicrelere
sitotoksik etki yaptigi gosterilmistir. Tek baglarina veya farkli anti-timorojenik
molekiillerde kombine olarak o6zellikle in vitro timor hiicre glikolizi, hiicre
proliferasyonu ve invazif potansiyel vb. malin 6zellikleri baskilamada basarili olan
anti-glikolitik ajanlar yaygin toksisiteden dolay1 prekilinik testleri gegerek klinik
denemelere ulasamamistir (Abdel-Wahab ve ark., 2019; Zhang ve ark., 2022). Anti-
glikolitik ajanlarin preklinik ve klinik modellerde rapor edilen toksisiteleri, bazi
normal saglikli hiicrelerin de (6r. kok hiicreleri, noronlar, kalp kasi hiicreleri vb.)
glikolize ihtiya¢c duymalar ile iligkili olabilir ve bu durum direkt olarak glikolizi
hedefleyen bilesiklerin terapdtik dozda kullanilmasina engel olacak gibi durmaktadir
(Abdel-Wahab ve ark., 2019). Glikolizi tamamen baskilamak yerine, glikolizin kritik
basamaklarin1 kontrol eden ve farkli onkojenik yolaklar ile regiilasyona tabi olan
enzimlerin aktivitesinin baskilanarak onkojenik transformasyon ile artan glikolitik
aktivitenin bazal diizeylere inmesine yonelik girisimler sistemik toksisiteye neden

olmadan anti-tiimorojenik olarak daha basarili olabilir.

2.1.3. Tiimér Hiicre Glikolizin PFKFB Enzimleri Tarafindan Regiilasyonu
Glikolizde fruktoz 6-fosfat (F6P)’tan fruktoz 1,6-bisfosfat (F1,6BP) sentezi
kritik bir kontrol noktasi olup, 6-fosfofrukto-1-kinaz (PFK1) enzimi tarafindan
katalizlenir. PFK1’in memeli dokularinda eksprese edilen kas (PFKM), karaciger
(PFKL) ve trombosit (PFKP) olmak iizere ii¢ farkli izoformu bulunur. PFK1
ekspresyonu ve aktivitesindeki artis, timor hiicrelerindeki glikolitik aktivitenin
hizlanmasina neden olur (Misuraca & Moore Hendrix Abernethy, 2013). Biiyiik bir
tetramerik enzim olan PFK1’in aktivitesi, farkli allosterik modiilatorler tarafindan
siki bir sekilde diizenlenir. Hiicre-igi sitrat ve ATP seviyesindeki artis PFKI

aktivitesini disiiriir. PFKI1 enzimi iriini F1,6BP ile aym1 kimyasal yapiya sahip
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fruktoz-2,6-bisfosfat (F2,6BP); PFK1’in bilinen en gii¢lii allosterik aktivatorii olup
PFK1 enziminin substratina (F6P) afinitesini arttirir ve ATP’nin PFK1 enzim
aktivitesi lizerindeki baskilayici etkisini ortadan kaldirir (Sekil-3) (Chesney, 2006).
Hiicrelerdeki F2,6BP’nin  sentezi ve yikimi  homodimerik 6-fosfofruko-2-
kinaz/fruktoz 2,6-bisfostaz (PFKFB) enzim ailesi tarafindan gergeklestirilir (Okar, &
Lange, 1999; Pilkis, Claus, Kurland, & Lange, 1995).

Dort farkli gen tarafindan kodlanan PFKFB enzimleri (PFKFB1-4) cift
fonksiyonlu olup ayni polipeptit zinciri lizerindeki amino (N) ucu kinaz domeinleri
ile ATP varliginda F6P’1 F2,6BP’a c¢evirirlerken; karboksi (C) ucu fosfataz
domeinleri ile F2,6BP’1 F6P’a hidrolize ederler (Okar ve ark., 2001; Pilkis ve ark.,
1995) (Sekil-4). Cekirdek katalitik bolgelerinde yiiksek amino asit dizi homolojisine
(~%85) sahip olan PFKFB enzimleri kinaz/fosfataz aktivite kinetikleri, doku
ekspresyon profilleri ve regiilasyonlar1 agisindan 6nemli farkliliklar sergiler (L. Li,
Lin, Pilkis, Correia, & Pilkis, 1992; Rider ve ark., 2004). U¢ nolu izoenzim,
PFKFB3, en yliksek kinaz:fosfataz aktivite oranina sahiptir (~%85); dolayisiyla
hiicrelerde F2,6BP sentezinde ve PFK1’in aktivasyonunda 6nemli bir role sahiptir
(Sakakibara ve ark., 1997). PFKFB3 ekspresyonu; mitojenik, inflamatuar ve hipoksik
uyaranlara yanit olarak ve hiicre dongiisiiniin DNA sentezi fazinda artmaktadir (Shi,

Pan, Liu, Xie, & Han, 2017).
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Sekil-4: PFKFB3 Enziminin Kristal Yapisi ve Katalizledigi Reaksiyon

PFKFB proteinlerinin farkli solid ve kan kanserlerindeki ekspresyonun arttig1
bilinmektedir. Bunlardan o6zellikle PFKFB3 ve kismen de PFKFB4’iin aralarinda
meme, pankreas, akciger ve glioblastoma gibi agresif bazi agressif kanserlerdeki
ekspresyonu artmaktadir (Kotowski ve ark., 2021). Diger taraftan, farkli onkojenik
elementler ve mitojenik faktorler tiimor hiicrelerinde PFKFB izoenzimlerinin
ekspresyon ve aktivitesinde artisa neden olur (O. H. Minchenko, Tsuchihara,
Minchenko, Bikfalvi, & Esumi, 2014). Hipoksik ortam ve buna bagl olarak timor
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hiicrelerinde stabilize olan hipoksi-iliskili transkripsiyon faktori 1 (HIF-1), timdr
hiicrelerindeki glikolitik aktivasyonun en kritik oyuncularindan biri olup; biitlin
PFKFB genlerinin promotor bolgesi hipoksiye yanit elemani igerir (O. Minchenko,
Opentanova, & Caro, 2003). Genel bir glikoliz aktivatorii olan HIF-1a alt iinitesi
(HIF-1a), tiimor hiicrelerindeki ekspresyonu hipoksiden bagimsiz olarak da artarak
timor hiicre glikolizinin devamliliginda 6nemli bir fonksiyon goriir (Semenza,
2012). Onkojenik RAS, aerobik glikolizin énemli bir aktivatoriidiir (Chesney ve ark.,
2014). PFKFB3 izoenziminin ekspresyonu ve aktivitesi, RAS proteinlerinin iliskili
oldugu PI3K/AKT/mTOR yolagmin aktivasyonu ve HIF-la proteininin
stabilizasyonu ile artar ve RAS-aracili metabolik yeniden programlamada 6nemli bir
rol oynar (Roy Blum, Jacob-Hirsch, Amariglio, Rechavi, & Kloog, 2005). Epidermal
bliyiime fakorii reseptorii 2 (HER2) ekspresyonu, meme kanseri hiicrelerinde
PFKFB3 ekspresyonunu ve glikoz metabolizmasini artirir (O’Neal ve ark., 2016).
TP53, PTEN ve diger baz1 tiimor baskilayic1 genlerinin fonksiyon kayb1 PFKFB3
ekspresyonu ve aktivitesini indiikleyerek tiimor hiicre glikolizini uyarir (Cordero-
Espinoza & Hagen, 2013; Zawacka-Pankau ve ark., 2011). Tiiméorlerde yaygin olarak
ekspresyonu artan onkojenik MYC tarafindan indiiklenen glikolitik aktivitedeki
artista da PFKFB3 proteinin gerekli oldugu gosterilmistir (Cargill ve ark., 2021).
Transkripsionel ko-represér miyeloid translokasyon geni 16 (MTG16), glikoliz
tizerinde bir fren gorevi gorebilir, mitokondriyal solunumu uyarabilir; PFKFB3 ve
PFKFB4'in baskilanmasi yoluyla hiicre proliferasyonunu inhibe edebilmektedir
(Kumar ve ark., 2013). Farkli mitojenik ve biiyiime faktorii-iliskili yolaklarin
transkripsiyonel ve posttranslasyonel modifikasyon yoluyla PFKFB protein
proteinlerinin aktivitesinde artisa neden oldugu bilinmektedir. Ornegin progestin
(Novellasdemunt ve ark., 2012) ve estradiol (Imbert-Fernandez ve ark., 2014),
progesteron reseptorii (PR) ve Ostrojen reseptoriiniin (ER), PFKFB3 promotoriinde
bulunan kendi yanit elemanlar ile etkilesimleri yoluyla PFKFB3 ekspresyonunu
indiikler. Insiilin gibi biiyiime faktorleri, interlokin 6 (IL-6) (Ando ve ark., 2010),
lipopolisakkarit (LPS) ve adenozin gibi (Riera, Manzano, Navarro-Sabaté, Perales, &
Bartrons, 2002) proinflamatuar molekiiller (Ruiz-Garcia ve ark., 2011) veya farkli
stres uyaranlar1 (NaCl, H202, UV radyasyonu veya anizomisin) (Novellasdemunt ve

ark., 2012), PFKFB3 gen ekspresyon seviyelerini artirir. Diger taraftan PFKFB3
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proteinin hiicresel enerji sensérii AMPK, epidermal biiylime faktorii reseptorii
(EGFR) ve MAPK bilesenlerinden ERK tarafindan fosforlanarak kinaz aktivitesinin
uyarilmasi, hiicre-i¢i F2,6BP seviyelerinin artmasina ve glikolizin hizlanmasina
neden olmaktadir (Jones, Pohlmann, Clarke, & Sengupta, 2022). PFKFB2’nin
androjenler ve insiilin tarafindan uyarildig1 bilinmektedir (Bartrons ve ark., 2018;
Novellasdemunt ve ark., 2013). PFKFB2 proteinin AKT (Novellasdemunt ve ark.,
2013), AMPK (Keerthana ve ark., 2023) ve p90 ribozomal S6 kinaz (RSK) (Houles
ve ark., 2018) tarafindan farkli orijindeki tiimérlerden elde edilen hiicre hatlarinda
fosforlanarak kinaz aktivitesinin arttigi bildirilmistir. Biitlin bu ¢aligmalar birlikte
degerlendirildiginde; onkojenik transformasyon ve mitojenik bazi uyaranlarin basta
PFKFB3 olmak tizere PFKFB enzimlerinin transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel
kinaz aktivitesini arttirarak tiimor hiicrelerindeki aerobik glikolizin aktivasyonuna
neden olduguna isaret etmektedir.
2.1.4. Anti-Glikolitik ve Anti-Tiimorojenik Bir Yaklasim Olarak PFKFB
Enzimlerinin Hedeflenmesi

Glikolizin kritik bir kontrol noktasi olan PFK1’in allosterik aktivatorii
F2,6BP sentezini katalizlemeleri ve onkojenik elementler tarafindan indiiklenmeleri
nedeniyle PFKFB enzimlerinin, timor hiicre glikolizini dolayli olarak baskilamada
yararl bir terapotik hedef olabilecekleri degerlendirilmektedir (Brian F. Clem ve
ark., 2013). Ozellikle PFKFB3 izoenzimi yiiksek kinaz:fosfataz aktivite oranina
sahip olmasi (~760) ve tiimorlerdeki yaygin ekspresyonu nedeniyle potansiyel bir
anti-glikolitik bir hedef olarak dikkat ¢ekmektedir (Dasgupta ve ark., 2018). Genetik
ve farmakolojik olarak PFKFB3 aktivitesinin baskilandigi ¢ok sayidaki in vitro ve
preklinik ¢alisma (Kotowski ve ark., 2021), bu izoenzimin hedeflenmesinin timor
hiicre glikolizi ile beraber tiimor hiicre ¢ogalmasi, gocii, primer timdr gelisimi ve
metastazinin kontrol alinmasinda yararli bir anti-timérojenik yaklasim olabilecegi

Ongoriisiinii desteklemektedir.

14



PFKFB3 kinaz aktivitesini kars1 gelistirilen ilk kiigiik kimyasal inhibitor 3-(3-
piridinil)-1-(4-piridinil)-2-propen-1 (3PO) ve tiirevi (4-piridinil)-3-(2-kinolinil)-2-
propen-1 (PFK15)’nin tiimor hiicrelerinde glikoz metabolizmasini yavaslattigr ve
cesitli insan kanser zenogref modellerinde anti-timor aktivite gosterdigi rapor
edilmistir (Chen ve ark., 2016; H. M. Li ve ark., 2017; Zhu ve ark., 2016). PFK15’in
optimizasyonu ile gelistirilen PFK-158, bir¢ok insan ve sinerjik preklinik modelde
genis anti-tiimor aktivite ve immiinmodiilator etkiler sergiler (Grewal, 2017;Telang,
S., Yaddanapudi, K., Grewal, J., Redman, R., Fu, S., Pohlmann, P., ... & Chesney, J.
(2016)). 3PO ve tiirevlerinden elde edilen in vitro ve preklinik modellerdeki basart,
farkli kimyasal g¢atiya sahip yeni inhibitdrlerin gelistirilmesine yonelik ¢aligmalarin
artmasina neden olmustur (Brooke ve ark., 2014; Lea, Guzman, & Desbordes, 2016;
Seo, Kim, Neau, Sehgal, & Lee, 2011). Ancak AstraZeneca tarafindan bir ¢alismada
(Boyd ve ark, 2015); 3PO ve PFK158’in yiiksek konsantrasyonlarda dahi PFKFB3’e
baglanmadigi; gozlemlenen F2,6BP seviyesinde ve glikolitik aktivitedeki diismenin
ikincil meydana gelen etkilerden olabilecegi degerlendirilmistir. Yine de bu oncii
molekiillerle elde edilen anti-metabolik etkilerin tlimor gelisimine ket vurulmasina
katkis1 ve daha da 6nemlisi PFKFB3 enziminin kanser hiicrelerinin glikolizi yaninda,
farkli caligmalarda (Gustafsson ve ark., 2018) gosterilen glikoz-disi onkojenik
etkileri, 6zel olarak PFKFB3 izoenzimine ve genel olarak PFKFB kinaz aktivitesine
olan ilginin artarak devam etmesine neden olmustur. Bilgisayar destekli yapisal
biyoloji ve farmasdtik kimya araglarmin etkin kullanimi son yillarda 6nemli sayida
PFKFB3 inhibitoriiniin gelistirilmesine katki yapmistir (Boutard ve ark., 2019; Seo
ve ark., 2011). Bunlardan ozellikle Boyd ve ark. (2015) tarafindan gelistirilen ve
PFKFB3 izoenziminine segicilik gdsteren indol iskeletine sahip bazi inhibitorler
sentezlenmis (6r. AZ PFKFB3 26) ve glikolizi baskilama kapasiteleri test edilmistir.
Ancak, bu inhibitdrlerle 1lgili in vitro ya da preklinik olarak anti-tlimorojenik etkinin
degerlendirildigi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Son zamanlarda Boutard ve ark.
(2019) tarafindan gergeklestirilen N-aril 6-aminoquinoksalin iskeletine sahip oncii
olma niteligine ve diisiik konsantrasyonlarda kanser hiicrelerinde F2,6BP ve
glikolitik hiz1 baskilayan bilesikler sentezlenmistir. Gustafsson ve ark. (2018);
PFKFB3 izoenzimine karsi segicilik gosteren ve sub-mikromolar diizeyde etki eden

fenilsiilfonamido salisilik asit tlirevleri tanimlamislardir. KAN0438757 adli oncii
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molekiiliin, PFKFB3’iin glikolizdeki belirgin fonksiyonuna ek olarak DNA ¢ift zincir
kiriklarinin homolog rekombinasyon tamirine ile iligkili fonksiyonunu engelledigi
belirlenmistir. Bu c¢alisma da PFKFB3’iin hedeflenmesinin kanser hiicrelerinin
glikoliz disinda kritik bazi hiicresel fonksiyonlarmin da hedeflenmesine katki
yapabilecegini gostermektedir. Ancak, pankreas kanseri gibi agresif tiimorlerin
metabolik plastisitesi, anti-tiimorojenik bir yaklagim olarak PFKFB inhibitorlerinin
tek baglarina kullanilmasindan elde edilecek yararin kisa ve kisitli olmasina neden
olabilir. Bu nedenle, PFKFB enzimleri ile hedeflendiginde daha gii¢lii anti-
timorojenik etki gosterecek kombine anti-metabolik yaklasimlarin gelistirilmesine
ihtiyag vardir.
2.2. Tiimér Gelisiminde Poliamin Biyosentez Yolagimin Onemi ve Anti-
Tiumorojenik Bir Yaklasim Olarak Hedeflenmesi

Kanser alt tiirleri arasinda yaygin olarak aktivitesi artan bir diger metabolik
yol poliamin biyosentezidir. Poliaminler, bir¢ok canli organizmada gerekli olan ¢ok
islevli polikatyonlardir. Poliamin sentezi, arjinin amino asidinden ornitin amino
asitinin sentezi ile baslar (Sekil-5) (Kulkarni, Anderson, Mirmira, & Tersey, 2022).
Ornitinin, ornitin dekarboksilaz (ODC1) enzimi tarafindan dekarboksilasyonu
putresin  poliaminini olusturur. Spermidin sentaz (SpdS) tarafindan S-
adenozilmetiyonin (SAM)’in dekarboksilasyon lirtinii metil S-
adenoziltiyopropilamin’in aminopropil kismimnin putresine transferi ile ikinci
poliamin olan spermidin sentezlenir. Son olarak spermin sentaz (SpmS) enzimi,
benzer bir reaksiyon ile metil S-adenoziltiyopropilamin’in aminopropil kisminin
spermidine transferi ile yolagin ii¢iincii ve son poliamini olan spermini sentezler.
Poliaminler, hiicresel biiylime ve embriyonik gelisim, farklilasma ve ¢ogalma gibi
birgok kritik iglev i¢in gereklidir (Kulkarni ve ark., 2022). DNA sentezi ve stabilitesi,
replikasyon, transkripsiyon ve translasyon ve ribozom biyogenezindeki fonksiyonlari
nedeniyle, tiimor hiicrelerinin poliaminlere ihtiyact normal hiicrelere gére ¢cok daha
fazladir (Gerner, & Meyskens, 2004; Moinard ve ark., 2005). Kanser hiicrelerindeki
poliamin biyosentez aktivitesindeki yukar1 yonli regiilasyonunun,
PIBK/AKT/mTOR, MYC ve RAS onkojenik yolaklar1 ile iligkili oldugu
gosterilmistir (Bachmann, & Geerts, 2018). Poliaminlerin genetik ve farmakolojik

araglar ile inhibisyonu kanser hiicre yaslanmasi ve apoptozuna neden olur (Uemura,

16



Matsunaga, Yokota, Takao, & Furuchi, 2023). Diger taraftan poliamin sentezindeki
artisinin paklitaksel ve 5-florourasil vb. kemoterapétiklere direng ve immun tolerans
ile iligkili oldugu gosterilmistir (Akyol ve ark., 2016). Tiimor hiicrelerinde poliamin
biyosentez yolagimin kritik enzimlerinin ekspresyonu artar (J. Li, Meng, Wu, & Sun,
2020). Bunlardan baslicast poliamin biyosentez yolagmin hiz simirlayici enzimi
ODC12’dir (Sekil-6). ODC1, insan tiimdrlerinin yaklasik %70’inde ekspresyonu artan
MYC proteinlerinin ve RAS proteinlerinin transkripsionel ve posttranskripsiyonel
hedeflerinden biridir (Novita Sari ve ark., 2021). Biiytime faktorleri ve amino asitler
tarafindan aktive edilen mTOR, ODC enzimi inhibitori antizim 1 (OAZ1) proteinin
sentezinde azalmaya, dolayisiyla ODCL1 stabilizasyonuna neden olur (Cohavi, Tobi,
& Schreiber, 2009). insan ve fare PDAK hiicrelerinde mutant KRAS"n inhibisyonu,
ODCI1 ekspresyonun azalmasina neden olur (Wolters-Eisfeld, Hackert, & Giingor,
2023).
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Sekil-5: Poliamin Biyosentez Yolag.

Arjinaz, ARG; Ornitin dekarboksilaz, ODC; S-adenozilmetiyonin dekarboksilaz, SamDC; Spermidin
sentaz, SpdS; Spermin sentaz, SpmS; Spermin/Spermidin N1-asetiltransferaz, SSAT; N1-
asetilpoliamin oksidaz, PAO; Spermin oksidaz, SMO; ODC inhibitorii diflorometilornitin, DFMO;
SSAT aktivatorii N1,N11-dietilnorspermin, DENspm. (Kulkarni ve ark., 2022).
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Sekil-6: ODC1 enziminin kristal yapis1 ve katalizledigi reaksiyon

Tiimo6r hiicre proliferasyonu ve canliligt i¢in poliaminlere olan
gereksiniminin anlagilmasi, poliamin metabolizmasinin pontansiyel bir antineoplastik
tedavi hedefi olarak degerlendirilmesini beraberinde getirdi. Gelistirilen farmakolojik
ajanlarin bir kismi poliamin biyosentez yolaginin kritik enzimlerini hedeflerken, bir
kismi hiicrelere poliamin transportunu modiile etmeye yoneliktir (Wolters-Eisfeld ve
ark., 2023). Bu inhibitorlerin tek baslarina ve farkli ajanlarla kombinasyonu farkli
timor hiicrelerinde sitotoksisite ile sonuglanmakta ve preklinik modellerde tiimor
biiytimesini baskilamaktadir (Murray-Stewart, Woster, Casero, & Author, 2016).

Diflorometilornitin (DFMO), ODC1 enzimini geri doniisiimsiiz olarak inhibe
eden bir molekiil olarak gelistirilmistir (Nowotarski, Woster, & Casero, 2013).
DFMO’nun in vitro ortamda kullanildigi bir¢ok calismada tiimér hiicrelerinde
putresin ve spermidinin seviyesinin etkin bir sekilde azaldigi goriilmiistiir. Eksojen
putresin ilavesinin DFMO-iligkili hiicre ¢ogalmasindaki azalmay: tersine gevirmesi
DFMO’nun etkisinin spesifik olarak ODC1 aktivitesinin baskilanmasiyla ortaya
ciktigina isaret etmektedir (Koomoa ve ark., 2013). Diger taraftan ODC1 inhibit6rii
DFMO'nun c¢esitli kanserlerde MYC ile iligkili tiimér malignitesini bozdugu
gosterilmistir (Bachmann, & Geerts, 2018; Nakkina ve ark., 2021).

2.3. PDAK Gelisiminde Glikolizin ve Poliamin Biyosentez Yolaginin Onemi ve
Terapotik Olarak Hedeflenmesi

Kanseri tesvik eden KRAS genindeki mutasyonlar, tim PDAK vakalarinin
%90'inda bulunur ve TP53 de dahil olmak iizere diger genlerdeki mutasyonlar
siklikla PDAK gelisimine ve yayilmasmda rol oynar. PDAK hiicreleri onkojenik

Ozelliklerinin devaminda hiperaktif KRAS sinyalizasyonuna bagimlilik gosterir. Son
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zamanlarda yapilan ¢aligsmalar (Bootsma, van Neerven, & Vermeulen, 2021; Suzuki
ve ark., 2022); mutant KRAS’in PDAK hiicrelerinde yaygin olarak karsilasilan
metabolik yeniden progralama ile iligkili oldugu ve PDAK hiicrelerinin malin
Ozelliklerinin devami i¢in bazi metabolik enzimlere bagimlilik gelistirdigine isaret
etmektedir. Diger taraftan c-MYC, KRAS'a kars1 isbirlik¢i bir onkojenik faktor
olarak hareket eder ve hem primer hem de metastatik PDAK tiimérlerinde asir
eksprese edilmektedir (Blandino, 2023; Nakkina ve ark., 2021). KRAS ve ¢c-MYC
PDAK hiicrelerinde metabolik yeniden programlamaya neden olan onemli iki
onkogendir. Yapilan ¢alismalar her iki onkogenin PDAK tiimér hiicrelerindeki
metabolik yeniden programlamay1 indiikledigini gostermektedir (Dey ve ark., 2020;
Liu, Li, & Liu, 2023). KRAS ve c-MYC-iliskili metabolik yeniden programlamada
gerekli metabolik oyuncularin ortaya ¢ikarilmasi PDAK gibi yogun bir metabolik
plastisiteye sahip tiimdrlerin tedavisinde yenilik¢i tedavilerin gelistirilmesine katki
yapabilir.

Genel olarak anti-kanser etkili yalnizca birkag metabolizmaya dayali ilag
gelistirilmistir ve bunlarin yalnizea bir kismu klinik deneylerde kullanilmakta olup
(Stine ve ark., 2022); gelistirilen anti-metabolitlerin henliz PDAK’da kullanim1
bulunmamaktadir. KRAS mutasyonlu PDAK hiicreleri, orijin aldiklar1 normal
hiicrelere gore, hiperglikolitik bir fenotip sergilerler (Shen, Niu, & Xue, 2022).
PDAK hiicrelerinde glikolitik yolagin aktivasyonu; epitelyal-mezenkimal gecis, kok
hiicre ve kemoterapi direnci ile iliskilidir (Zhao ve ark., 2017). In vitro ve preklinik
caligmalar (Le ve ark., 2010; Xiao ve ark., 2013; Ying ve ark., 2012), mutant KRAS
tastyan PDAK hiicrelerinin onkojenik o6zelliklerinin devami igin aktive olmus
glikolize ihtiya¢ duyduklarin1 gostermektedirler. Bu ¢aligmalar; glikolitik aktivite
modifikasyonunun, PDAK’a 0zgiin gelistirilecek rasyonal kombine tedavi
modiillerinin bir pargasi olabilecegi yoniindeki goriisii desteklemektedir (Bajpai &
Shanmugam, 2018; R. Blum & Kloog, 2014; Bryant ve ark., 2014; Cohen ve ark.,
2015). Ancak, direkt olarak glikolitik aktiviteyi tamamen ortadan kaldirmaya yonelik
girisimlerin (6r. 2-DG gibi metabolize olmayan glikoz analogu kullanilarak),
preklinik modellerdeki ciddi toksisiteden dolayi, klinikte kullanimi s6z konusu
degildir (B. F. Clem, O’Neal, Klarer, Telang, & Chesney, 2016; Yu, Chen, Wang, &
Chen, 2016). Buna karsin glikolizin indirek regiilatorii PFKFB3’iin PDAK
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hiicrelerinde fazla miktarda eksprese edildigini ve PDAK hiicrelerinin glikolitik ve
transforme edici biiylime faktorii beta 1 (TGF-B1)-iliskili mezenkimal fenotipinin
devamindaki rolii gosteren calismalar (Abdullah Yalcin ve ark., 2017), PDAK
glikolizinin hedeflenmesine PFKFB3’iin degerlendirilebilecegine isaret etmektedir.
Bununla birlikte, farkli noktalardan direk ya da indirek olarak, tek basina, glikoz
metabolizmasinin kismi modifikasyonunun da—tiimor hiicrelerinin alternatif karbon
ve enerji kaynaklarma yonelme potansiyelinden dolayi—etkin bir Klinik yarar
saglamayacagi aciktir. Nitekim KRAS tarafindan transforme edilen pankreatik duktal
epitel hiicrelerinde PFKFB3’in AZ PFKFB3 26 (AZP3-26) adli molekiil ile
inhibisyonu tek basina hiicre proliferasyonunu etkilemezken glutaminaz inhibitorii
telaglanastat’a duyarliligr arttirdigi gosterilmistir (Ozcan ve ark., 2021). Bu goézlem
de PFKFB3 inhibisyonunun PDAK metabolizmasin1 hedefleyen kombine
yaklagimlarin bir bileseni olabilecegi 6ngoriisiinii desteklemektedir.

PDAK hiicrelerinde glikolize ek olarak poliamin biyosentez yolaginin
aktivasyonu goriilmektedir. Ozellikle PDAK hiicrelerindeki KRAS ve MYC gibi
onkojenik elementlerin aktivasyonun poliamin biyosentezini ODC1 enziminin
ekspresyonunu yoluyla arttirdigini gosteren ¢alismalar (Lee ve ark., 2023; Wolters-
Eisfeld ve ark, 2023) PDAK timorlerinde metabolik programlanmanin
hedeflenmesine ODC1 enzimini kritik bir hedef haline getirmektedir. Nitekim Kras-
iliskili bir PDAK fare modelinde DFMO’nun, ODC1 aktivitesini inhibe ederek timor
ilerlemesini durdurdugu rapor edilmistir (Mohammed ve ark., 2014). Ayrica DFMO
tedavisinin pankreas tiimorlerinde onkojenik c-MYC ekspresyonunu azaltmasi
(Bachmann & Geerts, 2018), ODC1 inhibisyonunun genel bir anti-onkojenik etkiye
neden olabilecegi yoniindeki dngoriiyli desteklemektedir.

Son kanitlar (Lee ve ark., 2023; Nose, Sugimoto, Muta, & Miura, 2023;
Wolters-Eisfeld ve ark., 2023), poliamin sentezi ve ODC1l modiilasyonunun,
pankreas lezyonlarmin erken evlerinde gergeklestigini ve tiimoriin ilerlemesi
sirasinda arttigini 6ne stirmektedir. Mohammed ve ark. (2014)’nin yapmis oldugu
calismada pankreas kanserinde DFMO’nun p21, p27 ve p53 genlerini indiikleyerek
timor hiicresi proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. DFMO’nun en biiyiik
avantaji diisiik toksisite ve oral kullanim kolayligidir. Ancak DFMO genellikle

sitostatik etkilere sahipken, uzun siire in vitro tedaviden sonra sitotoksik olabilir.
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DFMO kullaniminda sperminin tamamen tilkenmemesi ve spermidin ile putresine
geri doniisiimii miimkiindiir. Ayrica dolasim veya hiicre dis1 alandan poliamin
aliminda telafi edici artiglar gerceklesmektedir. Bu nedenlerle DFMO’nun tek bir
ajan olarak kullanimi sinirli anti-tiimoral etki gostermistir (Alexiou ve ark., 2017).
Kemoterapdtiklere direngli tiimdrlerin tedavisini optimize etmek icin diger anti-
timoral ajanlarla birlestirildiginde tasidigi potansiyel katki ve sinerjist etkilerinin
arastirilmasi gerektigi acgiktir.

Birlikte degerlendirildiginde; glikoliz ve poliamin biyosentezi gibi PDAK
hiicrelerinde aktive olan yolaklar1 kontrol eden kritik enzimlerin bu 6limciil kanser
tiriiniin  kontrol altina alinmasinda degerlendirilebilecegine yonelik in vitro ve
preklinik kanitlar vardir. Ancak, yogun metabolik plastisiteye sahip olan PDAK
timorlerinde bu enzimlerin tek baglarina inhibisyonuyla elde edilecek anti-
timorojenik etkinin smirlt ve kisa Omiirlii olacagi degerlendirilebilir. Bununla
birlikte; bu iki yolagin birlikte hedeflenmesinin PDAK hiicrelerindeki anti-metabolik
ve anti-onkojenik etkilerinin ortaya ¢ikarilmasi, bu kombine anti-metabolik
yaklasimin PDAK tedavisindeki olas1 potansiyelinin degerlendirilmesi agisindan

onemli bir adim olacaktir.
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3.GEREC VE YONTEMLER

3.1. Gerecler
3.1.1. Cahismada Kullanilan Hiicre Hatlari, Kimyasal ve Sarf Malzemeleri

Bu tez ¢alismasinin hiicre kiiltiiri ve deneysel asamalarinda kullanilan hiicre
hatlar1, kimyasal sarf malzemeleri ve kitler bircok farkli firma araciligiyla temin
edilmis olup, tireten firmanin talimatlar1 dogrultusunda gereken konsantrasyonlarda
hazirlanmistir (Tablo-1). Calisma sirasinda Bursa Uludag Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Biyokimya Ana Bilim Dali Laboratuvarinda bulunan cihaz olanaklarindan

faydalanildi (Tablo-2).

Tablo-1: Cahismada kullanilan kimyasallar, malzemeler, iiretici firmalari ve katalog numaralari
tablo halinde sunulmustur.

Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Malzemeler

Malzeme Uretici Firma Katalog Numarasi
PANC1 ATCC CRL-1469
MIA PaCa-2 ATCC CRL-1420
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) | Sigma D-5030
Besiyeri

Fetal Sigir Serumu (FBS) Gibco 10500064
L-Glutamin Gibco 25030081
At Serumu Biological Industries | 4-004-1A
Penisilin streptomisin (100x) Capricorn PS-B
Tripsin-EDTA (%0,05) Multicell 325-043-EL
Tripan Mavisi (%0,4) Sigma T8154
DMSO Biofroxx 1264ML500
PBS Stok Soliisyonu (20X) Thermo Fisher 28344

AZ PFKFB3 26 MedChem HY-101971
DL-aDifluoromethylornithine (DFMO) Cayman 16889
Trikloroasetik asit (TCA) Sigma 76-03-9
Kristal Violet Sigma C3886
Sulforodamin B Sigma 230162-1G

SiRNA Transfeksiyonunda Kullamlan Malzemeler

Malzeme Uretici Firma Katalog Numarasi
Lipofectamine RNAIMAX Invitrogen 137780

Opti-MEM Gibco 31985062

Kontrol siRNA Invitrogen 4390846

PFKFB3 siRNA Invitrogen $10359

ODCL1 siRNA Invitrogen S9821
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MRNA Ekspresyon Analizlerinde Kullamilan Malzemeler

Malzeme

Uretici Firma

Katalog Numarasi

GeneJet RNA Saflastirma Kiti

Thermo Fisher

K0731

Yiiksek kapasiteli CDNA Ters Transkripsiyon Kiti

Applied Biosystems

4368814

Tagman Gen Ekspresyon Master Mix

Invitrogen

4369016

B-aktin Prob Thermo Fisher Hs99999903 m1

PFKFB3 Prob Thermo Fisher Hs00998698 m1

ODC1 Prob Thermo Fisher Hs00159739_m1
Protein izolasyonu ve Western Blotlamada Kullanilan Malzemeler

Malzeme Uretici Firma Katalog Numarasi

Mini- PROTEAN TGX Gel Biorad 4561043

PVDF Membran Millipore IPVH00010

RIPA Lizis ve Ekstraksiyon Cozeltisi Thermo Fisher 89901

Proteaz/Fosfataz inhibitér Karigimi (100x) Cell-signaling 5872

Technologies

10X Tris/Glisin/SDS Cozeltisi Biorad 1610772

10X Transfer Cozeltisi Thermo Fisher 35045

%S5 Yagsiz Siit Tozu Sigma M7409

Molekiiler Biyolojik Su Lonza BE51200

Tris Invitrogen 15504020

Sodyum Kloriir Merck 1064041000

Hidroklorik Asit (%30) Merck 1.00318.1000

Tween 20 Merck 8221840500

Luminata Forte HRP Substrat Merck WBLUF0500

ECL Prime GE Healthcare RPN2232

Sigir Serum Albumini Sigma A4503-100G

PFKFB3 Invitrogen MAS5-32766

ODC1 Mybiosource MBS7000199

B- aktin BioUSA 3662

GAPDH Invitrogen MA1-16757

HRP-konjuge sekonder anti goat-anti rabbit Cell Signaling 7074

Matrijel Corning 354228

Fruktoz 2,6 Bisfosfat (F2,6BP) Ol¢iimiinde Kullamilan Malzemeler

Malzeme Uretici Firma Katalog Numarasi
F2,6BP Standard Soliisyonu Sigma 47822

F6P Sigma F3627

Tris Sigma 15504020
Asetik Asit Honeywell 27225
HEPES Merck 391340
Magnezyum Asetat Invitrogen M5661
Nikotinamid dintikleotid Sigma N9410
PFK-1 Sigma F6803
Aldolaz Sigma A2714
Gliserol-3-fosfat dehidrojenaz Sigma 10127779001
Triozfosfat izomeraz Sigma T6258
Pirofosfat Sigma 221368
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Glikoz ve Laktat él¢iimiinde kullanilan Malzemeler

Malzeme Uretici Firma Katalog Numarasi
Glikoz Olgiim Kiti Biovision K606-100
Laktat Olgiim Kiti Biovision K607-100

3.1.2.Protein izolasyonu ve Western Blotlamada Kullanilan Cozeltiler

TBS-T: Tris ile Tamponlanmis Salin, Tween-20 Cozeltisi

10X TBST ¢ozeltisi, 200 mM Tris, 1,5 M Sodyum kloriir ve %1 Tween-20
kullanilarak hazirlandi. Kullanim ig¢in 1X olacak sekilde distile su ile 10 kat
seyreltildi.

Hiicre Lizis Cozeltisi

Hiicre lizisi igin 25 mM Tris-HC1 (pH 7.6), 150 mM NaCl1, 1% NP-40, 1%
sodyum deoksikolat ve 0.1% SDS iceren RIPA (Thermo; Kat. No. 89900) ¢dzeltisi
kullanildi. Kullanim 6ncesinde RIPA ¢ozeltisine, proteaz ve fosfataz inhibitdr

karisimi (Cell Signaling Technologies; Kat. No. 5872) ilave edildi.

Western blot icin bloklama ve antikor diliisyon cozeltisi

Western blot deneylerinde bloklama ve antikor diliisyonlarinda %5 yagsiz siit
tozu (Sigma; Kat. No. M7409) kullanildi. Yagsiz siit tozu hazirlanirken TBS-T

¢Ozeltisi ile sulandirildi.

Tablo-2: Cahsmalarda kullanilan cihazlar.

Cihazin Ad1 Cihazin Model Uretici Firma
Steril Kabin Bio Il Advance Telstar
Inkiibator Incusafe Panasonic
Invert Mikroskop 3032 AccuScope
Santrifiij NF1200R Niive

Santrifiij 3K30 Sigma

Gii¢ kaynagi 300 Volt VWR

PCR Cihazi MyGenie 96 Bioneer

Real Time Cihaz1 OneStepPlus Applied Biosystems
Hassas Terazi CPA225D Sartorius

Blok Isitict TS-100 Biosan
Otoklav OT40L Niive
Goriintiileme Cihazi ChemiDoc MP Biorad
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Buz Makinesi Scotsman AF80
Manyetik Karistirici MSH-300 Biosan
Spektrofotometre Epoch Biotek
Saf su Cihaz1 Simplicity Millipore

3.2. Yontemler
3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Calismada hiicre kiiltiirii modelleri olarak PDAK hiicre hatlarindan PANC1
(ATCC, Kat. No. CRL-1469) ve MIA PaCa-2 (ATCC, Kat. No. CRL-1420)
kullanildi. PANCI1 hiicreleri i¢in %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin ¢dzeltisi ve 4,5
g/L glikoz iceren DMEM besi yeri; MIA PaCa-2 hiicreleri iginse %10 FBS, %2,5 at
serumu, %1 penisilin/streptomisin ¢ozeltisi ve 4,5 g/L glikoz iceren DMEM besiyeri
kullanildi. Hiicreler ¢ogaltilirken steril hiicre kiiltiirti flask ve plakalarinda 37°C ve
%5 CO2 ayarindaki nemli inkiibatorde tutuldu. Hiicreler pasajlama yapilirken steril
1X PBS ile nazik¢e yikandiktan sonra Tripsin/EDTA ¢ozeltisi ile flask tabanindan
kaldirildi. En az 5 kat oranda (v/v) besiyeri eklenerek tripsin notralize edildi ve 250
xg’de 5 dk santrifiij edilerek tripsin uzaklastirildi. Hiicre sayimlarinda hiicre
siispansiyonu 1:1 oraninda Tripan mavisi ile karistirilarak hemasitometre yardimiyla

invert mikroskop (Accu Scope) ile sayildi.

3.3. PFKFB3 ve ODC1 mRNA Ekspresyonlarimn SiRNA Aracihigiyla

Baskilanmasi

Hiicrelere siRNA transfeksiyonu Lipofectamine RNAIMAX®adli kimyasal
ile gergeklestirildi. Transfeksiyon igin imalatgmin protokolii takip edildi. Kisaca,
siRNA ve Lipofectamine RNAIMAX® Opti-MEM adli besiyerinde sulandirildiktan
sonra siRNAlar ve Lipofectamine RNAIMAX® 1:1 oraninda karistirildi. Elde edilen
¢ozelti bir glin 6nceden ekilen ve yaklasik %30-50 yogunluga ulagmis hiicrelere taze
besiyeri degisiminin ardindan damlatilarak uygulandi. Final siRNA konsantrasyonu
olarak 20 nM kullanildi. Transfeksiyonlarda kontrol siRNA, PFKFB3 siRNA, ODC1
siRNA ve kombine SiRNA (siPFKFB3/siODC1) gruplart  olusturuldu.
Transfeksiyondan 48 saat sonra glikoz ve laktat 6lgiimleri i¢in besiyeri toplanarak

3000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Hiicre pelletleri total protein, Western blot ve
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F2,6BP analizleri i¢in kullanildi. Hiicre proliferasyonu, paralel olarak transfeksiyon

gercgeklestirilen plakalarda kristal violet yontemi ile belirlendi.

3.4. PFKFB3 ve ODC1 Aktivitelerinin Farmakolojik Olarak inhibisyonu

PANC1 ve MIA PaCa-2 hiicrelerinde PFKFB3 enziminin inhibisyonu i¢in
AZ PFKFB3-26; ODCI1 enziminin inhibisyonu i¢in DFMO kullanildi (Sekil-7).
DFMO’nun etkin doz araliginin belirlenmesi i¢in hiicreler 17,5 — 1000 pM
araligindaki DFMO dozlar1 ile muamele edildi. 72 saat sonra SRB yOntemi
kullanilarak (bknz. 3.8.1) sitotoksisite analiz edildi. Hiicrelerin %50’sini 6ldiiren doz
(ICs0), Graphpad Prizma (Versiyon 8.3.1.) programinda belirlendi. Fonksiyonel
analizlerde AZ PFKFB3-26 20 puM; DFMO ise 30 uM konsantrasyonlarinda
kullanildi. Kontrol olarak DMSO ¢oziiciisii kullanildi. 48 saatlik inkiibasyon sonrasi
besiyerleri toplanarak glikoz ve laktat dlgimleri i¢in 3000 rpm’de 5 dk santrifiij
edildi. Hiicre pelletleri total protein, Western blot ve F2,6BP analizleri igin
kullanildi.
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AZ PFKFB3 26 DFMO
CAS No. : 1704740-52-2 CAS No. : 70052-12-9
Sekil-7: PFKFB3 ve ODCI1 inhibitorlerinin kimyasal yapilari

3.5. mMRNA Ekspresyon Analizleri
3.5.1. RNA izolasyonu ve cDNA Sentezi

Hiicrelerden alinan pelletlerden ticari bir kit (Applied Biosystems)
kullanilarak RNA izole edildi. RNA miktar1 spektrofotometrik olarak 260 nm’de
belirlendi. Daha sonra en diisiik konsantrasyondaki ornege gore esitleme yapildi.
Ticari bir ters transkripsiyon kiti kullanilarak (Applied Biosystems) esit miktardaki
RNA (1 pg) 6rneklerinden komplementer DNA (CDNA) sentezlendi. Kisaca, 1 pg
total RNA, oligo dT primer, deoksiniikleotid trifosfat, ters transkriptaz ve RNaz
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inhibitori igeren 20 pl’lik karisim 25°C/10 dk (1. Asama), 37°C/120 dk (2. Asama)
ve 85°C/5 dk (3.Asama)’ya ayarli PCR programinda ters transkripsiyon (reverse

transcription; RT) islemine tabi tutuldu.

3.5.2. Ger¢ek-Zamanh Kantitatif PCR Analizi

Gergek-zamanli kantitatif PCR (QPCR) analizi igin her bir genin cDNA’sina
spesifik bir ¢ift PCR primeri ve floresan isaretli prob (FAM) igeren TagMan
sisteminden (Applied Biosystems) yararlanildi. Kit prosediirii uygulanarak 1:20
oraninda diliie edilmis cDNA, GoTaq Master Mix karisimi ve tespit edilecek gene ait
prob igeren karigim sirasiyla 95°C/20 saniye (1. Asama), 95°C/1 dakika (2. Asama)
ve 60°C/20 saniye (3. Asama) programina ayarli ger¢cek-zamanli qPCR cihazinda
reaksiyon islemine tabi tutuldu. Ikinci ve ii¢lincii asamalar 45 kere tekrarlandi.
Reaksiyonlar StepOnePlus cihazi kullanilarak gerceklestirildi ve StepOne Software
versiyon 2.3 ile analiz edildi. Elde edilen amplifikasyon egrilerinden dongii esigi (Ct)
degerleri kullanilarak hedef genlerin mRNA ekspresyon diizeylerindeki nispi
28%CT metodu ile hesapland1 (Livak & Schmittgen, 2001).
Hesaplamalarda p-aktin probu internal amplifikasyon kontrolii olarak kullanildi.

degisimler

3.5.3. Protein izolasyonu ve Western Blot Analizleri

siRNA ve inhibitdr uygulamalar1 sonras1 +4°C’de santrifiijedilen hiicrelerden
elde edilen pelletler RIPA ile karistirildi ve bu karisim 15 dk buz igerisinde
bekletilerek hiicre membranlart ¢6ziindiiriildi. Membran ve ¢ozeltide erimeyen
atiklarin dibe c¢oktiirtilmesi amaciyla 15000xg’de, 4 °C’de 10 dakika santrifiij edildi.
Orneklerdeki protein total protein konsantrasyonu bikinkoninik asit (BCA) metodu
ile Olciildii. Kisaca, 5 pl hiicre lizat1 ile 200 pl BCA soliisyonu 96 kuyucuklu
plakalarda karigtirilldi. 37°C’de 30 dakika inkiibasyonun ardindan, mikroplaka
okuyucu cihazda (BioTek) 562 nm dalga boyunda absorbanslar kaydedildi. Bovine
serum albiimin (BSA) ile hazirlanan standart egri (Sekil-8) yardimi ile protein
miktarlart belirlendi. Esit miktar protein iceren ornekler f-merkaptoetanol igeren
ylkleme tamponu ile 1:1 oraninda karistirilarak 95°C’de 5 dakika siire ile denatiire
edildi. Esit miktarda protein igeren (25 pg) karsim hazir %10 Mini PROTEAN TGX
(BioRad) dodesil siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) jellerine
yiiklenerek 100 voltluk akimda ayristirildi. SDS-PAGE ile ayristirilan proteinler
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polivinilidin floriir (PVDF) membranlara transfer edildi. Transfer islemi blotlama
sisteminde tek jel i¢in 250 voltta 1,5 saatte gergeklestirildi. Membranlar, Western
Blot bloklama ¢6zeltisi igerisinde 1 saat oda 1sisinda bloklandi. Membranlar +4°C’de
1 gece boyunca primer antikor ile inkiibe edildi. PFKFB3 ve ODC1lantikorlar: 1:500
oraninda; B-aktin 1:1000 oraninda seyreltildi. Membranlar 3 kez TBS-T soliisyonu
ile yikandiktan sonra 1 saat oda 1sisinda horse radish peroksidaz (HRP) ile konjuge
sekonder antikorlar uygulandi. Sekonder antikorlar 1:10000 diliisyonda hazirlandi.
Son olarak membranlara kemiluminesan substrat (Merck; WBLUF 0500) uygulandi
ve bantlar goriintileme cihazi (BioRad; ChemiDoc MP) ile goriintiilendi. Bant

analizleri ve dansitometrik dlgiimler Image Lab (BioRad) yazilimu ile yapildi.
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Sekil-8: BCA standard grafigi.

3.6. Fruktoz-2,6- Bisfosfat Analizi

SIRNA ve inhibitor uygulamalar1 sonrasi +4°C’de santrifiij edilen hiicrelerden
elde edilen pelletler soguk PBS ile iki kez yikandiktan sonra 100 mM NaOH-Tris
asetat cozeltisinde 80°C’de 5 dk lize edildi. 1 M asetik asit ve 1 M HEPES
kullanilarak lizatlarin pH’lar1 notralize edildi. Schaftingen ve Hers (1980)’in
protokoliinden uyarlanan yontem ile F2,6BP konsantrasyonlari 6l¢iildii. Kisaca, 2 pl
ornek, 26°C’de 50 mM Tris, 2 mM Mg+2, ImM F6P, 0,15 mM indirgenmis
nikotinamid diniikleotid (NADH), 10 kU/1 Pirofosfat-bagh PFK1, 0,45 kU/1 aldolaz,
0,5 kU/1 tirozfosfat izomeraz ve 1,7 kU/I gliserol-3-fosfat dehidrojenaz iceren
substrat ve enzim karigimina eklendi. Ardindan 0,5 mM pirofosfat ile reaksiyon
baslatildiktan sonra NADH’in NAD’e oksitlenmesi spektrofotometrik olarak 339 nm
dalga boyunda ol¢iildii. Okumalar dakikada bir olmak iizere 10 dk boyunca
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gerceklestirildi. Standartlarla hazirlanan bir grafik kullanilarak F2,6BP miktarlari
hesaplandi.
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Sekil-9: F2,6BP standard grafigi.

3.7.Glikoz ve Laktat ol¢iimii

Besiyerindeki glikoz ve laktat seviyeleri, ticari kitler kullanilarak (Biovision)
spektrofotometrik olarak belirlendi. Bu islem i¢in Tablo-1’de katalog numaralari

verilen dl¢iim kitlerininin protokolii izlendi.

3.8. Onkojenik Potansiyel Deneyleri
3.8.1. Hiicre Proliferasyonu ve Sitotoksisite Analizleri

PFKFB3 ve ODC1 siRNA uygulamalari sonrasi hiicre proliferasyonlar
kristal viyole yontemi ile belirlendi (Feoktistova, Geserick, & Leverkus, 2016).
Kisaca, hiicreler 10 dk metanol ile fikse edildikten sonra %0,2’lik kristal viyole ile
30 dk inkiibe edildi. Fazla boya PBS ile yikanip uzaklastirildiktan sonra %10 asetik
ile eklenip absorbans 595 nm dalga boyunda okundu. Inhibitdrlerin sitotoksik etkileri
ise SRB yontemi ile belirlendi (Kiehn & Car, 2017). Bunun i¢in 96 kuyucuklu
plakalara 3000’er hiicre ekildi. Ertesi giinii hiicrelere DMSO, AZP3-26, DFMO ve
AZP3-26/DFMO kombinasyonu triplike olarak eklendi. Hiicreler 24, 48, 72 ve 96
saat inkiibe edildi. Hiicre ekilmeyen fakat besiyeri igeren kuyucuklar arka plan
absorbansi i¢in kullanildi. Inkﬁbasyon sonunda hiicreler TCA ile fikse edildi, % 0,02
SRB soliisyonu ile boyandi. %1 asetik asit ile yikama yapildiktan sonra 100 mM
NaOH/Tris asetat tamponund (pH: 8,0) ile ¢o6ziindiiriilen SRB-protein bilesikleri 510

nm dalga boyounda okundu. Hiicre igcermeyen kuyucuklardan elde edilen ortalama
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absrobans 6rnek absorbanslarindan ¢ikarildi. Inhibitérler konulmadan hemen &nce 0.
saatteki Ornekler %100 kabul edilerek hiicre proliferasyonlarinda gorece degisimler

hesaplanda.

3.8.2. Yumusak Agarda Biiyiime Deneyi

Yumusak agarda tutunmadan bagimsiz biiyliime kabiliyeti, timor hiicrelerin
in vivo onkojenik kabiliyetini in vitro ortamda en iyi taklit eden bir gostergedir.
Yumusak agar deneyleri Fridman ve ark. (1991) tarafindan tarif edilen yontem ile
gerceklestirildi. Kisaca; 6-kuyucuklu plakalara 1,5 ml %0,6 agaroz c¢ozeltisi
eklenerek oda sicakliginda 30 dk bekletildi. Ust tabaka igin kuyucuk basma 1,5 ml
7500 hiicre 1,5 ml %0,3 agaroz ve besiyeri karsimi igerisinde ekildi. Ertesi giinii 1 ml
DMSO, 3X konsantrasyonda AZP3-26 (60 uM), DFMO (90 uM) ve AZP3-
26/DFMO igeren besiyeri ilave edildi. Haftada bir 1 ml ilagli besiyeri ilaveleri
yapilarak 3 hafta boyunca inkiibe edildi. Koloniler %0,2 kristal viyole ile 30 dk
boyandi. Fazla boya PBS ile yikanarak uzaklastirildi. Boyanan kolonilerin
goriintiileri kaydedildi ve Image J versiyon 1.53e (Schneider, Rasband & Eliceiri,

2012) ile say1 ve ¢ap yoniinden incelendi.

3.8.3. Koloni Olusturma Deneyi

Hiicreler 24 kuyulu hiicre plakalarina, 300 hiicre/kuyu olacak sekilde ekildi.
Ertesi giinii DMSO, AZP3-26, DFMO ve AZP3-26/DFMO kombinasyonu dublike
olarak eklendi. Her 3 giinde bir ila¢ iceren besiyerleri yenilenerek hiicreler 10 giin
blyiitiildii. Kuyulardaki besiyeri uzaklastirilarak hiicreler metanol ile -20°C’de 10
dakika fikse edildi. Fiksasyon islemini takiben, kuyulara metanolde ¢6ziinmiis %0,2
kristal viyole ¢oOzeltisi eklenerek 10 dakika boyunca bekletildi. Boya
uzaklastirildiktan sonra kuyular PBS ile yikandi. Kolonilerin mikroskopik ve
makroskopik goriintiileri kaydedildikten sonra Image J versiyon 1.53e (Schneider ve

ark., 2012) ile say1 ve ¢ap yoniinden incelendi.

3.8.4. Invazyon Analizi

PFKFB3 ve ODCI1 inhibisyonlarmin hiicrelerin in vitro invazyon kabiliyeti
tizerindeki etkisini test etmek i¢in modifiye Boyden hazneleri kullanilarak Matrijel

invazyon analizleri gerceklestirildi (Justus, Leffler, Ruiz-Echevarria, & Yang, 2014).
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Kisaca, 1 pg/ml Matrijel (Corning) 8 pm porlu Boyden invazyon haznelerine
ekilerek 2 saatlik kurumaya birakildi. 24 saat 6nceden DMSO, AZP3-26, DFMO ve
AZP3-26/DFMO eklenen hiicreler tripsin ile kaldirilip %0,5 FBS ve inhibitorler
igeren besiyerinde slispansiye edildi. Her bir kuyucuga 500 pl igerisinde 50 bin hiicre
ekildi. Haznelerin alt bolmelerine ise kemoatraktan olarak 750 ul %10 FBS igeren
normal besi yeri eklendi. 24 saat boyunca inkiibasyon sonrasi Matrijele invaze
olmayan hiicreler 1slatilmis Q-tip ile uzaklastirildiktan sonra invaze olan hiicreler
metanolde 2 dakika fikse edildi. Sonrasinda %0,2 kristal viyole soliisyonunda 15 dk
boyunca boyandi. Boyali hiicreler invert 151k mikroskobunda (Accu Scope) 20X’lik
objektif altinda en az {i¢ sahada sayildi. Normal plakalarda biiyiiyen hiicrelerle
veriler normalize edildi ve kontrol hiicreleri baz alinarak invazyon % seklinde

hesaplanda.

3.0. istatistiksel Analizler

Deneyler {iglii biyolojik (n=3) tekrarlar seklinde gergeklestirildi ve her bir
biyolojik replike 3’lii teknik replike (kristal viyole ile hiicre proliferasyonu 2’li
teknik replike) olarak calisildi. Gruplar arasi farkliliklarin karsilastirilmasinda ¢ift
yonlii (2-tailed) ve eslestirilmemis (unpaired) t-testi kullanildi (Jones ve ark., 2022).
p degerinin 0,05 altinda oldugu durumlar istatistiksel agidan 6nemli kabul edildi.
Istatistiksel ~analizler ~Graphpad Prizma (Versiyon 8.3.1.) programinda

gergeklestirildi.
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4 BULGULAR

4.1. Pankreas Tiimorlerinde PFKFB3 ve ODC1 Ekspresyonu Artmaktadir

PDAK olgularinda PFKFB3 ve ODC1 mRNA ekspresyon seviyelerini analiz

etmek i¢in GEPIA biyoinformatik araci kullanildi (gepia.cancer-pku.cn). TCGA

veriseti kullanilarak (n=179) yapilan analizde her iki genin mRNA seviyelerinin

PDAK dokusunda normal dokuya gore arttigi gozlemlendi (Sekil-10A). Daha da

onemlisi, TIMER 2.0 (timer.cistrome.org) araci kullanilarak yapilan analizde PDAK
dokularinda PFKFB3 ve ODCl1 mRNA ekspresyonlarmin yiiksek bir pozitif

korelasyon gosterdigi (spearman korelasyon katsayisi= 0,322; p<0,001) belirlendi

(Sekil-10B).
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Sekil-10: (A) PDAK dokularinda PFKFB3 ve ODC1 mRNA ekspresyonlart artmaktadir. (B) PDAK
timorlerinde PFKFB3 ve ODCI1 ekspresyonlari pozitif korelasyon gostermektedir. Spearman_Cor,

Spearman korelasyon katsayisi.
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Glikoliz ve poliamin sentez yolag1 aktif oldugu bilinen ve in siliko analizlerde
PFKFB3 ve ODC1 mRNA ekspresyonu arttigi gosterilen PDAK hiicre hatlari
PANC1 ve MIA PaCa-2 calismada model olarak kullanildi. Ayrica bu hiicre
hatlarinin, PFKFB3 ve ODCL1 ekspresyonunu arttirdiklart bilinen KRAS ve c-MYC
acisindan hiperaktif olduklar1 bilinmektedir. Bu hiicrelerdeki PFKFB3 ve ODCI
ekspresyonlarinin protein diizeyinde dogrulanmasi igin Western blot analizi
gergeklestirildi. Yapilan analizlerde her iki proteinin eksprese edildigi gorildii

(Sekil-11).

PANC1 MIA PaCa-2

— —., PFKFB3

Sekil-11: PANC1 ve MIA PaCa-2 hiicrelerinde PFKFB3 ve ODCI1 proteinleri eksprese edilmektedir.
PANC1 ve MIA PaCa-2 hiicrelerinden hazirlanan total protein lizatlart SDS-PAGE’de yiiriitiildiikten
sonra her bir proteine 6zgii antikorlar kullanilarak Western blot’a tabi tutuldu. Goériintiileme
ChemiDoc MP’de yapild:.

4.2. PFKFB3 ve ODC1 Enzimlerinin siRNA Aracili Baskilanmasinin PFKFB3
ve ODC1 mRNA ve Protein Ekspresyonlar1 Uzerine Etkisi

PANC1 ve MIA PaCa-2 hiicrelerinde PFKFB3 ve ODC1 ekspresyonlarinin
onemini degerlendirmek i¢in bu hiicrelerdeki ilgili genlerin ekspresyonlar1 genetik
olarak siRNA yontemi ile baskilandi. Bu amagla, hiicrelerdeki PFKFB3 ve ODC1
ekspresyonlar1 her bir gene 6zgiin siRNA molekiilleri ile tek tek ve kombine olarak
baskilandi. Gen ekspresyonlarinin baskilanmasinin mMRNA seviyesinde kontrolii i¢in
gercek-zamanli qQPCR kullanildi. Bu amagla transfeksiyondan 48 saat sonra RNA
izole edilerek ¢cDNA sentezi gerceklestirildi. Her bir gene 6zgiin TagMan problari
kullanilarak gercek-zamanli qPCR yapildi. Bu analizlerde endojen kontrol geni
olarak B-aktin kullanildi. mRNA seviyelerindeki degisimlerin degerlendirilmesi
igin 224 yontemi kullanildi. Sekil-12 ve Sekil-13’de goriildiigii gibi kontrol SiRNA
ornegi ile karsilastirildiginda, PFFKB3 ve ODC1 siRNA molekiillerinin PFKFB3 ve
ODC1 mRNA seviyelerini her iki hiicre hattinda %90 ve {izerindeki oranlarda
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baskiladig1 goriildii. Benzer oranlardaki baskilanma, siRNA’larin kombine olarak
kullanildig1 6rneklerde de korundu (p<0,001; Sekil-12, Sekil-13). Bu sonug, siRNA
yontemi ile PFKFB3 ve ODC1 geninin mRNA diizeyinde tek tek ve kombine olarak
basaril1 bir sekilde baskilanabildigini gostermektedir. Ilging olarak, her iki hiicrede
de ODCIl’in siRNA yontemi ile baskilanmasi PFKFB3 mRNA seviyelerinde
azalmaya neden olurken (p<0,01; Sekil-12, Sekil-13); PFKFB3 baskilanmasi sadece
PANCL1 hiicrelerinde ODC1 ekspresyonunda azalmaya neden oldu (p<0,01; Sekil-
12).
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Sekil-12: PANC1 hiicrelerinde siRNA aracili PFKFB3 ve ODC1 mRNA ekspresyonu
baskilanmasinin gercek zamanli qPCR ile dogrulanmasi.

siRNA transfeksiyonundan 48 saat sonra hiicreler lize edilerek total RNA izole edildi ve ters
transkripsiyon ile cDNA sentezlendi. Elde edilen cDNA’lar kalip olarak kullanilarak ger¢ek-zamanlh
gPCR gergeklestirildi. Gergek-zamanli qPCR analizleri StepOnePlus cihazinda gene 6zgin FAM
isaretli TagMan problar1 kullanilarak gergeklestirildi. Endojen kontrol olarak B-aktin kullanildi ve
ekspresyonlar kontrol siRNA (siktrl) 6rnegine gore kat degisimi olarak hesaplandi (siKtrl=1).
Hesaplamalarda 224t yontemi kullanildi. Deney 3 kez tekrarlandi (n=3). Degerler dublike olarak
gerceklestirilen temsili bir deneyin ortalama +standart sapmasini gostermektedir. *p<0,01; **p<0,001
siKtrl 6rneklerine gore.

34



1.5-
Hm PFKFB3 mRNA
2 B ODC1 mRNA
9F 10
o™
£
ﬁ (a] *
8 054
£
*% "% * ¥ *%
0.0 ' i.l.i_
siKtrl siPFKFB3 siODC1 siPFKFB3/siODC1

Sekil-13: MIA PaCa-2 hiicrelerinde siRNA aracili PFKFB3 ve ODC1 mRNA ekspresyonu
baskilanmasinin ger¢ek zamanli qPCR ile dogrulanmasi.

siRNA transfeksiyonundan 48 saat sonra hiicreler lize edilerek total RNA izole edildi ve ters
transkripsiyon ile cDNA sentezlendi. Elde edilen cDNA’lar kalip olarak kullanilarak ger¢ek-zamanli
gPCR gergeklestirildi. Ger¢ek-zamanli qPCR analizleri StepOnePlus cihazinda gene 6zgiin FAM
isaretli TagMan problar1 kullanilarak gergeklestirildi. Endojen kontrol olarak B-aktin kullanildi ve
ekspresyonlar kontrol siRNA (siktrl) Ornegine gore kat degisimi olarak hesaplandi (siKtrl=1).
Hesaplamalarda 224t yontemi kullamldi. Deney 3 kez tekrarlandi (n=3). Degerler dublike olarak
gerceklestirilen temsili bir deneyin ortalama <=standart sapma’simi gostermektedir. *p<0,01;
**p<0,001 siKtrl 6rneklerine gore.

Hiicrelere yapilan siRNA uygulamasi ile PFKFB3 ve ODC1 mRNA
ekspresyonlarinin  baskilanmasimin basarili oldugu goriildiikten sonra, MRNA
seviyelerindeki baskilanmanin protein seviyelerine etkisini analiz etmek i¢in Western
blot deneyi gerceklestirildi. Sekil-14’te goriildiigii gibi PANCI hiicrelerinde kontrol
siRNA 0Ornegi ile karsilagtirildiginda siPFKFB3 molekiilii uygulandiginda PFKFB3
protein seviyesinde yaklagik %50 diizeyinde bir azalmaya neden olurken (*p<0,01),
ODCI1 protein seviyesinde bir degisiklik gozlenmedi. siODC1 uygulanan PANCI1
hiicrelerinde ise ODCI1 protein seviyesinin yaklasik olarak %40 diizeyinde azalmaya
neden olurken (p<0,01); PFKFB3 protein seviyesinde ise yaklasik olarak %95
diizeyinde ekspresyon artisina neden oldugu gorildi (p<0,001). MIA PaCa-2
hiicrelerinde ise kontrol siRNA 0Ornegi ile karsilastirildiginda siPFKFB3
uygulamasinin PFKFB3 protein seviyesinde yaklasik %80 diizeyinde bir azalmaya
neden oldugu (*p<0,01); kombine siRNA uygulanan o6rneklerde de bu etkinin
korunmus oldugu goriildii (*p<0,01). Buna ek olarak PFKFB3 siRNA, ODC1 protein
seviyesinde ise yaklasik olarak %90 diizeyinde bir artisa neden oldu (**p<0.001,
Sekil-15). siODCI1 uygulanan 6rneklerde ODC1 protein seviyesinde yaklasik %40

diizeyinde bir azalma gézlemlendi (p<0,01).

35



(A) (B)

siPFKF3
siPFKEF3/5i0DC1

r
=]
=3

mm PFKFB3

w
<

“ “‘ . onct % = 00C
‘ Z 100
— PFKFB3 §
=
2
'3

— N
— —— 8-AKTIN

siKtrl siPFKFB3 si0DCA siPFKFB3/sioDC1

Sekil-14: PANC1 hiicrelerinde siRNA aracili PFKFB3 ve ODC1l protein ekspresyonlarinin
baskilanmasinin Western blot ile dogrulanmasi.

Hiicreler siRNA transfeksiyonundan 48 saat sonra hiicreler RIPA tamponunda lize edildi ve protein
konsantrasyonlart BCA yontemi ile analiz edilerek esitlendi. Her bir kuyucuga 25 pg laemmli
tamponu ile denatiire edilen protein lizat1 yiiklendi. Proteinler SDS-PAGE’te ayristirilarak PVDF
membranina transfer edildi. Bloklamadan sonra her bir proteine 6zgiin antikorlar kullanilarak
membranlar gece boyu bekletildi. Ertesi giini HRP-konjuge goat anti-rabbit sekonder antikorlar1 ile
oda 1sisinda 1 saat inkiibasyon gerceklestirildi ve membranlara ECL soliisyonu eklenerek ChemiDoc
MP’de goriintiiler elde edildi (A). Image J ile bantlarin dansitometrik analizi gerceklestirildi.
PFKFB3 ve ODCI proteinlerinin nispi ekspresyon seviyeleri -aktin bant yogunluguna oranlanarak
normalize edildi. siKtrl 6rnekleri %100 kabul edildi (B).*p<0,05, **p<0,01 siKtrl drnegine gore.
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Sekil-15: MIA PaCa-2 hiicrelerinde siRNA aracili PFKFB3 ve ODCI protein ekspresyonlarinin
baskilanmasinin Western blot ile dogrulanmasi.

Hiicreler siRNA transfeksiyonundan 48 saat sonra RIPA tamponunda lize edildi ve protein
konsantrasyonlart BCA yontemi ile analiz edilerek esitlendi. Her bir kuyucuga 25 ug yilikleme
tamponu ile denatiire edilen protein lizat1 yiiklendi. Proteinler SDS-PAGE’te ayristirilarak PVDF
membranina transfer edildi. Bloklamadan sonra her bir proteine 6zglin antikorlar kullanilarak
membranlar gece boyu bekletildi. Ertesi giini HRP-konjuge goat anti-rabbit sekonder antikorlari ile
oda 1s1sinda 1 saat inkiibasyon gergeklestirildi ve membranlara ECL soliisyonu eklenerek ChemiDoc
MP’de goriintiiler elde edildi (A). Image J ile bantlarin dansitometrik analizi gergeklestirildi.
PFKFB3 ve ODC1 proteinlerinin nispi ekspresyon seviyeleri p-aktin bant yogunluguna oranlanarak
normalize edildi. siKtrl 6rnekleri %100 kabul edildi (B).*p<0,01, **p<0,001 siKtrl 6rnegine gore.
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4.2.1. PFKFB3 ve ODCZ’in siRNA Aracih Baskilanmasi Sonras1 F2,6BP
Seviyeleri Uzerine Etkisi

Hiicrelerdeki F2,6BP yapiminda ve 0&zellikle kanser hiicrelerinde bu
molekiiliin seviyesinin artmasinda PFKFB3’iin rolii bilinmektedir. Calisma
kapsaminda uygulanan siRNA yontemi ile PFKFB3 baskilanmasinin F2,6BP
tizerindeki etkisini analiz etmek igin enzim eslestirmeli kinetik bir yontem
kullanilarak hiicre-i¢i F2,6BP seviyeleri spektrofotometre ile analiz edildi. Her iki
hiicre hattinda PFKFB3 baskilanmas1 beklendigi gibi, F2,6BP seviyesini yaklasik 4
kat azaltti (p<0,001; Sekil-16). ODC1’in F2,6BP seviyeleri lizerindeki etkisi
bilinmemektedir. Ilging bir sekilde; PANC1 hiicrelerinde ODC1’in siRNA ile
baskilanmasi, PFKFB3 kadar olmamakla beraber, kontrol 6rnegine kiyasla F2,6BP
seviyelerinde yaklasik %20 diizeyinde bir azalmaya neden oldu (p<0,05; Sekil-16).
Kombine siRNA orneklerindeki F2,6BP seviyesi, PFKFB3’iin tek basina
baskilandigi 6rneklere yakin oranda belirlendi (p<0,001; Sekil-16).
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Sekil-16: PDAK hiicrelerinde PFKFB3’iin baskilanmasi hiicre-igi F2,6BP seviyesini azaltir.

Hiicreler kontrol siRNA (siKtrl), PFKFB3 ve ODCI ekspresyonlarina 6zgiin siRNA molekiilleri
(SiPFKFB3; siODC1) ile tek tek ya da kombine (siPFKFB3/siODC1) olarak transfekte edildi. SIRNA
transfeksiyonundan 48 saat sonra hiicreler 100 mM NaOH/Tris asetat tamponunda lize edildi. pH
notralize edildikten sonra enzim-eslesmeli kinetik bir yontem ile hiicre-i¢i F2,6BP seviyesi analiz
edildi. Sonuglar, total protein degerlerine normalize edildi. Deneyler 3 kez (n=3) tekrarlandi ve her bir
deney duplike olarak c¢alisildi. Gorseldeki degerler, temsili bir ¢alismanin ortalama+standart
sapmalarmi gostermektedir. *p<0,05, **p<0,001 siKtrl 6rnegine gore.
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4.2.2. PFKFB3 ve ODCl’in siRNA Aracih Baskilanmasi Sonrasi Glikolitik
Aktivite Uzerine EtKkisi

PANC1 ve MIA PaCa-2 hiicrelerinde PFKFB3 ve ODC1 ekspresyonlarinin
tekli ve kombine bir sekilde 48 saat SiRNA-aracili baskilanmasmin glikolitik aktivite
tizerindeki etkisini degerlendirmek i¢in besiyerlerindeki glikoz ve laktat seviyeleri
spektrofotmetrik olarak 6l¢iildii. Elde edilen sonuglarda PFKFB3 ve ODC1’in tek tek
ya da kombine olarak 48 saat baskilanmasinin hiicreler tarafindan glikoz alimi ve

laktat salgilanmasina anlamli bir etkisinin olmadig goriildii (Sekil-17, Sekil-18).
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Sekil-17: PDAK hiicrelerinde PFKFB3 ve ODC1 ekspresyonlarinin siRNA yontemi ile baskilanmasi
glikoz tiiketimini etkilememektedir.

Hiicreler kontrol siRNA (siKtrl), PFKFB3 ve ODCI1 ekspresyonlarma 6zgiin siRNA molekiilleri
(SiPFKFB3; siODC1) ile tek tek ya da kombine (siPFKFB3/siODC1) olarak transfekte edildi. 48 saat
sonra besiyerlerindeki glikoz seviyeleri olglildii. Glikoz seviyeleri kullanilmamis besiyerindeki
seviyeden ¢ikarilarak glikoz tiikketimi hesaplandi ve total protein seviyelerine oranlandi. Deneyler 3
kez (n=3) tekrarland1 ve her bir deney duplike olarak calisildi. Gorseldeki degerler, temsili bir

calismanin ortalama +standart sapmalarini gostermektedir
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Sekil-18: PDAK hiicrelerinde PFKFB3 ve ODC1 ekspresyonlarinin siRNA yontemi ile baskilanmasi
laktat salinimini etkilememektedir.

Hiicreler kontrol siRNA (siKtrl), PFKFB3 ve ODCI1 ekspresyonlarina 6zgiin siRNA molekiilleri
(SiPFKFB3; siODC1) ile tek tek ya da kombine (siPFKFB3/siODC1) olarak transfekte edildi. 48 saat
sonra besiyerlerindeki laktat seviyeleri 6l¢iildii ve total protein seviyelerine oranlandi. Deneyler 3 kez
(n=3) tekrarlandi ve her bir deney duplike olarak c¢alisildi. Gorseldeki degerler, temsili bir calismanin

ortalama+standart sapmalarini gostermektedir.

42.3. PFKFB3 ve ODCYn siRNA Aracilli Baskilanmasmmin Hiicre
Proliferasyonu Uzerine Etkisi

PFKFB3 ve ODCI1 ekspresyonlarinin tek tek ve kombine olarak siRNA ile
baskilanmasinin PDAK hiicre proliferasyonuna etkisini test etmek i¢in
transfeksiyondan 48 saat sonra kristal viyole boyama yontemi uygulandi. PFKFB3
siRNA MIA PaCa-2 hiicrelerinin proliferasyonunu baskilarken (p<0,01), ODC1
SiIRNA’nin PANCI hiicre proliferasyonunu azalttigi gozlemlendi (p<0,05; Sekil-19).
PFKFB3 ve ODC1’in kombine olarak baskilanmasi her iki PDAK hiicre hattinda
proliferasyonuna anlamli olarak azaltt1 (p<0,05; Sekil-19).
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Sekil-19: PFKFB3 ve ODC1’in birlikte baskilanmast PDAK hiicre proliferasyonu azaltir.

Hiicreler kontrol siRNA (siKtrl), PFKFB3 ve ODCI1 ekspresyonlarina 6zgiin siRNA molekiilleri
(siPFKFB3; siODC1) ile tek tek ya da kombine (siPFKFB3/siODC1) olarak transfekte edildi.
Hiicreler SiRNA uygulandiktan 48 saat sonra fikse edilip kristal viyole ile boyandi. Absorbans 595
nm’de 6l¢iildii. Proliferasyon siKtrl grubuna gore normalize edilerek %’lik degerlere ¢evrildi. Deney 3
kez tekrarland1 (n=3). Degerler dublike olarak gerceklestirilen temsili bir deneyin ortalama +standart

sapma’sini gostermektedir. *p<0,05, **p<0,01 siKtrl 6rnegine gore.
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4.3. PFKFB3 ve ODC1 Enzimatik Aktivitelerinin PANC1 ve MIA PaCa-2
Hiicrelerinde Ozgiin Kimyasal Inhibitérler Kullanilarak Farmakolojik Olarak
Inhibe Edilmesi

4.3.1. PANC1 ve MIA PaCa-2 Hiicrelerinde PFKFB3 ve ODCI1 inhibitorlerinin
Etkin Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Yakin zamanda AstraZeneca tarafindan gelistirilen PFKFB3 inhibitori
AZP3-26’nin tiimor hiicre glikolizini baskilayan etkin dozlarinda (Boyd ve ark.,
2015), hiicrelerde sitotokisiteye neden olmadigi gosterilmistir. Grubumuz tarafindan
yapilan ve bu inhibitoriin ilk defa kullanildigr giincel bir ¢alismada (Ozcan ve ark.,
2021); bu inhibitériin 20 pM konsantrasyona kadar PDAK hiicrelerinde F2,6BP
seviyesini ve glikolizi baskilamasina ragmen hiicre proliferasyonunda 72 saate kadar
onemli bir etkisinin olmadig1 goriildii. Bu ¢alismalar referans alinarak, ¢alismamizda
PFKFB3 inhibitoriic AZP3-26’nin 20 uM konsantrasyonunda kullanilmasina karar

verildi.

ODC1 inhibitérii DFMO (eflornitin)’nun farkli kanser hiicrelerinde anti-
proliferatif bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir (Mohammed ve ark., 2014). Ancak,
PDAK hiicrelerindeki etkin dozunu gdosteren detayli bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Bu nedenle oncelikle, ¢alisma kapsaminda kullanilan PANC1 ve MIA PaCa-2
hiicrelerinde hiicre proliferasyonunu baskilayan etkin dozun belirlenmesi hiicre
canlilig1 testi gerceklestirildi. Bu amagla hiicreler, 96-kuyuculu plaklara kuyucuk
basia 3 bin hiicre gelecek sekilde triplike olarak ekildi. Ertesi giin hiicrelere 17,5—
1000 uM doz araliginda DFMO eklendi. Yetmis iki saat sonra hiicreler TCA ile
fikse edildi ve hiicre canliligit SRB yontemi ile 510 nm’de spektrofotometrik olarak
belirlendi. Sadece besiyeri iceren kuyucuklardan elde edilen absorbanslar, drnek
absorbanslarindan ¢ikarildi. DFMO’nun hiicre proliferasyonuna etkisi sadece DFMO
¢oOziiciisiic PBS’in kullanildig1 6rnekler baz alinarak % olarak ifade edildi. Hiicre
yogunlugunu %50 oraninda azaltan konsantrasyon (ICso) GraphPad Prizma
programinda 4-parametreli lineer olmayan regresyon yontemi ile hesaplandi. PANC1
ve MIA PaCa-2 hiicrelerinde ICso degerleri sirasi ile 22,3 pM ve 23,0 uM olarak
belirlendi (Sekil-20).

41



PANC1 MIA PaCa-2

150 150
IC5= 22.3 uM ICgo= 23.0 MM
S 2
z 1004 o z 100
(5] o
§ o
. Q
£ 50 S 50
2 s
-.._\__.___
-4 0=
2.0 A5 4.0 0.5 -2.0 15 -1.0 05
Log DFMO Log DFMO

Sekil-20: DFMO’nun PANC1 ve MIA PaCa-2 hiicrelerindeki etkin konsantrasyon arahginin
belirlenmesi. PANC1 ve MIA PaCa-2 hiicreleri 96-kuyucuklu plakalara ekildi. Ertesi giin farkli
konsantrasyonlarda (17,5-1000 pM) DFMO eklendi ve 72 saat edildi. Hiicre canliligi SRB yontemi
ile belirlendi. Doz-cevap egrisi GraphPad Prizma programinda ¢izildi ve ICso degerleri 4-parametreli
lineer olmayan regresyon yontemi ile belirlendi. Dozlar (X aksisi) logaritmik (logl0) degerlere

cevrildi.

4.3.2. PFKFB3 ve ODC1 Enzimlerinin Farmakolojik Inhibisyonlarinin PFKFB3
ve ODC1 mRNA ve Protein Ekspresyonlar1 Uzerine Etkisi

PFKFB3 ve ODC1 enzim aktivitelerinin farmakolojik olarak tek tek ve
kombine inhibisyonlarinin PFKFB3 ve ODCI mRNA ekspresyonlarina etkisini
gormek i¢in gercek-zamanli qPCR analizi gerceklestirildi. PANCI1 hiicrelerinde
PFKFB3 aktivitesinin AZP3-26 ile baskilanmasi PFKFB3 mRNA seviyesinde
yaklasik %35 diizeyinde bir azalmaya, ODC1 mRNA seviyesinde yaklasik %30
diizeyinde bir artisa neden oldu (p<0,05; Sekil-21). ODC1 enzimatik aktivitesinin
DFMO ile inhibisyonu ODC1 mRNA seviyesinde yaklasik %30 diizeyinde bir artisa
neden olurken (p<0,05) PFKFB3 mRNA seviyesini etkilemedi (Sekil-21). AZP3-26
ve DFMO kombine uygulamasi PFKFB3 ve ODC1 mRNA diizeylerinde anlamli bir
artisa neden oldu (p<0,05; Sekil-18 ve Sekil-21). MIA PaCa-2 hiicrelerinde ise
DFMO uygulamasinin ODC1 mRNA seviyesinde artisa neden oldugu gozlemlendi
(p<0,01; Sekil-22).
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Sekil-21: AZP3-26 ve DFMO inhibitorlerinin PANC1 hiicrelerinde mRNA ekspresyonlar: iizerine
etkisi.

PANCI1 hiicreleri DMSO, AZP3-26 (20 uM), DFMO (30 uM) ve AZP3-26/DFMO kombinasyonu ile
48 saat inkiibe edildi. Hiicreler lize edilerek total RNA izole edildi ve ters transkripsiyon ile cDNA
sentezlendi. Elde edilen ¢cDNA’lar kalip olarak kullanilarak ger¢ek-zamanli gPCR gergeklestirildi.
Gergek-zamanli qPCR analizleri StepOnePlus cihazinda gene 6zgiin FAM isaretli TagMan problari
kullanilarak gergeklestirildi. Endojen kontrol olarak B-aktin kullanildi ve ekspresyonlar DMSO
ornegine gore kat degisimi olarak hesaplandi (DMSO=1). Hesaplamalarda 22 yontemi kullanildi.
Deney 3 kez tekrarlandi (n=3). Degerler dublike olarak gergeklestirilen temsili bir deneyin
ortalama+standart sapmasini gostermektedir. *p<0,05 DMSO &rnegine gore.
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Sekil-22: AZP3-26 ve DFMO inhibitorlerinin MIAPaCa-2 hiicrelerinde mRNA ekspresyonlari

iizerine etkisi.

MIA PaCa-2 hiicreleri DMSO, AZP3-26 (20 uM), DFMO (30 uM) ve AZP3-26/DFMO
kombinasyonu ile 48 saat inkiibe edildi. Hiicreler lize edilerek total RNA izole edildi ve ters
transkripsiyon ile cDNA sentezlendi. Elde edilen ¢cDNA’lar kalip olarak kullanilarak ger¢ek-zamanli
gPCR gergeklestirildi. Ger¢ek-zamanli qPCR analizleri StepOnePlus cihazinda gene 6zgin FAM
isaretli TagMan problar1 kullanilarak gerceklestirildi. Endojen kontrol olarak B-aktin kullanildi ve
ekspresyonlar DMSO 6rnegine gore kat degisimi olarak hesaplandi (DMSO=1). Hesaplamalarda 2~
AMCtysntemi kullanildi. Deney 3 kez tekrarlandi (n=3). Degerler dublike olarak gergeklestirilen temsili
bir deneyin ortalama+standart sapmasini gostermektedir. *p<0,01 DMSO 6rnegine gore.

PFKFB3 ve ODC1 enzim aktivitelerinin farmakolojik olarak tek tek ve
kombine inhibisyonlarinin PFKFB3 ve ODCI1 protein ekspresyonlarina etkisini
gormek icin Western blot analizi gergeklestirildi. PANCI hiicrelerinde AZP3-26 ve
DFMO, PFKFB3 protein seviyesinde yaklasik %50 diizeyinde bir azalmaya neden
olurken (*p<0,01); AZP3-26/DFMO kombinasyonunun AZP3-26’nin PFKFB3

proteini lizerindeki baskilayicr etkisini kismen geri ¢evirdigi gézlemlendi (*p<0,05;
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Sekil-23). MIA PaCa-2 hiicrelerinde ise inhibitorlerin tekli ya da kombine olarak
PFKFB3 ve ODCI proteinleri tizerinde anlamli bir etkisi goriilmedi (Sekil-24).
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Sekil-23: PANCL1 hiicrelerinde PFKFB3 ve ODC1 enzimlerinin 6zgiin inhibitorler ile inhibisyonun
protein ekspresyonlari tizerindeki etkisi.

PANCT1 hiicreleri DMSO, AZP3-26 (20 uM), DFMO (30 uM) ve AZP3-26/DFMO kombinasyonu ile
48 saat inkiibe edildi. PFKFB3 ve ODCI1 protein ekspresyonlar: her bir proteine 6zgiin antikorlar
kullanilarak Western blot ile analiz edildi ve ChemiDoc MP’de goriintiilendi (A). Image J ile
bantlarin dansitometrik analizi gergeklestirildi. PFKFB3 ve ODCI1 proteinlerinin nispi ekspresyon
seviyeleri B-aktin bant yogunluguna oranlanarak normalize edildi. DMSO 6rnekleri %100 kabul edildi
(B). *p<0,05 DMSO 6rnegine gore.

(A) (B)

=]
=
=
)
5 3
=] - = -
- N = ~N
= - = <
150~
3 m PFKFB3
PFKFB3 % = OD0Ct
2 100
2
— — — — 0DC1 &
2 50
kS
&
—— — —— — GAFDH o
DMSO AZP3-28 DFMO AZP3-26/DFMO

Sekil-24: MIA PaCa-2 hiicrelerinde PFKFB3 ve ODCI enzimlerinin 6zgiin inhibitorler ile
inhibisyonun protein ekspresyonlari {izerindeki etkisi.

PANCI hiicreleri DMSO, AZP3-26 (20 uM), DFMO (30 uM) ve AZP3-26/DFMO kombinasyonu ile
48 saat inkiibe edildi. PFKFB3 ve ODCI1 protein ekspresyonlar1 her bir proteine 6zgiin antikorlar
kullanilarak Western blot ile analiz edildi ve ChemiDoc MP’de gériintiilendi (A). Image J ile bantlarin
dansitometrik analizi gerceklestirildi. PFKFB3 ve ODCI1 proteinlerinin nispi ekspresyon seviyeleri 3-
aktin bant yogunluguna oranlanarak normalize edildi. DMSO ornekleri %100 kabul edildi (B).
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4.3.3. PFKFB3 ve ODC1 Enzimlerinin Farmakolojik Inhibisyonlarinin F2,6BP
Seviyesi Uzerindeki Etkisi

PDAK hiicrelerinde PFKFB3 ve ODCI1 enzim aktivitelerinin 48 saat
farmakolojik olarak tek tek ve kombine inhibisyonlarinin F2,6BP seviyelerine
tizerindeki etkisini test etmek enzim-eslestirmeli kinetik bir yontem ile
spektrofotometrik olarak analiz edildi. PANC1 ve MIA PaCa-2 hiicrelerinde
PFKFB3’iin AZP3-26 ile inhibisyonu F2,6BP seviyelerinde sirastyla yaklasik %25
ve %55 (p<0,05 ve p<0,01; Sekil-25) diizeyinde bir azalmaya neden olurken;
ODCI’in DFMO ile inhibisyonu F2,6BP seviyelerinde sirasiyla yaklasik %75 ve
%85 (p<0,01; Sekil-25) diizeyinde bir artisa neden oldu. Bununla birlikte AZP3-26
ve DFMO’nun birlikte kullanimi PANCI hiicrelerinde F2,6BP seviyesini
degistirmezken, MIA PaCa-2 hiicrelerinde F2,6BP seviyesini %40 arttirdi (p<0,05;
Sekil-25).
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Sekil-25: PFKFB3 aktivitesinin farmakolojik inhibisyonu F2,6BP seviyesini azaltirken ODCI1
aktivitesinin inhibisyonu F2,6BP seviyesini arttirmaktadir.

PANC1 ve MIA PaCa-2 hiicreleri DMSO, AZP3-26 (20 uM), DFMO (30 uM) ve AZP3-26/DFMO
kombinasyonu ile 48 saat muamele edildi. Hiicreler 100 mM NaOH/Tris asetat tamponunda lize
edildi. pH nétralize edildikten sonra enzim-eslesmeli kinetik bir yontem ile hiicre-igi F2,6BP seviyesi
analiz edildi. Sonuglar, total protein degerlerine normalize edildi. Deneyler 3 kez (n=3) tekrarlandi ve
her bir deney duplike olarak calisildi. Gorseldeki degerler, temsili bir ¢alismanin ortalama+standart
sapmalarmi gostermektedir. *p<0,05, **p<0,01 DMSO kontrol drnegine gore.
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43.4. PFKFB3 ve ODC1 Enzimlerinin Farmakolojik Inhibisyonlarn
Glikolitik Aktivite Uzerine Etkisi

PANC1 ve MIA PaCa-2 hiicrelerinde PFKFB3 ve ODC1 enzim
aktivitelerinin sirasiyla AZP3-26 ve DFMO ile tek tek ve kombine olarak 48 saat
siire baskilanmasinin glikolitik aktivite iizerindeki etkisini degerlendirmek ig¢in
besiyerlerindeki glikoz ve laktat seviyeleri spektrofotmetrik olarak olgiildi. MIA
PaCa-2 hiicrelerinde AZP3-26 ve DFMO’nun kombine kullanim1 glikoz tiiketimini
%40 diizeyinde azaltirken (p<0,05; Sekil-26), PANCI hiicrelerinde herhangi bir etki
gozlenmedi (Sekil-26). Diger taraftan DFMO tek basina MIA PaCa-2 hiicrelerinde
laktat salimimini yaklagik %35 diizeyinde azaltirken (p<0,05; Sekil-27), AZP3-
26/DFMO kombinasyonu ise DMSO kontrole gore yaklasik %55 ile daha fazla
azalmaya neden oldu (p<0,01; Sekil-27).
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Sekil-26: PFKFB3 ve ODC1 aktivitelerinin farmakolojik olarak birlikte inhibisyonu MIA PaCa-2
hiicrelerinde glikoz tiiketimini azaltmaktadir.

PANC1 ve MIA PaCa-2 hiicreleri DMSO, AZP3-26 (20 uM), DFMO (30 uM) ve AZP3-26/DFMO
kombinasyonu ile 48 saat muamele edildi. Besiyerindeki glikoz seviyesi 6lgiildii ve kullanilmamig
besiyerindeki seviyeden ¢ikarilarak glikoz tiikketimi bulundu. Sonuglar protein miktarlarina oranlandi.
Deneyler 3 kez (n=3) tekrarlandi ve her bir deney duplike olarak ¢alisildi. Gorseldeki degerler, temsili
bir ¢alismanin ortalama+standart sapmalarin1 gostermektedir. *p<0,05 DMSO 6rnegine gore.

46



PANC1 MIA PaCa-2

200+

@©
(=}
]

=

(S

o
1

4‘

)
o
1

Laktat
(mmol/mg protein)
=y
o
1
Laktat
(mmol/mg protein)
o S
o o
1 1

0~ 0~
DMSO  AZP3-26  DFMO AZP3-26/DFMO DMSO  AZP3-26  DFMO AZP3-26/DFMO

Sekil-27: PFKFB3 ve ODC1 aktivitelerinin farmakolojik olarak birlikte inhibisyonu MIA PaCa-2
hiicrelerinde laktat salinimini azaltmaktadir.
PANCL1 ve MIA PaCa-2 hiicreleri DMSO, AZP3-26 (20 uM), DFMO (30 pM) ve AZP3-26/DFMO
kombinasyonu ile 48 saat muamele edildi. Besiyerindeki laktat seviyesi oOlgiildii ve protein
miktarlarina oranlandi. Deneyler 3 kez (n=3) tekrarlandi ve her bir deney duplike olarak caligildi.
Gorseldeki degerler, temsili bir ¢caligmanin ortalamatstandart sapmalarmi gostermektedir. *p<0,05;
**p<0,01 DMSO 6rnegine gore.

4.3.5. PFKFB3 ve ODC1 Enzimlerinin Farmakolojik inhibisyonlarinin PDAK
Hiicre Proliferasyonu Uzerine Etkisi

PANC1 ve MIA PaCa-2 hiicrelerinde PFKFB3 ve ODC1 enzim
aktivitelerinin sirasiyla AZP3-26 ve DFMO ile tek tek ve kombine olarak 24, 48, 72
ve 96 saat baskilanmasinin hiicre canliligi iizerindeki etkisi SRB yontemi ile
belirlendi. Sonuglar incelendiginde; 6zellikle 96 saat sonrasinda AZP3-26 PANC1
hiicrelerinin canliliginda yaklasik %25 (p<0,05, Sekil-28), MIA PaCa-2 hiicrelerinin
canliiginda %35 (p<0,05, Sekil-28) azalmaya neden olurken; DFMO, PANC1
hiicrelerinin canliliginda yaklasik %55 (p<0,01, Sekil-28), MIA PaCa-2 hiicrelerinin
canliliginda ise %80 (p<0,01, Sekil-28) diizeyinde bir azalmaya neden oldu. AZP3-
26/DFMO kombinasyonu ise her iki hiicre hattinda da tekli inhibisyonlara gore hiicre
canliliginda daha fazla baskilanmaya neden oldu (sirasiyla %75 ve %90; Sekil-28).
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Sekil-28: PFKFB3 ve ODCI aktivitelerinin farmakolojik olarak birlikte inhibisyonu PDAK hiicre
proliferasyonunu azaltmaktadir.

PANC1 ve MIA PaCa-2 hiicreleri DMSO, AZP3-26 (20 uM), DFMO (30 uM) ve AZP3-26/DFMO
kombinasyonu ile 24, 48, 72 ve 96 saat muamele edildi. Hiicre canliligi SRB yontemi ile belirlendi.
Hiicre yogunlugu sifirmer (0.) saate gore normalize edilerek %’lik degerlere cevrildi. Deney 3 kez
tekrarlandi (n=3). Degerler triplike olarak gerceklestirilen temsili bir deneyin ortalamazstandart
sapmasini gostermektedir. *p<0,05, **p<0,001 DMSO kontrole gore; #p<0,05 DFMO 06rnegine gore.

4.4 PFKFB3 ve ODC1 Enzimlerinin Farmakolojik Olarak Tekli ve Kombine
inhibisyonlarimin PDAK Hiicrelerinin Onkojenik Potansiyelleri Uzerine Etkisi

4.4.1. PFKFB3 ve ODC1 Enzimlerinin Farmakolojik inhibisyonlarimin PDAK
Hiicrelerinin Yumusak Agarda Tutunmadan Bagimsiz Bilyiimesine Etkisi

PFKFB3 ve ODC1 enzim aktivitelerinin sirasiyla AZP3-26 ve DFMO ile tek
tek ve kombine olarak baskilanmasinin PANC1 ve MIA PaCa-2 hiicrelerinin
tutunmadan bagimsiz koloni olusturma kapasiteleri lizerine etkisini ¢alismak i¢in
yumusak agar deneyleri gerceklestirildi. Bu amagla hiicreler %0,6 taban agar iizerine
%0,3 agar iceren besiyerinde ekildi. Hiicreler DMSO, AZP3-26, DFMO ve AZP3-
26/DFMO kombinasyonu ile 3 hafta muamele edildi. Koloniler kristal viyole ile
boyandiktan sonra resimleri ¢ekildi ve koloni sayilar1 Image J programi ile analiz
edildi. Sekil-29°da goriildiigii gibi PFKFB3 ve ODCI1 inhibisyonlari tek baslarina her
iki hiicre hattinin yumusak agarda koloni olusturma kapasitesini azalttig1 (p<0,05),
bu etkinin inhibitorlerin birlikte uygulandigi grupta daha fazla oldugu gozlemlendi

(p<0,01; Sekil-29 ve Sekil-30).
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Sekil-29: PANCI hiicrelerinde PFKFB3 ve ODC1’in farmakolojik olarak birlikte inhibisyonu tekli
inhibisyonlara gére yumusak agarda koloni sayisin1 daha fazla azaltir.

PANCI1 hiicreleri %0,6 alt agaroz tabakasi lizerine %0,3’liik agaroz iist tabakasina ekildi. Ertesi giin
DMSO, AZP3-26 (60 uM), DFMO (90 uM) ve AZP3-26/DFMO ilave edildi ve 3 haftada inkiibe
edildi. Koloniler %0,2 kristal viyole ile boyand1 (A). Koloniler Image J programinda sayildi ve
DMSO kontrole gore % olarak ifade edildi (B). Deney 3 kez tekrarlandi (n=3). Degerler dublike
olarak gergeklestirilen temsili bir deneyin ortalama+standart sapmasini gostermektedir. *p<0,05,
**p<0,01 DMSO kontrole gore.

49



(A)

AZP3-26/DFMO

(B)

120+
1004
80+
60—

40+

Koloni Sayisi %

20+

0=

DMSO AZP3-26 DFMO AZP3-26/DFMO

Sekil-30: MIA PaCa-2 hiicrelerinde PFKFB3 ve ODC1’in farmakolojik olarak birlikte inhibisyonu
tekli inhibisyonlara gére yumusak agarda koloni sayisini daha fazla azaltir.

MIA PaCa-2 hiicreleri %0,6 alt agaroz tabakasi iizerine %0,3’liik agaroz {ist tabakasina ekildi. Ertesi
giin DMSO, AZP3-26 (60 uM), DFMO (90 uM) ve AZP3-26/DFMO ilave edildi ve 3 hafta da inkiibe
edildi. Koloniler %0,2 kristal viyole ile boyandi (A). Koloniler Image J programinda sayildi ve
DMSO kontrole gore % olarak ifade edildi (B). Deney 3 kez tekrarlandi (n=3). Degerler dublike
olarak gergeklestirilen temsili bir deneyin ortalamatstandart sapmasini gostermektedir. *p<0,05,
**p<0,01 DMSO kontrole gore.
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4.4.2. PFKFB3 ve ODC1 Enzimlerinin Farmakolojik Inhibisyonlarinin PDAK
Hiicrelerinin Koloni Olusturma Potansiyeli Uzerine Etkisi

PFKFB3 ve ODCI enzim aktivitelerinin sirastyla AZP3-26 ve DFMO ile tek
tek ve kombine olarak baskilanmasinin PANC1 ve MIA PaCa-2 hiicrelerinin koloni
olusturma kapasiteleri tizerine etkisini ¢alismak i¢in 24-kuyucuklu plakalara 300’er
hiicre ekildi. Ertesi giin, DMSO, AZP3-26 (20 uM), DFMO (30 uM) ve AZP3-
26/DFMO kombinasyonu ile 3 hafta muamele edildi. Koloniler kristal viyole ile
boyandiktan sonra resimleri ¢ekildi ve koloni sayilar1 Image J programi ile analiz
edildi. Sekil-31 ve sekil-32°de goriildigi gibi PFKFB3 ve ODCI1 inhibisyonlari tek
baslara her iki hiicre hattinin koloni olusturma kapasitesini azalttig1 (p<0,05), bu
etkinin inhibitorlerin birlikte uygulandigi grupta daha fazla oldugu goézlemlendi
(p<0,01; Sekil-31, Sekil-32).
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Sekil-31: PFKFB3 ve ODC1’in farmakolojik olarak birlikte inhibisyonu tekli inhibisyonlara gore
PANCT hiicrelerinin koloni olugturma kapasitelerini daha giiclii baskilar.

PANCI hiicreleri 24 kuyulu hiicre plakalarma 300 hiicre/kuyu olacak sekilde ekildi. Ertesi giin
DMSO, AZP3-26 (20 uM), DFMO (30 uM) ve AZP3-26/DFMO kombinasyonu eklendi. 10 giin sonra
hiicreler metanolde fikse edildive ve %0,2 kristal viyole ile boyand1 ve fotograf goriintiileri kaydedildi
(A). Koloniler Image J programinda sayildi ve DMSO kontrole gore % olarak ifade edildi (B). Deney
3 kez tekrarland1 (n=3). Degerler dublike olarak gerceklestirilen temsili bir deneyin ortalama+standart
sapmasin1 gostermektedir. *p<0,01, **p<0,001 DMSO kontrole gore.
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Sekil-32: PFKFB3 ve ODC1’in farmakolojik olarak birlikte inhibisyonu tekli inhibisyonlara gore
MIA PaCa-2 hiicrelerinin koloni olusturma kapasitelerini daha giiglii baskilar.

MIA PaCa-2 hiicreleri 24 kuyulu hiicre plakalarina 300 hiicre/kuyu olacak sekilde ekildi. Ertesi giin
DMSO, AZP3-26 (20 uM), DFMO (30 uM) ve AZP3-26/DFMO kombinasyonu eklendi. 10 giin sonra
hiicreler metanolde fikse edildive ve %0,2 kristal viyole ile boyand1 ve fotograf goriintiileri kaydedildi
(A). Koloniler Image J programinda sayildi ve DMSO kontrole gore % olarak ifade edildi (B). Deney
3 kez tekrarlandi (n=3). Degerler dublike olarak gerceklestirilen temsili bir deneyin ortalama+standart
sapmasini gostermektedir. *p<0,05, **p<0,01, **p<0,001 DMSO kontrole gore.
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4.4.3. PFKFB3 ve ODC1 Enzimlerinin Farmakolojik Inhibisyonlarinin PDAK

Hiicrelerinin Matrijel Invazyonu Uzerine Etkisi

PFKFB3 ve ODC1 enzim aktivitelerinin sirasiyla AZP3-26 ve DFMO ile tek
tek ve kombine olarak baskilanmasmim PANC1 ve MIA PaCa-2 hiicrelerinin in vitro
invazyon kapasiteleri iizerindeki etkisini degerlendirmek i¢cin Matrijel invazyon
deneyi gerceklestirildi. 24 saatlik inkiibasyon sonrast AZP3-26’nin PANCI1
hiicrelerinin Matrijel invazyonu iizerine bir etkisinin olmadigi, DFMO’nun ise
hiicrelerin invazyon potansiyelini DMSO kontrole gore yaklasik %20 diizeyinde
azalttig1 gortldi (p<0,05; Sekil-30). AZP3-26/DFMO kombinasyonu ile invazyonda
yaklasik %35 ile daha giiglii bir azalma g6zlemlendi (p<0,01; Sekil-33). MIA PaCa-2

hiicrelerinde ise uygulanan deneysel sartlarda bir invazyon gozlenmedi.
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Sekil-33: PFKFB3 ve ODCI’in farmakolojik olarak birlikte inhibisyonu PANCI hiicrelerinin
Matrijelde invazyon kapasitesini baskilar.

PANCI hiicreleri 24 kuyulu hiicre plakalarina ekildi. Ertesi giin DMSO, AZP3-26 (20 uM), DFMO
(30 uM) ve AZP3-26/DFMO kombinasyonu eklendi. 24 saat sonra hiicreler tripsin ile kaldirild1 ve
%0,5 FBS ile inhibitorleri igeren besiyerinde Matrijel ile kapli Boyden haznelerine ekildi. Haznelerin
alt bolmelerine kemoatraktan olarak %10 FBS iceren normal besi yeri eklendi. 24 saat sonra invaze
olan hiicreler metanolde fikse edildi ve kristal viyole ile boyandi. (A) Hiicrelerin mikroskobik
goriintiileri. (B) Hiicreler Image J programinda sayildi ve normal sartlarda gogalan hiicrelere
normalize edildi. Deney 3 kez tekrarlandi (n=3). Degerler dublike olarak gergeklestirilen temsili bir
deneyin ortalama+standart sapmasini gostermektedir. *p<0,05, **p<0,01 DMSO kontrole gore.
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5.TARTISMA VE SONUC

PDAK, standart tedavi segeneklerine direngli 6liimciil bir kanser tiirii olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Bu nedenle yenilik¢i tedavi seceneklerinin gelistirilmesi bu
Oliimciil hastaligin kontrol altina alinmasinda ¢ok biiylik 6nem arz etmektedir. Diger
baz1 kanser tiirlerinde basar1 gosteren hedefe yonelik tedavi yaklasimlarinin
(Baudino, 2015) heniiz PDAK’da kullanimi yoktur. PDAK olgularinin neredeyse
tamaminda gbzlemlenen onkojenik KRAS geninin aktive edici mutasyonlarinin ve
aktivasyonunun PDAK gelisiminin hemen her asamasinda gerekli oldugu
bilinmektedir (Bryant ve ark., 2014; Kawada ve ark., 2017). Dolayisiyla, KRAS ve
iligkili sinyal yolaklarin1 modifiye etmeye yonelik yaklasimlar PDAK gibi mutant
KRAS tasiyan kanserlerde hedefe yonelik tedaviler i¢in biiyiik Onem teskil
etmektedir. Nitekim G12C mutasyonu (12.pozisyondaki glisin amino asidinin sistein
ile yer degistirmesi) tasiyan KRAS proteinini 6zgiin olarak hedefleyen bir ilag
(sotorasib) klinige girmistir (Skoulidis ve ark., 2021). Ancak, G12C mutasyonunun
pankreas kanserinde nadir goriilmesi bu tedavinin genellestirilmesi yoniinde onemli
bir engeldir. Bunun disinda KRAS-iligkili onkojenik yolaklarda gérevli enzimleri (or.
MEK) inhibe etmeye yonelik yaklagimlarin da genel olarak pankreas kanserlerinde

etkisi bulunmamaktadir (Neuzillet ve ark., 2014).

Metabolik yeniden programlanma kanserlerin ayirt edici 6zelliklerinden biri
olarak kabul edilmektedir (De Berardinis & Chandel, 2016; Hanahan & Weinberg,
2011). Ogzellikle tiimér hiicrelerinin  enerji metabolizmasi, proliferasyonu ve
sagkalimmi kontrol eden metabolik yolaklarin aktivitesi, tiimdr hiicrelerinin orijin
aldiklar1 normal hiicrelere gore, dramatik farkliliklar arz eder (De Berardinis &
Chandel, 2016). Bununla birlikte, farkli kanser tiirleri gelistirdikleri metabolik
fenotip ve kullandiklar1 enzimler agisindan farkliliklar gosterirler. PDAK, sergiledigi
metabolik degisiklikler ve bagimliliklar agisindan son derece kotii bir line sahiptir
(Qin ve ark., 2020). Pankreas tiimérleri gelistikleri doku ve mikro ¢evre agisindan
onemli farkliliklar sergiler. Yogun stroma ve desmoplastik reaksiyonlar, solid stres
ve intersitisyal sivi basincinin yol ag¢tigi besin agisindan fakir ve hipoksik ortam
pankreas tiimorlerinin metabolik bagimlilik ve adaptasyonunda kritik rol oynar
(LaRue ve ark., 2022). Goriiniirdeki bu olumsuz kosullara pankreas tiimérleri i¢ ana

yolla kars1 koyarlar: (1) Glikoz, amino asit ve lipit vb. besin maddelerinin enerji
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metabolizmasi yolaklarinin yeniden programlanmasi; (2) mikro ¢evreden alternatif
besin kaynaklarini kullanabilmesi ve (3) mikro cevredeki diger molekiiller ile

metabolik aligverislerin gelistirilmesi (Y. Li, Zhang, Xu, & Liu, 2021).

Yapilan ¢aligmalar, timor hiicrelerinde  gozlemlenen  metabolik
degisikliklerin onkogen ve tiimor baskilayici genlerin kontrolii altinda oldugunu
gostermektedir (Alexiou ve ark., 2017; Hamanaka & Chandel, 2012). PDAK
vakalarinin tamamina yakininda karsilagilan KRAS onkogeninin atkive edici
mutasyonlart (~%50 G12D; ~%30 G12V) ve bu KRAS proteinin hedefleri arasinda
bulunan c¢c-MYC aktivasyonu PDAK’da gobzlemlenen metabolik degisiklerde
etiyolojik bir rol oynamaktadir (Ala, 2022). KRAS, PDAK hiicrelerinde glikoz alim1
ve Warburg etkisi ile glikolizi hizlandirir (Kawada ve ark., 2017). Ornegin KRAS
PDAK hiicrelerinde glikoz aliminda gorevli GLUTL proteini ile beraber glikolizin
kritik enzimleri olan hekzokinaz 2 (HK2) ve laktat dehidrojenaz A (LDHA)
enzimlerinin ekspresyonlarini arttirir (Bryant ve ark., 2014). Diger taraftan, KRAS’in
PDAK hiicrelerinde makropinositozu aktive ederek PDAK hiicrelerinin ihtiyag
duydugu amino asitlerin konvansiyonel olmayan bir yolla temin edilmesini saglar
(Harris, 2022). Daha da 6nemlisi, gelisen metabolik degisimlerin PDAK gelisiminde
ve PDAK’m malin 0zelliklerinin (Or. hiicre ¢ogalmasi, sagkalim, invazyon,
kemoterapiye direng vb.) devaminda gerekli oldugu bilinmektedir (M. Jia, 2017).
KRAS mutasyonlu PDAK hiicrelerinin énemli bir kisminda gézlemlenen metabolik
degisiklikler ve bu degisikliklerin direkt olarak KRAS’1n kontroliinde gerceklestigini
gosteren kanitlar (R. Blum & Kloog, 2014; Bryant ve ark., 2014; Ying, Kimmelman,
Lyssiotis, Hua, Chu, Fletcher-Sananikone, ve ark., 2012) nedeniyle son zamanlarda
bazi metabolik enzimler ve yolaklar potansiyel terapdtik hedefler olarak
degerlendirilmeye baslanmistir (Cohen ve ark., 2015; Vaziri-Gohar, Zarei, Brody, &
Winter, 2018). Ancak, PDAK’1n metabolik plastisitesi dikkate alindiginda (Liang ve
ark., 2016; Perera & Bardeesy, 2015) tekli metabolik hedef yerine kombinasyonlarin

basar1 sansinin diisiik olacag diistiniilmektedir.
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Bu calismada PDAK hiicrelerinde KRAS tarafindan aktive edilen aerobik
glikoliz ve poliamin sentez yolaginin birlikte hedeflenmesinin PDAK hiicrelerinin in
vitro metabolik, proliferatif ve onkojenik potansiyelleri Tlizerindeki etkisinin
incelenmesi amaglandi. PDAK hiicrelerinde glikolizin baskilanmasi i¢in PFKFB3
izoenzimi se¢ildi. PFKFB3, aralarinda pankreas kanserlerinin de dahil oldugu birgok
kanser tiirtinde fazla miktarda eksprese edilmektedir (Atsumi ve ark., 2002). Ayrica
glikolizin hiz sinirlayict enzimlerinden PFK1 enziminin 6nemli bir allosterik
aktivatorii olan F2,6BP molekiiliiniin yapimindan sorumlu PFKFB izoenzimleri
arasinda en fazla kinaz aktivitesine sahip olmasi nedeniyle de, PFKFB3 kanser
tedavisinde degerlendirilebilecek bir terapotik hedef olarak goriilmektedir (Shi ve
ark., 2017). Bununla birlikte PDAK hiicrelerinde PFKFB3 enziminin roliinii
degerlendiren az sayida ¢alisma bulunmaktadir (S.C. Ozcan ve ark., 2021).

Calismada poliamin sentez yolaginin inhibisyonu i¢in bu yolagin hiz
siirlayict enzimi ODCI1 segildi. Ruiz-Pérez ve ark. (2015) tarafindan neuroblastoma
hiicrelerinde yapilan bir c¢alismada glikolizin glikoz analogu 2-DG yoluyla
inhibisyonunun  MYC-iliskili ODC1 ekspresyonunu azalttigt  gosterilmistir.
Caligmadaki bulgular bu iki yolagin tiimdr hiicre biyolojisinde is birligi yapabilecegi
ve dolayisiyla glikoliz ve poliamin sentez yolaginin birlikte inhibisyonunun timoér
metabolizmasinin hedeflenmesinde degerlendirilebilecegi Ongoriisiini
desteklemektedir. Nitekim baska bir ¢alismada 2-DG ile ODC1’in geri doniisiimsiiz
inhibitérii DFMO ile birlikte kullaniminin tekli ajanlara gore PDAK tiimor
olusumunu daha gii¢lii bir sekilde baskiladigi rapor edilmistir (Saydjari, Alexander,
Barranco, Townsend, & Thompson, 1989). Bununla birlikte; farkli in vitro ve
preklinik modellerde tek basimna ya da farkli ajanlara kombine bir sekilde anti-
timorojenik etki gosteren 2-DG, terapotik dozlarda yaygin toksisiteye neden
olmaktadir (Laussel & Léon, 2020). Bu durum, 2-DG’nin klinikte kullanimina
engeldir. Bununla birlikte, PFKFB3 aktivitesinin farkli yontemlerle baskilanmasinin
timor hiicrelerindeki hizlanmis glikolitik aktivitenin kontrol altina alinmasinda
bagvurulabilecek bir anti-kanser yaklasim oldugunu gdsteren ¢ok sayida g¢alisma

bulunmamaktadir (Jones ve ark., 2022).
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Calisma kapsaminda yapilan in siliko analizler PFKFB3 ve ODCI genlerinin
ekspresyonlarinin PDAK tiimérlerinde arttigini gostermektedir. Bu bulgu Nakkina ve
ark. (2021) ile Minchenko ve ark. (2014) tarafindan yapilan c¢alismalar ile
uyumludur. Calismada model olarak se¢ilen ve KRAS mutasyonu tasiyan PANCI1 ve
MIA PaCa-2 hiicrelerinde, bu iki genin ekspresyonlari genetik olarak siRNA yontemi
ile baskilandi. qPCR sonuglar1 siRNA yontemi ile her iki gen ekspresyonunun tek tek
ve kombine olarak basarili bir sekilde azaltilabildigini gostermektedir. Ancak ilging
bir sekilde her iki hiicre hattinda ODC1’in tek basina susturulmasimmin PFKFB3
mRNA seviyesini azalttigi; PFKFB3’iin tek basina susturulmasinin sadece PANCI
hiicrelerinde ODC1 ekspresyonunu baskiladigi goriildii (Sekil-12). Western blot
yontemi ile analiz edilen protein diizeylerine bakildiginda ise PANCI hiicrelerinde
mRNA diizeyleri ile uyumlu bir sekilde PFKFB3 susturulan 6rneklerde ODCI
protein diizeyinde azalma gozlemlenirken, ODCI1 susturulmasi PFKFB3 protein
diizeyinde bir azalmaya neden olmadi (Sekil-13). MIA PaCa-2 hiicrelerinde ise
PFKFB3 susturulmast ODC1 mRNA diizeyini etkilemezken ODCI protein
diizeyinde artisa neden oldu. MIA PaCa-2 hiicrelerinde ODCI1 susturulmas1 PFKFB3
protein diizeyinde, mRNA ile diizeyleri ile uyumlu bir sekilde artisa neden oldu. Bu
veriler PFKFB3 ve ODC1’in karsilikli regiilasyonuna isaret etmektedir. Bununla
birlikte, mRNA ve protein diizeyinde gozlemlenen kismi uyumsuzluk bu sonuglarin
biyolojik 6nemine iligkin yorumlarin dikkatli yapilmasini1 gerektirmektedir. Hiicre i¢i
MRNA ve protein seviyelerini kontrol eden farkli mekanizmalar dikkate alindiginda,
mRNA ve protein diizeylerinin goriinen uyumsuzluklar her zaman beklenmeyen bir
durum degildir (Schmidt, 1989). Diger taraftan gerek gPCR ve gerekse Western blot
analizlerinde kullanilan problarin  ve antikorlarin biitin mRNA kirpilma
varyantlarina ve proteinlerine 6zgiin olmamasi1 gozlemlenen bu uyumsuzluklarin

diger bir nedeni olabilir.

PFKFB3’lin baskilanmasinin hiicre-igci F2,6BP seviyesini diislirdliigii
bilinmektedir (Shi ve ark., 2017). Bu calismada da beklendigi gibi, PFKFB3’iin
siRNA ile susturulmasi her iki PDAK hiicresinde F2,6BP seviyelerini 6nemli oranda
disiirdii (Sekil-16). Elde edilen bu sonug, PFKFB3 izoenziminin ¢alisilan PDAK
hiicrelerindeki F2,6BP seviyesinin kontroliinde kritik bir role sahip oldugu goriisiinii

desteklemekte olup, bu sonug farkli kanser tiirlerinde yapilan ¢alismalarla uyumludur
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(Kotowski ve ark., 2021). PANCI hiicrelerinde ise ODC1’in siRNA ile susturulmasi
PFKFB3 kadar olmasa da F2,6BP seviyesini dnemli oranda azalttig1 goriildi (Sekil-
16). Bu bulgu, genel olarak poliamin sentez yolagina ozel olarak ODCL1
ekspresyonunu hiicre-i¢i F2,6BP seviyeleri ile iliskilendiren ilk gozlem olup,
poliamin sentez yolag: ile glikoliz arasindaki olas1 baglantiya iliskin 6ngoriiniin
mekanistik temellerine 1s1k tutabilir. Bununla birlikte, MIA PaCa-2 hiicrelerinde bu
etkinin goriilmemesi ODC1 ve F2,6BP iliskisinin hiicreye 6zgiin olabilecegine isaret
etmektedir. Diger taraftan, her ne kadar, ODCI1 baskilanan hiicrelerde F2,6BP
seviyesindeki azalmaya PFKFB3 mRNA seviyesindeki azalma eslik etse de
ODCTI’in siRNA-araciligiyla baskilanmasinin F2,6BP seviyesi iizerindeki etkisinin
PFKFB3-aracili olup olmadiginin anlagilmasi igin daha fazla g¢alismaya ihtiyag
duyulacaktir. PFKFB enzimleri disinda TP53 ile Indiiklenen Glikoliz ve Apoptoz
Regiilator (TIGAR) proteininin fosfataz aktivitesi ile F2,6BP molekiiliiniin F6P
molekiiliine hidrolizini katalizleyerek timor hiicrelerinde hiicre-i¢i  F2,6BP
seviyesinin kontroliinde gorev aldigi bilinmektedir (Bensaad ve ark., 2006). Diger
taraftan, enzimlerin ekspresyon seviyeleri degismeksizin posttranslasyonel
modifikasyonlarla aktivitelerinin degisebilecegi dikkate alindiginda (Ryslava,
Doubnerova, Kavan, & Vanék, 2013); ODC1 ve F2,6BP seviyeleri arasindaki
iliskinin molekiiler temellerinin aydinlatilmasina yonelik ilave c¢alismalar bu iki
yolagin PDAK metabolizmas1 ve gelisimindeki rollerinin daha iyi anlagilmasina

katki sunabilir.

Bu calismada PFKFB3’iin ve ODC1’in tek baslarina siRNA ile susturulmasi
PDAK hiicrelerinin glikoz alim1 ve laktat seviyesi ile dl¢iilen glikolitik aktivitesinde
herhangi bir etkiye neden olmadi (Sekil-17 ve Sekil-18). Ozellikle PFKFB3’iin
baskilanmasimin glikoz alimi1 ve laktat salinimini etkilememesi, bu enzimin kabul
goren rolil ile uyumlu olmasa da farkli kanser hiicrelerinde ve 6zellikle de PDAK
hiicrelerinde Yalcin ve ark. (2009 ve 2017) tarafindan yapilan caligmalarda elde
edilen bulgular1 desteklemektedir. Bununla birlikte bu calisma kapsaminda;
PFKFB3’iin glikoz alim1 ve laktat salinimina etkisinin gézlenmemesinin potansiyel
sebepleri arasinda; PFKFB3 baskilanmas: ile F2,6BP seviyesinde goriilen diigmenin
gozlemlenen glikolitik aktiviteyi diisiirmek icin yeterli olmamasi gibi hiicresel

nedenler yaninda kullanilan analitik yontemlerin direkt olarak glikolitik aktiviteyi
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degerlendirmede yetersiz kalmasi gibi teknik nedenler olabilir. Bilindigi gibi
hiicrelerde sentezlenen laktat molekiiliiniin glikoz diginda kaynaklar1 s6z konusudur.
Bunlar arasinda glutamin amino asidi énemli bir yer tutmaktadir (L. Yang, Venneti,
& Nagrath, 2017). Bu ¢alismada PFKFB3 ve ODCI1 susturulmasi sonrasi F2,6BP
seviyesindeki azalma nedeniyle hiicreler glutaminoliz adi verilen bir yolagin
aktivitesini arttirarak glikolizdeki yavaslamaya bagli enerji ve metabolit kaybini
telafi etme yoluna gitmis olabilir (Wang ve ark., 2018). Nitekim glikolizin farkli
noktalardan inhibisyonunun kanser hiicrelerine alternatif enerji yolaklarim
kullanmaya ittigini gosteren ¢aligsmalar vardir (Shiratori ve ark., 2019). PFKFB3 ve
ODCI1 baskilanmasinin hiicreler tarafindan glikoz kullanim1 ve glikoz-kaynakli laktat
sentezini nasil etkilediginin net olarak ortaya koyulabilmesi i¢in hiicrelerin izotop-
isaretli glikoz ile beslenerek glikoz kaynakli glikolitik metabolitlerin ve laktat
molekiiliiniin niikleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopi ya da Kkiitle-

spektrofotometresi (MS) gibi ile ileri yontemlerle analiz edilmesi gerekir.

Bu c¢alismada PFKFB3’in SiRNA-aracili baskilanmasi MIA PaCa-2
hiicrelerinin proliferasyonunda bir azalmaya neden oldu. ODC1 baskilanmasi ise
PANCI1 hiicrelerinin proliferasyonunu azaltti. Onemli olarak da PFKFB3 ve
ODC1I’in kombine olarak siRNA ile susturulmasi tekli baskilamalara gore her iki
hiicrenin proliferasyonunda daha biiyiik azalmaya yolagt1 (Sekil-19). PFKFB3’iin
siRNA-aracili  susturulmasinin  kanser hiicre proliferasyonunu  baskiladigi
bilinmektedir (Gustafsson ve ark., 2018; A. Yalcin ve ark., 2014). Yalcin ve ark.
(2009) tarafindan yapilan bir ¢aligmada PFKFB3’tin kismen kanser hiicrelerinin
cekirdegine lokalize oldugunu ve bazi kanser hiicrelerinin glikolitik aktivitesini
etkilemeden hiicre proliferasyonunu regiile ettigini gosterilmistir. Bu ¢alismada da
benzer sekilde PFKFB3’iin baskilanmasi glikoz alimi ve laktat salinimini
etkilemeksizin PDAK hiicre ¢ogalmasimni baskiladigr gozlemlendi. Bu bulgu,
PFKFB3’iin glikoliz-dis1 fonksiyonlar1 olabilecegi goriisiinii  desteklemektedir
(Alvarez, Mandal, & Chittiboina, 2021). ODC1I’in siRNA ile sessizlestirilmesi
PANCI hiicrelerinde PFKFB3 baskilanmasina benzer sekilde hiicre proliferasyonunu
azalttigt ve PFKFB3 ile ODC1’in birlikte sessizlestirilmesinin tekli baskilamalara
gore her iki hiicre hatttinin ¢ogalmasinda daha giiclii azalmaya neden oldugu

goriildil.
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Bu bulgular PFKFB3 ve ODC1 enzimlerinin kombine hedeflenmesinin
PDAK hiicrelerinin g¢ogalmasinin kontroliinde bagarili bir strateji olabilecegi
hipotezini desteklemekte olup bu iki enzimin farkli kanser tiirlerinde tek baslarina
genetik olarak baskilanmasinin anti-proliferatif ve antitimorojenik etkisini gosteren
calismalar ile uyumludur (Calvo ve ark., 2006; Choi ve ark., 2016; Kim ve ark.,
2017).

Gen iiriinleri proteinlerin hiicresel fonksiyonlarinin ¢alisilmasinda genetik ve
farmakolojik araglar birbirlerinin destekleyici yontemler olarak siklikla birlikte
kullanilmaktadir (Sattari, 2013). Calisma kapsaminda genetik yoOntem olarak
kullanilan siRNA ve farmakolojik yontem olarak kiiciik kimyasal molekiiller ile
inhibisyon kisa ve ¢abuk etki gostermesi agisindan benzerlik gostermekle birlikte,
hedef-dis1 etkiler, tesir (efficay) ve gii¢ (potency) agisindan farkliliklar sergileyebilir.
siRNA molekiillerinin hedef-dis1 etkilerinin daha diisiikk oldugu kabul gérmektedir
(Fedorov ve ark., 2006). Ancak, 6zellikle enzimlerin katalitik bolgesini hedefleyen
kimyasal molekiillerin kullamildig1 farmakolojik yontem tesir ve gii¢ acisindan
siRNA-temelli genetik yontemlerden dstiindiir (Knight & Shokat, 2007). Bu
calismada da hem birbirlerini desteklemesi ve hem de farkli yontemlerin
avantajlarindan yararlanmak acisindan siRNA ve farmakolojik yontem birlikte
kullanilmistir. PFKFB3 ile karsi gelistirilen ¢ok sayida inhibitor bulunmaktadir
(Jones ve ark., 2022). Bunlardan 3-(3-pyridinyl)-1-(4-pyridinyl)-2-propen-1-1 (3PO),
PFKFB3’iin F6P baglanma bdlgesine karsi gelistirilen ilk PFKFB3 inhibitorii olup
(Knight & Shokat, 2007), daha sonraki optimizasyon c¢alismalariyla daha aktif
PFK15 ve PFK158 analoglar1 sentezlenmistir. Bu molekiiller in vitro ve in vivo anti-
glikolitik, anti-proliferatif ve anti-tiimoérojenik etki sergilemektedirler (Brian F. Clem
ve ark., 2013). Bunlardan PFK158 biitiin PFKFB3 inhibitorleri arasinda faz I klinik
denemelere giren (NCT02044861) ilk bilesik olmustur. Ancak Boyd ve ark. (2015)
tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada 3PO ve tiirevlerinin PFKFB3’e in vitro ¢ok
yuksek dozlarda dahi (>100 puM) baglanmadigini gdstermistir. Bundan hareketle
sentezlenen ve optimize edilen indol tiirevi bazi1 bilesikler tanimlanmis olup, bu
bilesiklerin bazilarinin PFKFB3’lin ATP baglanma boélgesine diger izoenzimlere

gore belli bir secicilik ile baglandig1 ve akciger kanseri hiicre hattt A549°da glikolitik
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aktiviteyi baskiladigi rapor edilmistir. Bu bilesiklerden ticari olarak mevcut AZP3-26

bu ¢alisma kapsaminda kullanilmak iizere se¢ilmistir.

ODC/I’in enzimatik aktivitesini inhibe etmeye yonelik gelistirilen DFMO
(eflornitin)’nun poliamin sentez yolaginin inhibisyonunda in vitro ve in vivo yaygin
kullanim1 vardir (Alexiou ve ark., 2017). DFMO, ODC1’in geri doniisiimsiiz bir
inhibitoridiir (Ning ve ark., 2003). Deneysel ve klinik ¢alismalar DFMO’nun
Ozellikle anaplastik glioma (Levin, Ictech, & Hess, 2018) ile neuroblastomada
(Bassiri ve ark., 2015) tedavi ve kolorektal kanserde (Raj ve ark., 2013) onleyici
olarak kullanilabilecegine isaret etmektedir. Bu calismalar baz alinarak,
calismamizda ODCIl’in farmakolojik olarak inhibisyonu amaciyla DFMO
secilmistir. Her ne kadar enzimlerin katalitik bdlgelerini hedefleyen bu inhibitorlerin
hedef gen ve proteinlerinin ekspresyonunu etkilemesi beklenmese de caligma
kapsaminda AZP3-26 ve DFMO’nun tekli ve kombine kullanimlarinin PFKFB3 ve
ODC1 mRNA ve protein ekpresyonlarma etkisi incelendi. Ozellikle enzimlerin
protein seviyeleri degerlendirildiginde, AZP3-26’min PANCI hiicrelerinde
PFKFB3’ii mRNA ve protein diizeyinde azalttigi gortldi (Sekil-21). Literatiirde
AZP3-26’n1in kanser hiicrelerinde PFKFB3 ekspresyonu iizerindeki etkisini inceleyen
herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu sonug, AZP3-26’un transkripsiyonel
etkisinin de olabilecegine isaret etmektedir. Ilging olarak PANCI1 hiicrelerinde
DFMO’nun da AZP3-26’ya benzer sekilde PFKFB3’iin protein seviyesini diislirdiigii
gortldii  (Sekil-23). DFMO’nun PFKFB3 ekspresyonu iizerindeki etkisinin
mekanistik temelleri bu calisma kapsaminda incelenmemistir; ancak ODC1’in
poliaminler araciligiyla c-MYC {izerinden glikolizin 6nemli bir kontrol enzimi olan
piriivat kinaz M2 (PKM?2) ekspresyonunu indiikledigini gosteren ¢alismalar (Gupta
ve ark., 2018; Zeng ve ark., 2020) dikkate alindiginda diger bir c-MYC hedefi olan
PFKFB3’iin de benzer bir mekanizma regiile edilip edilmediginin arastirilmasi
onemli olacaktir. Her ne kadar AZP3-26’nin fiziksel olarak in vitro PFKFB3’e
baglandig: bilinse de (Boyd ve ark., 2015), bu bilesigin hiicre-i¢i F2,6BP seviyesine
etkisi bilinmemektedir. Calismamizda AZP3-26’nin her iki hiicre hattinda da siRNA
kadar olmasa da F2,6BP seviyelerini diistirdiigii gézlemlendi (Sekil-25). Bu etkinin
PFKFB3’lin siRNA baskilanmasi ile elde edilen diizeye ulagsmamasi, kullanilan

AZP3-26 dozu (20 uM) ile iliskili olabilir. Ancak bu doz literatiirde bu bilesigin anti-
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glikolitik aktivite gostermesi igin rapor edilen dozundan (~5 uM) daha yiiksektir.
Dolayistyla, AZP3-26’nin PFKFB3’iin kinaz aktivitesi iizerindeki tesiri yeterince

gliclii olmayabilir.

Literatiirde DFMO’nun F2,6BP {izerindeki etkisini inceleyen bir calisma
bulunmamaktadir. Bu ¢alismada DFMO’nun PDAK hiicrelerinde F2,6BP seviyesini
arttirdig1 goézlemlendi (Sekil-25). Bu gozlem siRNA ile yapilan genetik baskilanma
deneyleri ile karsilastirildiginda PANCI1 hiicrelerinden elde edilen sonuglar ile
uyumludur (Sekil-16). DFMO’nun PANCI hiicrelerinde PFKFB3 protein seviyesini
diisiiriirken F2,6BP seviyesini arttirmasmin altinda iki neden olabilir: (1) DFMO
PFKFB3 proteinin enzimatik aktivitesini posttranlasyonel modifikasyon yoluyla
arttirtyor olabilir. Nitekim PFKFB3 proteininin 6zellikle fosforilasyon yoluyla
kinaz:fosfataz aktivite oraninin dramatik olarak degisebildigi bilinmektedir (Jones ve
ark., 2022). (2) DFMO ile PFKFB3 protein seviyesindeki azalma diger PFKFB
izoenzimlerinin biri ya da birkag¢inin ekspresyonu/aktivitesinde telafi edici artisi
tetiklemis olabilir. AZP3-26 ve DFMO’nun kombine kullaniminin her iki hiicrede de
F2,6BP seviyesinde diismeye neden olmamasi hatta MIA PaCa-2 hiicrelerinde
DMSO kontrole gore artisa yolagmasi kullanilan dozlar ve/veya uygulama siiresinin
(48 saat) bu hiicrelerde total hiicre-i¢i total F2,6BP seviyesinin kontrol altina
alinmasi agisindan yetersiz olduguna isaret etmektedir. F2,6BP seviyelerinde AZP3-
26 ile gozlemlenen diismenin DFMO ile gozlemlenen artis ile ortadan kalkmasi elde
edilen sonucu aciklayabilecek en gercek¢i senaryo gibi goriinmektedir. Bununla
birlikte, PFKFB3’lin kismen hiicrelerin c¢ekirdegine lokalize oldugunu ve
cekirdekteki kinaz aktivitesinin bazi hiicresel fonksiyonlar (6r. proliferasyon) icin
gerekli oldugunu gosteren calisma (Yalcin ve ark., 2009) dikkate alindiginda,
hiicrelerin sitoplazma ve ¢ekirdekteki gérece F2,6BP seviyelerinin 6l¢iilmesi F2,6BP
tiretimini hedef alan stratejilerin etkinliginin degerlendirilmesi a¢isindan daha uygun
olabilir. Diger taraftan, F2,6BP oldukca dayaniksiz bir molekiil olup, hiicrelerdeki
seviyesi hiicre siklusunun fazi ve hiicre yogunlugundan etkilenmektedir (Bartrons ve
ark., 2018). Calisma kapsaminda kullanilan farmakolojik yaklasimlarin meydana
getirdigi primer ve sekonder etkiler hiicrelerdeki F2,6BP {iretimini ve zamanin farkl
etkilemis olabilir. Bununla birlikte, c¢alismamizda AZP3-26 ve DFMO

kombinasyonunun, tekli inhibisyonlardan farkli olarak MIA PaCa-2 hiicrelerinde
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glikoz alimi ve laktat seviyesini diisiirmesi, yine de hiicre tipine bagli olarak
PDAK’da PFKFB3 ve ODC1’in birlikte inhibisyonunun glikolitik aktiviteyi kontrol
etmede yararli olabilecegine isaret etmektedir. Elde edilen bu sonu¢ F2,6BP
seviyeleri ile uyumlu degil gibi goriinse de hiicre-i¢i F2,6BP olgiimii ile
besiyerlerinde Olciilen glikoz ve laktat seviyelerinin Ol¢limiiniin zamansal agidan
onemli bir farklilik sergiledigi gozardi edilmemelidir. F2,6BP seviyesinin 6l¢iimii
analiz esnasinda anlik durumu ortaya koyarken, besiyerindeki glikoz ve laktat
seviyesi Ol¢limii ilag uygulamasindan itibaren 48 saat boyunca meydana gelen total
degisiklikleri kapsamaktadir. Bunun yerine, F2,6BP seviyelerinin tek bir siire yerine
farkli araliklarla dl¢tilmesi ve glikoz alimi ile glikolitik ativitenin isaretli glikoz ile
hiicre-i¢i olarak MS ve NMR gibi yontemlerle 6l¢iilmesi daha dogru ve anlaml

sonuclar verebilir.

Glikoliz ve poliamin sentez yolaklarmin farkli noktalardan farmakolojik
olarak baskilanmasinin kanser hiicre proliferasyonu ve onkojenik 0&zellikleri
baskiladigini gosteren galismalar bulunmaktadir (Gustafsson ve ark., 2018; W. Jia ve
ark., 2018; A. E. Pegg, Madhubala, Kameji, & Bergeron, 1988; Anthony E. Pegg &
Casero, 2011). Ancak, her iki yolagin aktivitesinin kombine olarak inhibisyonunun
etkisini degerlendiren ¢alisma kisithidir (Koomoa ve ark., 2013; Zeng ve ark., 2020).
Glikoliz ve poliamin sentez yolagi arasindaki iliski olabilecegini gosteren bu
calismalar dikkate alindiginda, bu iki yolagin kritik enzimlerinin birlikte
inhibisyonunun PDAK gibi metabolik olarak agresif bir kanserin kontrol altina

alinmasinda yararl olabilecegine isaret etmektedir.
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PFKFB3 ve ODC!l’in kombine inhibisyonu her iki PDAK hiicresinde
proliferasyonu tekli inhibisyonlara gére daha kuvvetli bir sekilde baskiladi. Bu etki
ozellikle ¢alismada kapsaminda test edilen son siirede (96 saat) belirgindir (Sekil-
28). Calismamiz, AZP3-26 araciligiyla PFKFB3 aktivitesinin baskilanmasinin kanser
hiicre proliferasyonu iizerindeki etkisini gosteren ilk ¢alisma olsa da elde edilen
veriler PFKFB3’iin farkli yontemlerle tek basina inhibisyonunun kanser hiicrelerinin
¢ogalmasia ket vurdugunu raporlayan galisma sonuglar1 ile uyumludur (Jones ve
ark., 2022). Benzer sekilde ODC1 ile PDAK hiicrelerinde yapilan ¢alismalar (Gitto
ve ark., 2018) kisith olsa da yine bu ¢alismadan elde edilen veriler ODC1’in DFMO
ile inhibisyonunun farkli kanser tiirlerinde anti-proliferatif oldugunu gdsteren

calismalar desteklemektedir.

Bu ¢alismada PFKFB3 ve ODC1’in tek basina ve kombine hedeflenmesinin
hiicre proliferasyonuna ek olarak yumusak agarda lireme, koloni olusturma ve invazif
kapasitelerinin degerlendirildigi onkojenik analizler gerceklestirildi. AZP3-26 ve
DFMO’nun tek baslarina her iki hiicrenin yumusak agarda biiylimesini ve iki boyutlu
ortamda koloni olusturma kapasitelerini azalttigi gortildi (Sekil-29 ve Sekil-30). Bu
sonuglar farkli kanser hiicrelerinde PFKFB3’iin farmakolojik inhibisyonunun anti-
onkojenik etkisini raporlayan ¢aligmalardan elde edilen veriler ile uyumludur (Jiang
ve ark., 2022; Lypova, Telang, Chesney, & Imbert-Fernandez, 2019). Yine ODC1’in
farkl1 kanser hiicrelerinde DFMO ile tek basina inhibisyonu koloni olusturma
potansiyellerini zayiflatmaktadir (Evageliou ve ark., 2016). Onemli olarak bu
calisma kapsaminda, PFKFB3 ve ODC1’in birlikte inhibisyonlart her iki PDAK
hiicresinde benzer sekilde yumusak agarda biiyime ve koloni olusturma
kapasitelerini tekli inhibisyonlara goére daha kuvvetli bir sekilde baskiladigi

gozlemlendi (Sekil-29 — 32).

Matrijel deneyleri kanser hiicrelerinin in vitro gog¢ ve invazif kapasitelerinin
degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir. EMT, kanser hiicrelerinin
invazif potansiyelini arttirarak metastazda 6nemli bir rol oynar (Heerboth ve ark.,
2015). Literatiir incelendiginde PFKFB3 ve ODC1’in tek baslarina inhibisyonlarinin
farkli kanser hiicrelerinde EMT ve invazyonu azalttig1 gosterilmistir (Manni ve ark.,
2005; Sunkara, Prakash, & Rosenberger, 1982; Abdullah Yalcin ve ark., 2017).
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Sekil-33’te goriildiigli gibi PANCI ile gerceklestirilen Matrijel invazyonu deneyinde,
AZP3-26 ve ODCI1 inhibitdrlerinin kombine uygulamasinin tekli uygulamalara gore
hiicrelerin invazyon kapasitesini daha fazla azalttigi gézlemlendi. PFKFB3 ve
ODCTI’in benzer onkojenik regiilasyon mekanizmalar1 da dikkate alindiginda bu
veriler, her iki enzimin birlikte inhibisyonu ile daha kuvvetli anti-invazif etki elde
edilebilecegi hipotezini desteklemektedir. Ancak, calismada uygulanan yontem ile
kontrol MIA PaCa-2 hiicrelerinde bir invazyon goriilemedi. Matrijel bilindigi gibi
farkli ekstraselliiler matriks bilesenleri icermekte olup, her bir tiimoér hiicresinin
invazyon kapasitesini degerlendirmeye uygun olmayabilir. Bu nedenle bazi kanser
hiicrelerinin  in  vitro invazif kapasitesinin degerlendirilmesinde  se¢ilmis
ekstraselliller matriks materyalleriyle hazirlanan ortamlar gerekebilir. Nitekim
Ikenaga ve ark. (2012) tarafindan yapilan bir calismada sadece bazi PDAK

hiicrelerinin invazyon deneylerinde kollajen kullanilmistir.

PFKFB3’in gerek siRNA ve gerekse farmakolojik olarak birlikte
inhibisyonlarinin  glikolitik  aktiviteyi belirgin diizeyde etkilemeden hiicre
proliferasyonu ve onkojenik o6zellikleri azaltmasi, PDAK hiicrelerinde PFKFB3
izoenziminin glikolitik aktivitesi lizerindeki etkisinin sinirli olabilecegine ancak
glikolizden bagimsiz olarak bazi hiicresel fonksiyonlar1 diizenleyebilecegine isaret
etmektedir. Nitekim Ozcan ve ark. (2020) tarafindan yapilan bir ¢alismada PDAK
hiicrelerinde PFKFB2 izoenziminin hiicre i¢i F2,6BP seviyesinin ve glikolitik
aktivitenin kontroliinde 6nemli oldugunu ve Yalcin ve ark. (2017) tarafindan yapilan
bir ¢aligmada da PFKFB3’iin PDAK hiicre glikolizine etkisinin kisitli olabilecegine

isaret etmektedir.

Calisma kapsaminda kullanilan gérece yeni bir bilesik olan ve heniiz anti-
kanser potansiyeli daha 6nce test edilmemis olan AZP3-26’nin in vitro hiicre-temelli
testlerde makul bir doz olan 20 uM diizeyinde PDAK hiicrelerindeki F2,6BP
diizeylerine olan kisitlt etkisi, bu hiicrelerinde PFKFB3’iin bazal sartlarda glikolitik
aktivite lizerindeki smirh etkisini gosteren calismalar (Abdullah Yalcin ve ark.,
2017) ile uyumludur. Bununla birlikte AZP3-26 ile F2,6BP iizerinde gozlemlenen
etkinin siRNA ile karsilastirilinca daha diistik diizeyde kalmasi bu bilesigin hiicre-ici

PFKFB3 aktivitesini baskilamada yeterince etkin olmadigina isaret etmektedir. Yine
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de AZP3-26’nin kullanilan dozda in vitro anti-onkojenik olabilecegini gosteren
bulgularimiz, PFKFB3’iin glikoliz-dis1 etkilerini akla getirmektedir. Kald: ki, Yalcin
ve ark. (2009) tarafindan tarafindan yapilan bir ¢alismada PFKFB3’iin kismen
cekirdege lokalize olarak glikolizdeki etkisinden bagimsiz olarak kanser hiicre
proliferasyonunu indiikledigi gosterilmistir. Mevcut calismada AZP3-26 ile
gbozlemlenen etkinin PFKFB3’iin ¢ekirdekteki aktivitesindeki azalmasina bagh
olarak gergeklesip gerceklesmediginin anlagilmasi i¢in PFKFB3’lin ¢ekirdege
gbclinii engelleyen mutasyonlar esliginde yapilan geri ekleme deneylerine ihtiyag

vardir.

DFMO ise ODC1 aktivitesinin baskilanmasinda kabul gérmiis bir bilesiktir.
Ancak hiicre i¢i poliamin konsantrasyonu, sadece sentezden etkilenmeyip hiicreye
poliamin transportuna da baghdir (J. Li ve ark., 2020). Ozellikle PDAK mikro
cevresi poliaminler a¢isindan zengin olup, KRAS hiicrelere ODC1 yaninda poliamin
transportunda gorevli proteinlerin de ekspresyonunu uyarir (Phanstiel, 2018).
Dolayisiyla ODC1’in inhibisyonu hiicre-i¢i poliamin konsantrasyonunu azaltmakta
yetersiz kalabilir. Bu nedenle son zamanlarda yapilan c¢alismalarda, hiicrelerde
poliamin metabolizmasinin  baskilanmasinda ODCI1 ile beraber poliamin
transportunun birlikte kullanildig1 yaklasimlar giindeme gelmeye baslamistir (Gitto
ve ark., 2018; Samal ve ark., 2013). Nitekim DFMO ile poliamin transport inhibitori
kombinasyonunun pankreas kanseri hiicrelerinde tekli ajanlara gore daha kuvvetli
anti proliferatif etki gosterdigi rapor edilmistir (Muth ve ark., 2014). Ayrica bdyle bir
yaklasimin poliamin metabolizmasinin daha kuvvetli inhibisyonu yaninda timor
mikro ¢evresinde anti-timoral immun yaniti arttirdigi gézlemlenmistir (Nakkina,
Gitto, Pandey, ve ark., 2021). Diger taraftan yapilan bazi g¢alismalar poliamin
sentezinde kullanilan ornitin aminoasitin kaynaginin da kritik olduguna isaret
etmektedir. Calismamizin yazimi sirasinda yayinlanan giincel bir ¢caligma da (Lee ve
ark., 2023); normal dokular ve diger bir¢ok kanser tiiriinde arjinin amino asidi ornitin
icin bir kaynak gorevi goriirken, pankreas tiimorlerinde besiyerinde ve mikro ¢evrede
bulunan glutamin aminositinin ornitin i¢in daha 6nemli bir kaynak oldugunu ortaya
koymustur. S6z konusu ¢alismada, glutaminden ornitin yapiminda rol alan ornitin
aminotransferaz (OAT) enziminin hedeflenmesinin PDAK hiicrelerinde ODCI

inhibisyonuna ya da arjininden ornitin sentezleyen arjinaz (ARG) enziminin

66



inhibisyonuna gore daha kuvvetli bir anti-timaral etkiye sahip oldugu gosterilmistir.
Caligmamizda hiicre-i¢i ve besiyerine salgilanan glutamin, poliamin ve tiirevlerinin
Olclilememis olmasi, bu g¢alisma kapsaminda DFMO’nun etkinligi ile ilgili bir
¢ikarimda bulunmamizi engellemektedir. Ancak Lee ve ark. (2023) tarafindan
yayinlanan giincel ¢alisma ve DFMO’nun zayif farmakokinetik 6zellikleri (Anthony
E. Pegg, 2006; Anthony E. Pegg & Casero, 2011) dikkate alindiginda DFMO’nun en
azindan tek basina poliamin sentezinin inhibisyonu tizerinden anti-tiiméral etkisinin
yeterli olmayacag1 degerlendirilebilir. Yapilan farkli ¢aligmalar DFMO’nun farkli
anti-kanser ajanlar ile kombinasyonlarinin basarili olabilecegini desteklemektedir

(Muth ve ark., 2014; Tangella, Gajre, Chirumamilla, & Rathhan, 2023).

Birlikte degerlendirildiginde bu tez ¢aligmasi kapsaminda elde edilen veriler;
metabolik agresifligi ve plastisitesi ile 6ne ¢ikan PDAK tiimorlerinde PFKFB3 ve
ODCI aktivitelerinin baskilanmasinin in vitro olarak tekli inhibisyonlara gore daha
kuvvetli anti-onkojenik etkiye sahip olabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte
calismamizin bazi kisitliliklart bulunmaktadir: (1) Kullanilan genetik ve farmakolojik
yaklagimlar hedef genlerin mRNA ve protein diizeyinde bazi uyumsuzluklar
sergilemistir. (2) AZP3-26’tin F2,6BP {izerindeki etkisi smirli bulunmustur. (3)
DFMO’nun  poliamin iiretimi ve besiyerine salinimi lizerindeki etkisi
degerlendirilememistir. (4) Genetik ve farmakolojik yontemlerin 6lciilen fenotipler
tizerindeki etkisinin direkt olarak ilgili protein aktivitesinden kaynaklandiginin
dogrulanmasina iligkin herhangi bir deneysel yaklasim kullanilmamistir. (5) Glikoz
alimi ve glikolitik aktivitenin Ol¢iimiinde kullanilan laktat 6lgiim metodu ilgili
enzimlerin tam olarak etkisini anlamada yetersiz kalabilir. Bu asamada, MS ve
NMR-tabanli kapsamli metabolomik analizler, PFKFB3 ve ODCI1 tarafindan kontrol

edilen metabolik aktivitenin daha detayl1 anlagilmasina yardimci olabilir.
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7.SIMGE VE KISALTMALAR

Simgeler Aciklama

a Alfa

B Beta

A Delta

v Mikro

M Molar

°C Santigrat derece (Celcius)

~ Yaklasik deger

Kisaltmalar Acilimi

2-DG 2-Deoksi-D-glikoz

3-BRPA 3-Bromopiriivat

ADP Adenozin difosfat

ATP Adenozin trifosfat

ARG Arjinaz

AMPK Aktive edici protein kinaz

AZP3-26 AstraZeneca tarafindan iiretilen PFKFB3 enzim inhibitorii
BCA Bikinkoninik asit

Denspm N1, N11-dietilnorspermin

DFMO ODC1 enzim inhibitorii

DMEM Dulbecco tarafindan modifiye edilmis Eagle Besiyeri
EDTA Etilendiamin tetrasetik asit

F6P Fruktoz 6-fosfat

F1,6BP Fruktoz 1,6-bisfosfat

F2,6BP Fruktoz 2,6-bisfosfat

FBS Fotal s1g1r serumu

FDG-PET Floro-deoksiglikoz pozitron emisyon tomografi
GAPDH Gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz

GEM+NAB-P  Gemsitabin ve albiimin-bagli paklitaksel nanopartikiil kombinasyonu
GLUT1 Glukoz Transporter 1

GTP Guanozin-5’-trifosfat

HEPES 4-(2-hidroksietil)-1-piperazineetansulfonik asit
HIF-1a Hipoksi ile Indiiklenen faktor 1-alfa

HK Hekzokinaz

HRP Bayir Turpu Peroksidazi

K-RAS Kirsten Rat Sarkoma

LDH Laktat Dehidrojenaz

MTORC1 Rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi kompleks 1
MYC Protoonkogen

NADPH Nikotinamid Adenin Diniikleotit Fosfat

OAT Ornitin Aminotransferaz
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ODC1
OAZ1
P27
PAO
PBS
PDAK
PFK-1
PFKFB
PVDF
RT

RT-gPCR

SAM
SAM-DC
SDS
SiIKTRL
SMO
siODC1
SiPFKFB3
SPDS
SPMS
SSAT
SiRNA
TBS-T
TIGAR
TGFp-1

Ornitin Dekarboksilaz

Ornitin dekarboksilaz antizimi

Protein 27

N1-asetilpoliamin oksidaz

Fosfat ile tamponlanmis salin ¢ozeltisi

Pankreas Duktal Adenokarsinom

Fosfofruktokinaz-1
6-fosfofrukto-2-kinaz/Fruktoz-2,6-bisfosfataz

Polivinilidin floriir

Ters transkripsiyon

Ters transkripsiyon kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu

S-adenozilmetiyonin

S-adenozilmetiyonin dekarboksilaz

Sodyum dodesil siilfat

Genomda karsilig1 bulunmayan kontrol siRNA uygulanan deney grubu
Spermin oksidaz, SMO

siRNA araciligiyla ODC1 baskilanan deney grubu

siRNA araciligiyla PFKFB3 baskilanan deney grubu
Spermidin sentaz

Spermin sentaz

Spermin/Spermidin N1-asetiltransferaz

Kiigtik interferans RNA’s1

Tris tamponlu tuz-Tween 20

TP53 ile Indiiklenen Glikoliz ve Apoptoz Regiilatdr proteini
Transforme edici biiylime faktorii beta 1
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9.TESEKKUR

Doktora egitimim boyunca her zaman arkamda oldugunu hissettigim sadece
tez calismam i¢in degil akademik ilerleme kaydedebilmem i¢in her anlamda
destegini ve bilgi birikimini eksik etmeyen sevgili danigman hocam Prof. Dr.
Nazmiye GUNES’e,

Tezimde calismak istedigim konuyu katkilar1 ve maddi manevi destekleri ile
bambaska bir boyuta getirmemi saglayip, bir¢ok projesinde bana yer veren birlikte
caligmaktan gurur ve onur duydugum sayin hocam Prof. Dr. Abdullah YALCIN’a

Doktora siirecimde yasadigim tiim aksilikler ve kayiplarda her birinin
destegini sonsuz hissettigim {izerimde emegi gegen cok degerli boliim hocalarim
Prof. Dr. Meltem TANRIVERDI, Prof. Dr. Umit POLAT, Prof. Dr. Saime GUZEL,
Dog. Dr. Duygu UDUM ve Dr. Ogretim Uyesi Hatibe KARAya

Lisans Ogrenciligimden beri ¢ok sevip saygi duydugum gerek malzeme
gerekse moral ihtiyactmi gideren sevgili Dog. Dr. Sabire GULER e

Laboratuvara geldigim ilk yillarimda oryante olmami g¢abuklastiran sevgili
Siileyman Can OZCAN, Tugba Hazal ALTUNOK, Yunus GURPINAR, Aydan
MUTLU ve Mehmet Yasar TEMIZ’e

Doktoramin son yillarina yetisen tez calismamdaki emeklerini asla es
gecemeyecegim, ¢alisma arkadasindan ziyade dost olabildigimiz sevgili laboratuvar
arkadaslarim Oner SONME?Z ve Elif BAYRAM’a

Tiim bu siireci beraber yasayip, biitiin stresimi ve nazimi ¢eken, maddi
manevi destegini asla esirgemeyen sevgili esim Nihat Can BOZKURT ve ailesine,

Doktoraya baglamam konusunda beni yiireklendirip her anlamda destek olan,
akademide cok giizel ilerleyecegimi diislinen, maalesef Dr. {linvanim1 almami
goremeyen; 2 yil kadar 6nce kanserden kaybettigim canim babama, bugiinkii Aybike
olmami saglayan tlizerimde sayamayacagim kadar emekleri olan sevgili abim Sungur
Alp SARIOGLU ve canim annem Saadet SARIOGLU’na,

Burada isimlerine yer vermeyi atladigim hayatima dokunmus tiim akraba ve
arkadaslarima,

1649B032100139 basvuru numarali BIDEB 2211-C Yurt i¢i Doktora Burs
Programi kapsaminda doktora siirecimde finansal olarak destek gordiigtim Tiirkiye
Bilimsel ve Teknolojik Arastrma Kurumu’na (TUBITAK), DDP(V)-2020/1
numarali arastirma projesinin finansmanim saglayan Bursa Uludag Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi’ne (BUU-BAP) ve Molekiiler Farmakoloji ve
Ilag Gelistirme 6ncelikli alan1 100/2000 bursu i¢in Yiiksekdgretim Kurulu'na (YOK)
sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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10.0ZGECMIS

Aybike SARIOGLU BOZKURT ilkégretim ve ortadgretimini Eskisehir Fatih
Sultan Mehmet {1kdgretim okulunda, lise dgrenimini ise Eskisehir 19 Mayis Anadolu
Lisesi’nde tamamlamistir. 2012 yilinda Bursa Uludag Universitesi Veteriner
Fakiiltesi’ni kazanmis, 2017 yilinda buradaki lisans egitimini basariyla tamamlayarak
Veteriner Hekim {invan1 almaya hak kazanmistir. Ayni y1l Bursa Uludag Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Biyokimya Ana Bilim Dali’nda doktora egitimine kabul
edilmistir. 2021 yilmin Eylil aymda Nihat Can BOZKURT ile hayatini
birlestirmistir.

Doktora siiresi boyunca once 100/2000 Yok bursunu Molekiiler Farmakoloji
ve Ilag Gelistirme 6ncelikli alaninda almaya hak kazanmis, daha sonra igerisinde
bulundugu yaymlar ve tez Onerisi ile 2211-C oncelikli alanlar doktora bursunu
kazanarak ¢ift bursiyer olma sansi elde etmistir. Bununla beraber DDP(V)/2020-1
numarali proje kapsaminda tez onerisi BUU BAP birimi tarafindan desteklenmistir.
Ayrica TUBITAK biinyesinde Ardeb-1001 projeleri kapsaminda 1195794 numaral
projede de bursiyer olarak yer almistir. Yine TUBITAK biinyesinde 2250-Lisansiistii
Burslar1 Performans Programi kapsaminda {ist {iste 3 donem boyunca en yiiksek puan
toplamiyla burs destegi kazanmistir. Calismalarina 12372324 numarali Ardeb-1001
(TUBITAK) projesinde doktora sonrasi arastirmaci olarak devam edecektir.
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