
 
 

 

 

     A
Y

B
İK

E
 S

A
R

IO
Ğ

L
U

 B
O

Z
K

U
R

T
 

 

 
 

 

 

 

 

 
 

T.C. 

BURSA ULUDAĞ ÜNİVERSİTESİ 

SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

VETERİNER FAKÜLTESİ 

BİYOKİMYA ANA BİLİM DALI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

B
İY

O
K

İM
Y

A
 A

N
A

 B
İL

İM
 D

A
L

I D
O

K
T

O
R

A
 T

E
Z

İ                                             2
0

2
4
                            

POLİAMİN BİYOSENTEZİ VE GLİKOLİZ YOLAKLARININ 

İNHİBİSYONUNUN PANKREATİK ADENOKARSİNOMA 

TEDAVİSİNDEKİ ETKİNLİĞİNİN DEĞERLENDİRİLMESİ 

 

 

 
AYBİKE SARIOĞLU BOZKURT 

 

 

 

(DOKTORA TEZİ) 

 

 
BURSA-2024 

    

 



 
 

 

 

 
 

T.C. 

BURSA ULUDAĞ ÜNİVERSİTESİ 

SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

VETERİNER FAKÜLTESİ 

BİYOKİMYA 

 ANA BİLİM DALI 

 

 

 

 

 

POLİAMİN BİYOSENTEZİ VE GLİKOLİZ YOLAKLARININ 

İNHİBİSYONUNUN PANKREATİK ADENOKARSİNOMA 

TEDAVİSİNDEKİ ETKİNLİĞİNİN DEĞERLENDİRİLMESİ 

 

 

Aybike SARIOĞLU BOZKURT 

 

 

 

(DOKTORA TEZİ) 

 

 

DANIŞMAN: 

Prof.Dr. Nazmiye GÜNEŞ  

 

 DDP(V)-2020/1- UÜBAP  

 

1649B032100139, 2211/C- TÜBİTAK  

 

BURSA-2024 

 



II 
 

 

T.C. 

 BURSA ULUDAĞ ÜNİVERSİTESİ 

SAĞLIK BİLİMLERİ ENSTİTÜSÜ 

 

 

 ETİK BEYANI 

 

 

 

Doktora tezi olarak sunduğum “Poliamin Biyosentezi ve Glikoliz Yolaklarının 

İnhibisyonunun Pankreatik Adenokarsinoma Tedavisindeki Etkinliğinin 

Değerlendirilmesi” adlı çalışmanın, proje safhasından sonuçlanmasına kadar geçen bütün 

süreçlerde bilimsel etik kurallarına uygun bir şekilde hazırlandığını ve yararlandığım eserlerin 

kaynaklar bölümünde gösterilenlerden oluştuğunu belirtir ve beyan ederim.  

 

 

 

 

                                                                                                Aybike SARIOĞLU BOZKURT 

 

                                                                                                               Tarih ve İmza 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



III 
 

 

TEZ KONTROL ve BEYAN FORMU 
........./......../........ 

 

Adı Soyadı: Aybike SARIOĞLU BOZKURT 

Ana Bilim Dalı: Veteriner - Biyokimya 

Tez Konusu: Poliamin Biyosentezi ve Glikoliz Yolaklarının İnhibisyonunun Pankreatik 

Adenokarsinoma Tedavisindeki Etkinliğinin Değerlendirilmesi 

ÖZELLİKLER UYGUNDUR UYGUN DEĞİLDİR AÇIKLAMA 

Tezin Boyutları ◼ ❑  

Dış Kapak Sayfası ◼ ❑  

İç Kapak Sayfası ◼ ❑  

Kabul Onay Sayfası ◼ ❑  

Sayfa Düzeni ◼ ❑  

İçindekiler Sayfası ◼ ❑  

Yazı Karakteri ◼ ❑  

Satır Aralıkları ◼ ❑  

Başlıklar ◼ ❑  

Sayfa Numaraları ◼ ❑  

Eklerin Yerleştirilmesi ◼ ❑  

Tabloların Yerleştirilmesi ◼ ❑  

Kaynaklar ◼ ❑  

    

    

DANIŞMAN ONAYI  

Unvanı Adı Soyadı: Prof. Dr. Nazmiye GÜNEŞ  

İmza:  

 

 
 

 



V 
 

İÇİNDEKİLER 

Dış Kapak 

İç Kapak 

ETİK BEYANI…………………………………………………………………….II 

KABUL ONAY……………………………………………………………………III 

TEZ KONTROL ve BEYAN FORMU…………………………………………..IV 

İÇİNDEKİLER……………………………………………………………………V 

TÜRKÇE ÖZET ................................................................................................... VIII 

İNGİLİZCE ÖZET .................................................................................................. IX 

TEZ KONUSUNUN KÜRESEL SÜRDÜRÜLEBİLİR KALKINMA 

HEDEFLERİ İLE İLİŞKİSİ……………………………………………………….X 

1.GİRİŞ ....................................................................................................................... 1 

2.GENEL BİLGİLER ................................................................................................ 5 

2.1.Tümör Gelişiminde Glikolizin Önemi ................................................................... 6 

2.1.2. Glikolizin Anti-Tümörojenik Bir Yaklaşım Olarak Hedeflenmesi .................... 9 

2.1.3. Tümör Hücre Glikolizin PFKFB Enzimleri Tarafından Regülasyonu ............ 10 

2.1.4. Anti-Glikolitik ve Anti-Tümörojenik Bir Yaklaşım Olarak PFKFB 

Enzimlerinin Hedeflenmesi ........................................................................................ 14 

2.2. Tümör Gelişiminde Poliamin Biyosentez Yolağının Önemi ve Anti-Tümörojenik 

Bir Yaklaşım Olarak Hedeflenmesi ........................................................................... 16 

2.3. PDAK Gelişiminde Glikolizin ve Poliamin Biyosentez Yolağının Önemi ve 

Terapötik Olarak Hedeflenmesi ................................................................................. 18 

3.GEREÇ VE YÖNTEMLER ................................................................................. 22 

3.1. Gereçler ............................................................................................................... 22 

3.1.1. Çalışmada Kullanılan Hücre Hatları, Kimyasal ve Sarf Malzemeleri ............. 22 

3.1.2.Protein İzolasyonu ve Western Blotlamada Kullanılan Çözeltiler ................... 24 

3.2. Yöntemler ............................................................................................................ 25 

3.2.1. Hücre Kültürü................................................................................................... 25 

3.3. PFKFB3 ve ODC1 mRNA Ekspresyonlarının siRNA Aracılığıyla Baskılanması

 .................................................................................................................................... 25 

3.4. PFKFB3 ve ODC1 Aktivitelerinin Farmakolojik Olarak İnhibisyonu ............... 26 

3.5. mRNA Ekspresyon Analizleri ............................................................................ 26 

3.5.1. RNA İzolasyonu ve cDNA Sentezi .................................................................. 26 

3.5.2. Gerçek-Zamanlı Kantitatif PCR Analizi .......................................................... 27 

3.5.3. Protein İzolasyonu ve Western Blot Analizleri ................................................ 27 

3.6. Fruktoz-2,6- Bisfosfat Analizi ............................................................................ 28 



VI 
 

3.7.Glikoz ve Laktat ölçümü ...................................................................................... 29 

3.8. Onkojenik Potansiyel Deneyleri ......................................................................... 29 

3.8.1. Hücre Proliferasyonu ve Sitotoksisite Analizleri ............................................. 29 

3.8.2. Yumuşak Agarda Büyüme Deneyi .................................................................. 30 

3.8.3. Koloni Oluşturma Deneyi ................................................................................ 30 

3.8.4. İnvazyon Analizi .............................................................................................. 30 

3.9. İstatistiksel Analizler ........................................................................................... 31 

4.BULGULAR .......................................................................................................... 32 

4.1. Pankreas Tümörlerinde PFKFB3 ve ODC1 Ekspresyonu Artmaktadır .............. 32 

4.2. PFKFB3 ve ODC1 Enzimlerinin siRNA Aracılı Baskılanmasının PFKFB3 ve 

ODC1 mRNA ve Protein Ekspresyonları Üzerine Etkisi .......................................... 33 

4.2.1. PFKFB3 ve ODC1’in siRNA Aracılı Baskılanması Sonrası F2,6BP Seviyeleri 

Üzerine Etkisi ............................................................................................................. 37 

4.2.2. PFKFB3 ve ODC1’in siRNA Aracılı Baskılanması Sonrası Glikolitik Aktivite 

Üzerine Etkisi ............................................................................................................. 38 

4.2.3. PFKFB3 ve ODC1’in siRNA Aracılı Baskılanmasının Hücre Proliferasyonu 

Üzerine Etkisi ............................................................................................................. 39 

4.3. PFKFB3 ve ODC1 Enzimatik Aktivitelerinin PANC1 ve MIA PaCa-2 

Hücrelerinde Özgün Kimyasal İnhibitörler Kullanılarak Farmakolojik Olarak İnhibe 

Edilmesi ..................................................................................................................... 41 

4.3.1. PANC1 ve MIA PaCa-2 Hücrelerinde PFKFB3 ve ODC1 inhibitörlerinin 

Etkin Konsantrasyonlarının Belirlenmesi .................................................................. 41 

4.3.2. PFKFB3 ve ODC1 Enzimlerinin Farmakolojik İnhibisyonlarının PFKFB3 ve 

ODC1 mRNA ve Protein Ekspresyonları Üzerine Etkisi .......................................... 42 

4.3.3. PFKFB3 ve ODC1 Enzimlerinin Farmakolojik İnhibisyonlarının F2,6BP 

Seviyesi Üzerindeki Etkisi ......................................................................................... 45 

4.3.4. PFKFB3 ve ODC1 Enzimlerinin Farmakolojik İnhibisyonlarının Glikolitik 

Aktivite Üzerine Etkisi ............................................................................................... 46 

4.3.5. PFKFB3 ve ODC1 Enzimlerinin Farmakolojik İnhibisyonlarının PDAK Hücre 

Proliferasyonu Üzerine Etkisi .................................................................................... 47 

4.4.PFKFB3 ve ODC1 Enzimlerinin Farmakolojik Olarak Tekli ve Kombine 

İnhibisyonlarının PDAK Hücrelerinin Onkojenik Potansiyelleri Üzerine Etkisi ...... 48 

4.4.1. PFKFB3 ve ODC1 Enzimlerinin Farmakolojik İnhibisyonlarının PDAK 

Hücrelerinin Yumuşak Agarda Tutunmadan Bağımsız Büyümesine Etkisi .............. 48 

4.4.2. PFKFB3 ve ODC1 Enzimlerinin Farmakolojik İnhibisyonlarının PDAK 

Hücrelerinin Koloni Oluşturma Potansiyeli Üzerine Etkisi ....................................... 51 

4.4.3. PFKFB3 ve ODC1 Enzimlerinin Farmakolojik İnhibisyonlarının PDAK 

Hücrelerinin Matrijel İnvazyonu Üzerine Etkisi ........................................................ 53 

5.TARTIŞMA VE SONUÇ ...................................................................................... 54 



VII 
 

6.KAYNAKLAR ...................................................................................................... 68 

7.SİMGE VE KISALTMALAR…………………………………………………..84 

8.EKLER…………………………………………………………………………...87 

8.1.Şekiller Listesi..……………………………………………………………...….86 

8.2.TablolarListesi.……………………………………………………………….…87 

9.TEŞEKKÜR .......................................................................................................... 89 

10.ÖZGEÇMİŞ ......................................................................................................... 90 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



VIII 
 

TÜRKÇE ÖZET 

 

Pankreas kanserlerinde 5-yıllık sağ kalım oranı yaklaşık %6-8 dolaylarında 

olup yeni tedavi yaklaşımlarına ihtiyaç duyulmaktadır. Pankreas kanserlerinin büyük 

çoğunluğunu oluşturan pankreatik duktal adenokarsinom (PDAK)’ların %90’ından 

fazlasında KRAS geninin aktive edici mutasyonlarına rastlanmaktadır. KRAS 

aktivasyonu PDAK hücrelerinin özgün metabolik bağımlılıklar geliştirmesine neden 

olur. Yapılan çalışmalar KRAS’ın glikoliz ve poliamin biyosentezi yolaklarının 

aktivitesini arttırdığını göstermektedir. Bu tez çalışmasında; KRAS mutasyonuna 

sahip olan ve metabolik olarak agresif oldukları bilinen PDAK hücre modellerinde 

glikolitik regülatör 6-fosforukto-2-kinaz/fruktoz-2,6-bisfosfataz-3 (PFKFB3) ve 

poliamin biyosentez yolağı hız sınırlayıcı enzimi ornitin dekarboksilaz (ODC1)’ın 

genetik ve farmakolojik yöntemler kullanılarak tekli ve kombine inhibisyonlarının 

hücrelerin in vitro metabolik, proliferatif ve onkojenik potansiyelleri üzerindeki 

etkisi araştırıldı. Çalışmada hücre modelleri olarak PANC1 ve MIA PaCa-2; genetik 

baskılama yöntemi olarak siRNA ve farmakolojik hedefleme olarak PFKFB3 için 

AZ PFKFB3 26 (AZP3-26) ve ODC1 için diflurometilornitin (DFMO) kullanıldı. 

qPCR, Western blot, F2,6BP ve metabolik analizler PDAK hücrelerinde PFKFB3 ve 

ODC1’nin birbirlerinin aktivitelerini düzenleyebildiğini gösterdi. PFKFB3 ve ODC1 

aktivitelerinin siRNA ve özgün kimyasal inhibitörlerle birlikte baskılanması PDAK 

hücrelerinin proliferasyonunu tekli baskılamalara göre daha yüksek oranda azalttı. 

PFKFB3 ve ODC1 aktivitelerinin AZP3-26 ve DFMO ile inhibisyonu tekli 

kullanımlara göre her iki hücre hattının yumuşak agarda büyüme ve koloni oluşturma 

kapasitelerini önemli oranda düşürdü. Ayrıca PANC1 hücrelerinde, AZP3-26 ve 

DFMO’un birlikte kullanımı, tekli kullanımlara göre, hücrelerin Matrijel invazyon 

kapasitesini daha anlamlı olarak azalttı. Bu tez çalışması kapsamında elde edilen 

veriler; metabolik agresifliği ve plastisitesi ile öne çıkan PDAK tümörlerinde 

PFKFB3 ve ODC1 aktivitelerinin baskılanmasının in vitro olarak tekli inhibisyonlara 

göre daha kuvvetli anti-onkojenik etkiye sahip olabileceğini göstermektedir. 

 

 

  

 

Anahtar kelimeler: Pankreas duktal adenokarsinomu, ODC1, PFKFB3, DFMO, AZ 

PFKFB3 26. 
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İNGİLİZCE ÖZET 

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; siRNA 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. qPCR, Western blot, F2,6BP and 

metabolic analyzes showed that PFKFB3 and ODC1 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 ODC1 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.GİRİŞ 

Pankreas kanserlerinin büyük bir çoğunluğunu (%95) oluşturan Pankreatik 

Duktal Adenokarsinom (PDAK), %6-8 dolaylarında 5-yıllık sağkalım oranı ile 

ölümcül kanserlerin başında gelmektedir (Diab, Azmi, Mohammad, & Philip, 2019; 

Park, Chawla, & Reilly, 2022). Teşhiste, hastaların %80’inden fazlasında cerrahinin 

endike olmadığı lokal metastatik ya da ileri evre hastalık ile karşılaşılır. Gemsitabin 

ve albümin-bağlı paklitaksel nanopartikül kombinasyonu (GEM+nab-P) ya da 5-

florourasil, lökovorin, okzaliplatin ve irinotekan kombinasyonu (FOLFIRINOX), 

metastatik pankreas kanserlerinin standart kemoterapi seçeneklerini oluşturmaktadır 

(Diab ve ark., 2019). Diğer bazı kanser türlerinde başarı gösteren hedefe yönelik 

tedavi yaklaşımlarının (Baudino, 2015) henüz PDAK’da kullanımı yoktur. Bu 

nedenle, PDAK’a özgün moleküler hedeflerin keşfine ihtiyaç duyulmaktadır. 

PDAK’ların %90’ından fazlasında KRAS proto-onkogeninin aktive edici 

mutasyonlarına rastlanmakta olup, PDAK hücreleri onkojenik özelliklerinin 

devamında hiperaktif KRAS sinyalizasyonuna bağımlılık gösterir (Bryant, Mancias, 

Kimmelman, & Der, 2014; Kawada, Toda, & Sakai, 2017). Ancak; klinikte direkt 

olarak KRAS’ı inhibe etmeye yönelik girişimler (KRASG12C mutasyonu hariç) 

büyük oranda başarısızlıkla sonuçlanmıştır (Bryant ve ark., 2014; Diab ve ark., 2019; 

Mann, Ying, Juan, Jenkins, & Copeland, 2016; Strickler ve ark., 2023). Hiperaktif 

KRAS sinyalizasyonu ile ilişkili olan ve PDAK hücrelerinin onkojenitesi için seçici 

olarak gerekli “downstream” (aşağı akım) elemanların aydınlatılması PDAK’ın 

tedavisi için yenilikçi tedavilerin geliştirilmesine katkı sunabilir (Kawada ve ark., 

2017; Liang ve ark., 2016; Mann ve ark., 2016; Perera & Bardeesy, 2015). Son 

zamanlarda yapılan çalışmalar; mutant KRAS’ın PDAK hücrelerinde yaygın olarak 

karşılaşılan metabolik yeniden progralama ile ilişkili olduğu ve PDAK hücrelerinin 

malin özelliklerinin devamı için bazı metabolik enzimlere bağımlılık geliştirdiğine 

işaret etmektedir (Suzuki ve ark., 2022). Genel olarak anti-kanser etkili yalnızca 

birkaç metabolizmaya dayalı ilaç geliştirilmiştir ve bunların yalnızca bir kısmı klinik 

deneylerde kullanılmakta olup (Stine, Schug, Salvino, & Dang, 2022); geliştirilen 

anti-metabolitlerin henüz PDAK’da kullanımı bulunmamaktadır.  
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Kanser hücrelerinde görülen en önemli metabolik değişikliklerden bir tanesi 

glikozun “Warburg etkisi” veya aerobik glikoliz adı verilen metabolik yolak ile 

metabolizmasının hızlanmasıdır (De Berardinis & Chandel, 2016; Hanahan & 

Weinberg, 2011). 6-fosfofrukto-2-kinaz/fruktoz-2,6-bisfosfataz (PFKFB) enzim 

ailesi üyeleri (PFKFB1–4), glikolizin önemli bir hız sınırlayıcı reaksiyonunu 

katalizleyen 6-fosfofrukto-1-kinaz (PFK1)’in allosterik aktive edicisi fruktoz-2,6 

bisfosfat (F2,6BP) molekülünün yapım ve yıkımından sorumludur (Chesney, 2006). 

PFKFB3 izoenziminin, çeşitli insan kanserlerinde aşırı eksprese edildiği 

bilinmektedir (Brian F. Clem ve ark., 2013). Yapılan son çalışmalar; kanserde 

görülen hiperglikolitik aktiviteye katkı yapan PFKFB enzimlerinin onkojenik 

transformasyon (Telang ve ark., 2006), kanser hücresi 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), ilaç direnci (Lu, Qiao, Sun, Ren, & Yu, 

2021) ve tümör mikro ortamı (Da ve ark., 2023) dâhil olmak üzere kanserin birçok 

yönüyle ilişkili olduğunu göstermektedir. Bu nedenle PFKFB enzimleri, 

antineoplastik tedavi için potansiyel bir hedef olarak görülmeye başlanmıştır (Brian 

F. Clem ve ark., 2013). Özellikle diğer izoenzimlere göre yüksek kinaz aktivitesine 

sahip olması ve tümörlerde yaygın ekpsresyonu nedeniyle PFKFB3, tümör 

hücrelerinin hızlanmış glikoz alımı ve glikolitik aktiviteye bağımlılığının 

hedeflenmesi ile beraber malin özelliklerin kontrol altına alınmasında terapötik bir 

hedef olarak değerlendirilmektedir (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 (farklı şartlara adaptasyon 

kabiliyeti olan) sahip tümörlerde (Liang ve ark., 2016) PFKFB enzimlerinin tek 

başlarına hedeflenmesinin, klinikte yararının olmayacağı ya da sınırlı olacağı 

öngörülebilir. Bunun yerine PFKFB enzimleri ile etkileşime girebilecek yeni 

moleküler hedeflerin ya da mevcut anti-tümörojenik ajanların araştırılması, PDAK’a 

karşı umut vadeden yenilikçi tedavi stratejilerinin geliştirilmesine katkı yapabilir.  

Yapılan çalışmalar kanser hücrelerinde, glikolize ek olarak, poliamin 

biyosentez yolağının aktivitesinin arttığını göstermektedir (Gerner & Meyskens, 

2004). Tümör hücrelerinde yoğun bir şekilde sentezlenen poliaminler (putresin, 

spermin ve spermidin) hücre büyümesi, çoğalması, farklılaşması, gelişimi, bağışıklık, 
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göç, gen regülasyonu, DNA stabilitesi, protein ve nükleik asit sentezi gibi birçok 

önemli işleve sahiptir (Moinard, Cynober, & de Bandt, 2005; Anthony E. Pegg, 

2009; Yuan, Ray, Viar, & Johnson, 2001). Ornitin dekarboksilaz (ODC1), 

memelilerdeki poliamin biyosentez yolağının kritik bir enzimi olup hız sınırlayıcı 

reaksiyonunu (ornitinden putresin oluşumu) katalize etmektedir (Gerner & 

Meyskens, 2004). Çoğu PDAK vakalarında mutasyonu görülen onkojenik KRAS ve 

transkripsiyon faktörü MYC proteinleri, ODC1 geninin transkripsiyonunu indükler 

(Linsalata ve ark., 2004). Yapılan bir çalışmada (Mohammed ve ark., 2014), 

ODC1’in geri dönüşümsüz inhibitörü olan diflorometilornitin (DFMO)’nin KRAS-

bağımlı spontan fare pankreas kanseri modelinde tümörojenezi engellediği 

gösterilmiştir. Bu çalışma KRAS-ilişkili tümörlerde ODC1’in bir tedavi hedefi 

olarak değerlendirilebileceği görüşünü desteklemektedir. Bununla birlikte tümör 

oluşumu gerçekleştikten sonra DFMO’nun antitümoral etkisi son derece sınırlıdır 

(Alexiou, Lianos, Ragos, Galani, & Kyritsis, 2017). Bu durum da tümör gelişimi ve 

ilerlemesi aşamasında hücrelerin alternatif metabolik yolakları kullanmasından ve 

/veya hücre dışından poliamin alımını arttırmasından kaynaklanabilir. Bu nedenle 

ODC1 ile etkileşime girebilecek farklı bir moleküler hedef ya da metabolik yolağın 

birlikte hedeflenmesi genel olarak kanserlerin ve özelde PDAK’ın tedavisinde umut 

verici bir tablo sunabilir.  

Mutant KRAS taşıyan PDAK tümör hücrelerinde glikoliz ve poliamin 

biyosentez yolaklarının aktivasyonunun hücrelerin proliferasyonu ve onkojenik 

potansiyelleri için gerekli olduğu birçok çalışmada gösterilmiştir (Alexiou ve ark., 

2017; Hamanaka & Chandel, 2012). Bununla birlikte her iki yolağın birlikte 

hedeflenmesinin tümör hücreleri üzerindeki etkisi bilinmemektedir. Son zamanlarda 

yapılan bir çalışmada (Ruiz-Pérez, Medina, Urdiales, Keinänen, & Sánchez-Jiménez, 

2015), poliamin biyosentez yolağı ile glikolizin ilişkili olabileceği ortaya 

çıkarılmıştır. Bu çalışmada glikolizin hekzokinaz adımında inhibisyonunun ODC1 

aktivitesindeki düşmeye bağlı olarak poliamin sentezini inhibe ettiği gösterilmiştir. 

Ayrıca bu çalışmada, mekanistik olarak da ODC1 inhibisyonunun bu etkiyi kısmen 

de olsa hücre siklusu inhibitörleri olan p21/p27 üzerinden gerçekleştirdiğine dair 

veriler sunulmuştur. Yalcin A. ve ark. (2014) tarafından yapılan bir çalışmada tümör 

hücrelerinde glikolizin PFKFB3 üzerinden inhibisyonunun da p27 üzerinden tümör 
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hücrelerinin proliferasyonunu durdurduğu gösterilmiştir. Bu çalışmalardan elde 

edilen veriler; glikoliz ve poliamin sentez yolağının PFKFB3 ve ODC1 enzimleri 

üzerinden kombine inhibisyonları ile tümör hücreleri üzerinde daha kuvvetli bir anti-

proliferatif elde edebileceği öngörüsünü desteklemektedir.  

Bu doktora tez çalışmasında; KRAS mutasyonuna sahip olan ve metabolik 

olarak agresif oldukları bilinen iki farklı PDAK hücre modeli kullanılarak glikolitik 

regülatör PFKFB3 ve poliamin biyosentez yolağı hız sınırlayıcı enzimi ODC1’in 

genetik ve farmakolojik yöntemler kullanılarak tekli ve kombine inhibisyonlarının 

hücrelerin in vitro metabolik, proliferatif ve onkojenik potansiyelleri üzerindeki 

etkisi incelenerek elde edilen sonuçlar güncel çalışmalar ışığında tartışılarak sunuldu.   
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2.GENEL BİLGİLER 

Kanser, tüm dünyada olduğu gibi Türkiye’de de en önemli halk sağlığı 

problemleri arasındadır. Hem dünyada hem de ülkemizde kanser, ölüm nedenleri 

içerisinde ikinci sırada yer almaktadır. Dünya genelinde yaklaşık her 6 ölümden biri, 

ülkemizde ise her 5 ölümden biri maalesef kanser nedeniyle olmaktadır 

(www.gco.iarc.fr; McGuire, 2016)). 2018 yılında dünya genelinde 18 milyon kişinin 

kansere yakalandığı tahmin edilirken, 2040 yılına gelindiğinde bu rakamın yaklaşık 

30 milyona ulaşacağı öngörülmektedir (Sung ve ark., 2021). Dünya nüfusunun 

artması, yaşlanması ve etiyolojik nedenlere daha çok maruz kalması sonucunda 

görülecek kanser insidanslarındaki artış, beraberinde artmış kanser yükünü de 

getirecektir (Kara, & Keskinkılıç, 2017). Kanser yükünün bu hızlı artışı dünya 

çapında önemli bir kriz teşkil etmekte ve gelecekte kaynakları bol olan ülkeler de 

dahi, tanı alacak çok sayıdaki kanser hastasının tedavisi ile palyatif, destekleyici ve 

ölüm aşamasındaki bakımları yönünden yeterli ödenek temin edilmesi büyük bir 

sorun olacaktır (Sung ve ark., 2021).  

Kanserlerin tedavisinde cerrahi rezeksiyon, geleneksel sitotoksik kemoterapi 

ve radyoterapi başvurulan başlıca seçenekler arasındadır. Bunun yanında özellikle 

2000’li yılların başından itibaren kanser genomunda meydana gelen değişikliklerin 

daha iyi anlaşılması ve omik yaklaşımlarının gelişmesi ile hedefli tedavi 

seçeneklerinin (ör. mutant epidermal büyüme faktörü ve Bcr-Abl füzyon proteini 

inhibitörleri) onkoloji kliniklerine girmesiyle bazı kanser alt gruplarının tedavisinde 

önemli başarılar kazanılmıştır (Min, & Lee, 2022). Ek olarak tümör mikro çevresinin 

ve immun sistemin tümör gelişimindeki rolünün aydınlatılması ile beraber kanser 

immunterapi alanındaki girişimler klinikte hedefli ve kişisel kanser tedavilerin bir 

parçası olmaya başlamıştır (Waldman, Fritz, & Lenardo, 2020). Bununla birlikte 

hedefe yönelik tedaviler ve immunoterapinin, bazı agresif kanser türlerinde ya 

kullanılmamakta ya da başarısı son derece kısıtlı olmaktadır (Sabnis, & Bivona, 

2019). Bu nedenle, güncel çalışmalar; bir taraftan yeni moleküler hedeflerin terapötik 

açıdan validasyonuna odaklanırken; giderek artan sayıdaki çalışma mevcut 

kemoterapötik, imunoterapi ve hedefli tedaviler ile kombine edilebilecek moleküler 

hedeflerin ortaya çıkarılmasına yönelmiş durumdadır (Ayoub, 2021; Mokhtari ve 
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ark., 2017). Kombinasyon tedavilerin başarı şansının, özellikle tümörlerin genetik ve 

fenotipik plastisitesi dikkate alındığında, daha fazla olacağı değerlendirilmektedir 

(Boshuizen, & Peeper, 2020). 

2.1.Tümör Gelişiminde Glikolizin Önemi 

Özellikle hücresel enerji ve sentez yolakları ile ilişkili metabolik yeniden 

programlama kanserin ayırt edici özelliklerinden birisi olarak kabul edilmektedir 

(Şekil-1) (De Berardinis, & Chandel, 2016; Hanahan, & Weinberg, 2011). Kanser 

hücreleri kontrolsüz çoğaldıkları için normal hücrelere kıyasla daha fazla enerjiye ve 

sentetik yolaklar için besin maddeleri ve bunlardan elde edilen metabolitlere ihtiyaç 

duyarlar (De Berardinis, & Chandel, 2016). Glikoz şekerinin hücre içerisine alınımı 

ve glikoliz adı verilen metabolik yolakla hızlanmış metabolizması kanser 

hücrelerinin en belirgin metabolik özelliklerinden biridir (Lin, Xiao, Chen, Liang, & 

Guo, 2020). Normal hücrelerde glikoliz sonucu oluşan pirüvatın önemli bir kısmı 

tamamen oksitlenmek için mitokondriye girerek oksidatif fosforilasyon ile en az 

yaklaşık 36 ATP elde edilir (Liberti, & Locasale, 2016). Ancak onkojenik olarak 

transforme olan hücrelerde glikoliz sonucu oluşan pirüvatın önemli bir kısmı 

sitoplazma laktat dehidrojenaz (LDH) enzimi tarafından laktat molekülüne indirgenir 

(Şekil-2). Hatta bu işlem oksijen varlığında dahi devam eder. Yaklaşık bir asır önce 

Alman Bilim insanı Otto Warburg tarafından yapılan bu gözlem aerobik glikoliz ya 

da “Warburg etkisi” olarak bilinmektedir ve kanserin ayırt edici özelliklerinden biri 

olan enerji metabolizmasındaki yeniden programlanmada merkezi bir rol oynar 

(Schwartz, L., Supuran, C.T., & Alfarouk, K. O. (2017). Glikozun glikoliz yolağı ile 

metabolizmasındaki hızlanmaya bağlı olarak kanser hücrelerinde gözlemlenen glikoz 

alımındaki artış klinikte birçok solid kanserin teşhis ve tedaviye yanıtın 

değerlendirilmesine kullanılan floro-deoksiglikoz pozitron emisyon tomografi (FDG-

PET) taramasının temelini oluşturur (Miles, & Williams, 2008). Glikozun aerobik 

glikoliz ile laktik asite fermantasyonu, pirüvik asitin mitokondride tamamen 

oksitlenmesi ve oksidatif fosforilasyon ile karşılaştırıldığında çok daha az sayıda 

ATP (2 ATP) üretir; ancak, mitokondride oksitlenme yerine pirüvik asitin laktik asit 

oluşumuna yönlendirilmesi glikozun glikoliz yoluyla metabolizmasının dramatik bir 

artışına neden olur (yaklaşık 100 kat daha hızlı) (Liberti, & Locasale, 2016). 
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Dolayısıyla, normalde görülen oksidatif fosforilasyon ile karşılaştırıldığında glikoz 

molekülü başına daha fazla ve daha hızlı ATP sentezlenir (De Berardinis, & 

Chandel, 2016; Hanahan, & Weinberg, 2011). 

Hızlanmış glikoliz kanser hücrelerinin ihtiyaç duyduğu enerjinin hızlı temini 

yanında; hücre çoğalması için gerekli olan anabolik yolaklara ara metabolit 

sağlamaktadır. Örneğin glikolizin ilk hız sınırlayıcı enzimi olan hekzokinazın ürünü 

glikoz-6-fosfat, aynı zamanda kanser hücrelerinin önemli oranda ihtiyaç duyduğu 

antioksidan NADPH ve riboz-5-fosfatın kaynağı pentoz fosfat geçidi için başlatıcı 

bir substrattır. Diğer bir glikolitik ara ürün dihridroksi asetonfosfat, trigliserit sentezi 

için gerekli gliserol öncüsü olarak görev yaparken; 3-fosfogliserattan serin amino 

asidi sentezlenir. Kanser hücrelerinde yüksek oranda eksprese edilen LDH enzimi 

tarafından oluşturulan laktik asit; tümör mikro çevresinin şekillendirilmesi, invazyon 

ve apoptoza direnç gibi birçok malin özellikle ile ilişkilendirilmiştir (Liberti, & 

Locasale, 2016). Yapılan çalışmalar (Yu, Chen, Sun, Wang, & Chen, 2017); tümör 

hücrelerindeki glikoz metabolizmasının yeniden programlanmasının onkojenik 

elementler (onkogen ve tümör baskılayıcı genler) ve büyüme faktörü-ilişkili 

yolakların kontrolü altında olduğunu göstermektedir. RAS, MYC, HIF-1⍺ vb. 

onkojenik proteinlerinin aktivasyonu ile p53 ve PTEN gibi tümör baskılayıcı 

proteinlerin inhibisyonu aerobik glikolizi ve laktat sentezini indükler. Diğer taraftan 

glikoz alımı ve aerobik glikolizde görevli birçok kritik enzim, büyüme faktörü 

reseptörleri ile ilişkili PI3K/AKT/mTOR ve MAPK yolaklarının transkripsiyonel ve 

posttranskripsiyonel hedefleri arasındadır (Thompson, & Bielska, 2019). 
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Şekil-1: Kanserin ayırt edici özellikleri. (Hanahan, & Weinberg, 2011). 

 

 

 

Şekil-2: Normal ve tümör hücrelerinde glikoz metabolizması. 

Normal hücrelerde glikoliz yoluyla elde edilen pirüvatın önemli bir kısmı oksijen varlığında 

mitokondriye geçerek tamamen oksitlenir.  Tümör hücrelerinde ise oksijen varlığında dahi pirüvat 

sitoplazmada laktat sentezine yönlendirilir (aerobik glikoliz) (Xia ve ark., 2021)’dan esinlenerek 

çizilmiştir. 
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2.1.2. Glikolizin Anti-Tümörojenik Bir Yaklaşım Olarak Hedeflenmesi 

Yaklaşık son 20 yıl içerisinde yapılan çalışmalar ile aerobik glikolizin 

moleküler temellerinin RAS, HIF-1⍺, MYC, PI3K/AKT/mTOR vb. onko-genetik 

elementler ve -sinyal yolakları ile açıklanmaya başlaması ve bu fenotipin; tümör 

gelişimi, metastaz ve kemoterapi direnci vb. malin özellikleri için gerekliğinin ortaya 

konulması, glikolitik yolağın terapötik bir hedef olarak değerlendirilmesine yönelik 

girişimlerin artmasına neden olmuştur (Doherty, & Cleveland, 2013). Bu amaçla, 

tümör hücrelerinde normal hücrelere göre daha fazla eksprese edilen/aktivite 

gösteren glikolizin önemli kontrol noktaları—özellikle hekzokinaz (HK), pirüvat 

kinaz (PK) ve LDH—ile beraber kanser hücrelerine artan glikoz alımından sorumlu 

glikoz taşıyıcısı 1 (GLUT1)’i hedefleme girişimleri ile ilgili çalışmalar başı 

çekmektedir (Fortunato, Bononi, Granchi, & Minutolo, 2018). Tümör hücrelerinde 

yoğun bir şekilde eksprese edilen hekzokinaz 2 (HK2) enzimini inhibe eden 2-

deoksi-D-glikoz (2-DG), 3-bromopirüvat (3-BrPA), Genistein-27 ve lonidamin gibi 

bileşikler in vitro ve preklinik modellerde kanser hücre glikolizini baskılamada ve 

tümör hücre proliferasyonu engellemede önemli başarı göstermektedir (Kubik, 

Humeniuk, Adamczuk, Madej-Czerwonka, & Korga-Plewko, 2022). Güçlü bir 

hekzokinaz inhibitörü olan 3-BrPA, hipoksik veya mitokondriyal kusurlara sahip 

tümör hücrelerinde ATP konsantrasyonlarını belirgin şekilde azaltarak sitotoksisiteye 

yol açmaktadır (Geschwind ve ark., 2004; Ko, Pedersen, & Geschwind, 2001). Anti-

glikolitik ajanlar içerisinde faz çalışmalarına kadar ilerleyebilen HK inhibitörü 2-DG 

(NCT00633087), yarışmaya girdiği substrat olan glikozun fizyolojik olarak çok 

yüksek konsantrasyonlarda bulunması nedeniyle, tömör gelişimini baskılamak için 

gerektirdiği yüksek doz toksisiteye sebep olmaktadır (Raez ve ark., 2013; Stein ve 

ark., 2014). Beyin gibi enerji amaçlı glikoza bağımlı dokular ve glikozun HK 

enzimleri tarafından metabolize olduktan sonra glikoliz yanında normal hücresel 

homeostaz için gerekli birçok farklı metabolik yolağa (ör. ROS dengelenmesi için 

pentoz fosfat geçidi) yönlendirilmesi dikkate alındığında, glikoz alımının ve 

glikolizin ilk basamaklarında inhibisyonu, terapötik açıdan uygun bir strateji 

olmayabilir. Aerobik glikolizin son adımı olan pirüvik asitin laktik asite 

indirgenmesini katalizleyerek kanser hücrelerinde hızlanmış glikolitik aktiviteye 

önemli katkıda bulunan LDH enzimine olan ilgi, laktik asitin tümör hücrelerinde 



10 
 

Krebs siklusunda anaplerotik bir substrat olarak kullanılması yanında tümör 

hücrelerinin invazyon, immun kaçış ve radioterapiye direnç geliştirmesine katkısı 

nedeniyle, artarak devam etmektedir. Nitekim güncel bir çalışmada (Sharma, 

Sharma, Urquiza, Chastain, & Ihnat, 2023), milyonlarca küçük molekül içeren ZINC 

kütüphanesinin in siliko taranması sonra belirlenen potansiyel LDH ligandlarından 

ZINC13469319 adlı bileşiğin yüksek glikolitik aktivite gösteren pankreas 

adenokarsinom hücre hatları PANC1 ve MIA PaCa-2 hüclerinde laktik asit 

oluşumunu baskıladığı ve düşük mikromolar konsantrasyonlarında hücrelere 

sitotoksik etki yaptığı gösterilmiştir. Tek başlarına veya farklı anti-tümörojenik 

moleküllerde kombine olarak özellikle in vitro tümör hücre glikolizi, hücre 

proliferasyonu ve invazif potansiyel vb. malin özellikleri baskılamada başarılı olan 

anti-glikolitik ajanlar yaygın toksisiteden dolayı prekilinik testleri geçerek klinik 

denemelere ulaşamamıştır (Abdel-Wahab ve ark., 2019; Zhang ve ark., 2022). Anti-

glikolitik ajanların preklinik ve klinik modellerde rapor edilen toksisiteleri, bazı 

normal sağlıklı hücrelerin de (ör. kök hücreleri, nöronlar, kalp kası hücreleri vb.) 

glikolize ihtiyaç duymaları ile ilişkili olabilir ve bu durum direkt olarak glikolizi 

hedefleyen bileşiklerin terapötik dozda kullanılmasına engel olacak gibi durmaktadır 

(Abdel-Wahab ve ark., 2019). Glikolizi tamamen baskılamak yerine, glikolizin kritik 

basamaklarını kontrol eden ve farklı onkojenik yolaklar ile regülasyona tabi olan 

enzimlerin aktivitesinin baskılanarak onkojenik transformasyon ile artan glikolitik 

aktivitenin bazal düzeylere inmesine yönelik girişimler sistemik toksisiteye neden 

olmadan anti-tümörojenik olarak daha başarılı olabilir. 

2.1.3. Tümör Hücre Glikolizin PFKFB Enzimleri Tarafından Regülasyonu 

Glikolizde fruktoz 6-fosfat (F6P)’tan fruktoz 1,6-bisfosfat (F1,6BP) sentezi 

kritik bir kontrol noktası olup, 6-fosfofrukto-1-kinaz (PFK1) enzimi tarafından 

katalizlenir. PFK1’in memeli dokularında eksprese edilen kas (PFKM), karaciğer 

(PFKL) ve trombosit (PFKP) olmak üzere üç farklı izoformu bulunur.  PFK1 

ekspresyonu ve aktivitesindeki artış, tümör hücrelerindeki glikolitik aktivitenin 

hızlanmasına neden olur (Misuraca & Moore Hendrix Abernethy, 2013). Büyük bir 

tetramerik enzim olan PFK1’in aktivitesi, farklı allosterik modülatörler tarafından 

sıkı bir şekilde düzenlenir. Hücre-içi sitrat ve ATP seviyesindeki artış PFK1 

aktivitesini düşürür.  PFK1 enzimi ürünü F1,6BP ile aynı kimyasal yapıya sahip 
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fruktoz-2,6-bisfosfat (F2,6BP); PFK1’in bilinen en güçlü allosterik aktivatörü olup 

PFK1 enziminin substratına (F6P) afinitesini arttırır ve ATP’nin PFK1 enzim 

aktivitesi üzerindeki baskılayıcı etkisini ortadan kaldırır (Şekil-3) (Chesney, 2006). 

Hücrelerdeki F2,6BP’nin sentezi ve yıkımı homodimerik 6-fosfofruko-2-

kinaz/fruktoz 2,6-bisfostaz (PFKFB) enzim ailesi tarafından gerçekleştirilir (Okar, & 

Lange, 1999; Pilkis, Claus, Kurland, & Lange, 1995). 

Dört farklı gen tarafından kodlanan PFKFB enzimleri (PFKFB1–4) çift 

fonksiyonlu olup aynı polipeptit zinciri üzerindeki amino (N) ucu kinaz domeinleri 

ile ATP varlığında F6P’ı F2,6BP’a çevirirlerken; karboksi (C) ucu fosfataz 

domeinleri ile F2,6BP’ı F6P’a hidrolize ederler (Okar ve ark., 2001; Pilkis ve ark., 

1995) (Şekil-4). Çekirdek katalitik bölgelerinde yüksek amino asit dizi homolojisine 

(~%85) sahip olan PFKFB enzimleri kinaz/fosfataz aktivite kinetikleri, doku 

ekspresyon profilleri ve regülasyonları açısından önemli farklılıklar sergiler (L. Li, 

Lin, Pilkis, Correia, & Pilkis, 1992; Rider ve ark., 2004). Üç nolu izoenzim, 

PFKFB3, en yüksek kinaz:fosfataz aktivite oranına sahiptir (~%85); dolayısıyla 

hücrelerde F2,6BP sentezinde  ve PFK1’in aktivasyonunda önemli bir role sahiptir 

(Sakakibara ve ark., 1997). PFKFB3 ekspresyonu; mitojenik, inflamatuar ve hipoksik 

uyaranlara yanıt olarak ve hücre döngüsünün DNA sentezi fazında artmaktadır (Shi, 

Pan, Liu, Xie, & Han, 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



12 
 

Şekil-3: PFKFB enzimleri tarafından sentezlenen F2,6BP, glikolizin hız sınırlayıcı enzimi PFK1’i 

allosterik olarak aktive eder. 

 

Şekil-4: PFKFB3 Enziminin Kristal Yapısı ve Katalizlediği Reaksiyon 

 

PFKFB proteinlerinin farklı solid ve kan kanserlerindeki ekspresyonun arttığı 

bilinmektedir. Bunlardan özellikle PFKFB3 ve kısmen de PFKFB4’ün aralarında 

meme, pankreas, akciğer ve glioblastoma gibi agresif bazı agressif kanserlerdeki 

ekspresyonu artmaktadır (Kotowski ve ark., 2021). Diğer taraftan, farklı onkojenik 

elementler ve mitojenik faktörler tümör hücrelerinde PFKFB izoenzimlerinin 

ekspresyon ve aktivitesinde artışa neden olur (O. H. Minchenko, Tsuchihara, 

Minchenko, Bikfalvi, & Esumi, 2014). Hipoksik ortam ve buna bağlı olarak tümör 
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hücrelerinde stabilize olan hipoksi-ilişkili transkripsiyon faktörü 1 (HIF-1), tümör 

hücrelerindeki glikolitik aktivasyonun en kritik oyuncularından biri olup; bütün 

PFKFB genlerinin promotör bölgesi hipoksiye yanıt elemanı içerir (O. Minchenko, 

Opentanova, & Caro, 2003). Genel bir glikoliz aktivatörü olan HIF-1⍺ alt ünitesi 

(HIF-1⍺), tümör hücrelerindeki ekspresyonu hipoksiden bağımsız olarak da artarak 

tümör hücre glikolizinin devamlılığında önemli bir fonksiyon görür (Semenza, 

2012). Onkojenik RAS, aerobik glikolizin önemli bir aktivatörüdür (Chesney ve ark., 

2014). PFKFB3 izoenziminin ekspresyonu ve aktivitesi, RAS proteinlerinin ilişkili 

olduğu PI3K/AKT/mTOR yolağının aktivasyonu ve HIF-1α proteininin 

stabilizasyonu ile artar ve RAS-aracılı metabolik yeniden programlamada önemli bir 

rol oynar (Roy Blum, Jacob-Hirsch, Amariglio, Rechavi, & Kloog, 2005). Epidermal 

büyüme fakörü reseptörü 2 (HER2) ekspresyonu, meme kanseri hücrelerinde 

PFKFB3 ekspresyonunu ve glikoz metabolizmasını artırır (O’Neal ve ark., 2016). 

TP53, PTEN ve diğer bazı tümör baskılayıcı genlerinin fonksiyon kaybı PFKFB3 

ekspresyonu ve aktivitesini indükleyerek tümör hücre glikolizini uyarır (Cordero-

Espinoza & Hagen, 2013; Zawacka-Pankau ve ark., 2011). Tümörlerde yaygın olarak 

ekspresyonu artan onkojenik MYC tarafından indüklenen glikolitik aktivitedeki 

artışta da PFKFB3 proteinin gerekli olduğu gösterilmiştir (Cargill ve ark., 2021). 

Transkripsionel ko-represör miyeloid translokasyon geni 16 (MTG16), glikoliz 

üzerinde bir fren görevi görebilir, mitokondriyal solunumu uyarabilir; PFKFB3 ve 

PFKFB4'ün baskılanması yoluyla hücre proliferasyonunu inhibe edebilmektedir 

(Kumar ve ark., 2013). Farklı mitojenik ve büyüme faktörü-ilişkili yolakların 

transkripsiyonel ve posttranslasyonel modifikasyon yoluyla PFKFB protein 

proteinlerinin aktivitesinde artışa neden olduğu bilinmektedir. Örneğin progestin 

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

progesteron reseptörü (PR) ve östrojen reseptörünün (ER), PFKFB3 promotöründe 

bulunan kendi yanıt elemanları ile etkileşimleri yoluyla PFKFB3 ekspresyonunu 

indükler. İnsülin gibi büyüme faktörleri, interlökin 6 (IL-6) (Ando ve ark., 2010), 

lipopolisakkarit (LPS) ve adenozin gibi (Riera, Manzano, Navarro-Sabaté, Perales, & 

Bartrons, 2002) proinflamatuar moleküller (Ruiz-García ve ark., 2011) veya farklı 

stres uyaranları (NaCl, H202, UV radyasyonu veya anizomisin) (Novellasdemunt ve 

ark., 2012), PFKFB3 gen ekspresyon seviyelerini artırır. Diğer taraftan PFKFB3 
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proteinin hücresel enerji sensörü AMPK, epidermal büyüme faktörü reseptörü 

(EGFR) ve MAPK bileşenlerinden ERK tarafından fosforlanarak kinaz aktivitesinin 

uyarılması, hücre-içi F2,6BP seviyelerinin artmasına ve glikolizin hızlanmasına 

neden olmaktadır (Jones, Pohlmann, Clarke, & Sengupta, 2022). PFKFB2’nin 

androjenler ve insülin tarafından uyarıldığı 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) tarafından farklı orijindeki tümörlerden elde edilen hücre hatlarında 

fosforlanarak kinaz aktivitesinin arttığı bildirilmiştir. Bütün bu çalışmalar birlikte 

değerlendirildiğinde; onkojenik transformasyon ve mitojenik bazı uyaranların başta 

PFKFB3 olmak üzere PFKFB enzimlerinin transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel 

kinaz aktivitesini arttırarak tümör hücrelerindeki aerobik glikolizin aktivasyonuna 

neden olduğuna işaret etmektedir. 

2.1.4. Anti-Glikolitik ve Anti-Tümörojenik Bir Yaklaşım Olarak PFKFB 

Enzimlerinin Hedeflenmesi 

Glikolizin kritik bir kontrol noktası olan PFK1’in allosterik aktivatörü 

F2,6BP sentezini katalizlemeleri ve onkojenik elementler tarafından indüklenmeleri 

nedeniyle PFKFB enzimlerinin, tümör hücre glikolizini dolaylı olarak baskılamada 

yararlı bir terapötik hedef olabilecekleri değerlendirilmektedir (Brian F. Clem ve 

ark., 2013). Özellikle PFKFB3 izoenzimi yüksek kinaz:fosfataz aktivite oranına 

sahip olması (~760) ve tümörlerdeki yaygın ekspresyonu nedeniyle potansiyel bir 

anti-glikolitik bir hedef olarak dikkat çekmektedir (Dasgupta ve ark., 2018). Genetik 

ve farmakolojik olarak PFKFB3 aktivitesinin baskılandığı çok sayıdaki in vitro ve 

preklinik çalışma (Kotowski ve ark., 2021), bu izoenzimin hedeflenmesinin tümör 

hücre glikolizi ile beraber tümör hücre çoğalması, göçü, primer tümör gelişimi ve 

metastazının kontrol alınmasında yararlı bir anti-tümörojenik yaklaşım olabileceği 

öngörüsünü desteklemektedir. 
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PFKFB3 kinaz aktivitesini karşı geliştirilen ilk küçük kimyasal inhibitör 3-(3-

piridinil)-1-(4-piridinil)-2-propen-1 (3PO) ve türevi (4-piridinil)-3-(2-kinolinil)-2-

propen-1 (PFK15)’nin tümör hücrelerinde glikoz metabolizmasını yavaşlattığı ve 

çeşitli insan kanser zenogref modellerinde anti-tümör aktivite gösterdiği rapor 

edilmiştir (Chen ve ark., 2016; H. M. Li ve ark., 2017; Zhu ve ark., 2016). PFK15’in 

optimizasyonu ile geliştirilen PFK-158, birçok insan ve sinerjik preklinik modelde 

geniş anti-tümör aktivite ve immünmodülatör etkiler sergiler (Grewal, 2017;Telang, 

S., Yaddanapudi, K., Grewal, J., Redman, R., Fu, S., Pohlmann, P., ... & Chesney, J. 

(2016)). 3PO ve türevlerinden elde edilen in vitro ve preklinik modellerdeki başarı, 

farklı kimyasal çatıya sahip yeni inhibitörlerin geliştirilmesine yönelik çalışmaların 

artmasına neden olmuştur (Brooke ve ark., 2014; Lea, Guzman, & Desbordes, 2016; 

Seo, Kim, Neau, Sehgal, & Lee, 2011). Ancak AstraZeneca tarafından bir çalışmada 

(Boyd ve ark, 2015); 3PO ve PFK158’in yüksek konsantrasyonlarda dahi PFKFB3’e 

bağlanmadığı; gözlemlenen F2,6BP seviyesinde ve glikolitik aktivitedeki düşmenin 

ikincil meydana gelen etkilerden olabileceği değerlendirilmiştir. Yine de bu öncü 

moleküllerle elde edilen anti-metabolik etkilerin tümör gelişimine ket vurulmasına 

katkısı ve daha da önemlisi PFKFB3 enziminin kanser hücrelerinin glikolizi yanında, 

farklı çalışmalarda (Gustafsson ve ark., 2018) gösterilen glikoz-dışı onkojenik 

etkileri, özel olarak PFKFB3 izoenzimine ve genel olarak PFKFB kinaz aktivitesine 

olan ilginin artarak devam etmesine neden olmuştur. Bilgisayar destekli yapısal 

biyoloji ve farmasötik kimya araçlarının etkin kullanımı son yıllarda önemli sayıda 

PFKFB3 inhibitörünün geliştirilmesine katkı yapmıştır (Boutard ve ark., 2019; Seo 

ve ark., 2011). Bunlardan özellikle Boyd ve ark. (2015) tarafından geliştirilen ve 

PFKFB3 izoenziminine seçicilik gösteren indol iskeletine sahip bazı inhibitörler 

sentezlenmiş (ör. AZ PFKFB3 26) ve glikolizi baskılama kapasiteleri test edilmiştir. 

Ancak, bu inhibitörlerle ilgili in vitro ya da preklinik olarak anti-tümörojenik etkinin 

değerlendirildiği bir çalışma bulunmamaktadır. Son zamanlarda Boutard ve ark. 

(2019) tarafından gerçekleştirilen N-aril 6-aminoquinoksalin iskeletine sahip öncü 

olma niteliğine ve düşük konsantrasyonlarda kanser hücrelerinde F2,6BP ve 

glikolitik hızı baskılayan bileşikler sentezlenmiştir. Gustafsson ve ark. (2018); 

PFKFB3 izoenzimine karşı seçicilik gösteren ve sub-mikromolar düzeyde etki eden 

fenilsülfonamido salisilik asit türevleri tanımlamışlardır. KAN0438757 adlı öncü 
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molekülün, PFKFB3’ün glikolizdeki belirgin fonksiyonuna ek olarak DNA çift zincir 

kırıklarının homolog rekombinasyon tamirine ile ilişkili fonksiyonunu engellediği 

belirlenmiştir. Bu çalışma da PFKFB3’ün hedeflenmesinin kanser hücrelerinin 

glikoliz dışında kritik bazı hücresel fonksiyonlarının da hedeflenmesine katkı 

yapabileceğini göstermektedir. Ancak, pankreas kanseri gibi agresif tümörlerin 

metabolik plastisitesi, anti-tümörojenik bir yaklaşım olarak PFKFB inhibitörlerinin 

tek başlarına kullanılmasından elde edilecek yararın kısa ve kısıtlı olmasına neden 

olabilir. Bu nedenle, PFKFB enzimleri ile hedeflendiğinde daha güçlü anti-

tümörojenik etki gösterecek kombine anti-metabolik yaklaşımların geliştirilmesine 

ihtiyaç vardır. 

2.2. Tümör Gelişiminde Poliamin Biyosentez Yolağının Önemi ve Anti-

Tümörojenik Bir Yaklaşım Olarak Hedeflenmesi 

Kanser alt türleri arasında yaygın olarak aktivitesi artan bir diğer metabolik 

yol poliamin biyosentezidir. Poliaminler, birçok canlı organizmada gerekli olan çok 

işlevli polikatyonlardır. Poliamin sentezi, arjinin amino asidinden ornitin amino 

asitinin sentezi ile başlar (Şekil-5) (Kulkarni, Anderson, Mirmira, & Tersey, 2022). 

Ornitinin, ornitin dekarboksilaz (ODC1) enzimi tarafından dekarboksilasyonu 

putresin poliaminini oluşturur. Spermidin sentaz (SpdS) tarafından S-

adenozilmetiyonin (SAM)’in dekarboksilasyon ürünü metil S-

adenoziltiyopropilamin’in aminopropil kısmının putresine transferi ile ikinci 

poliamin olan spermidin sentezlenir. Son olarak spermin sentaz (SpmS) enzimi, 

benzer bir reaksiyon ile metil S-adenoziltiyopropilamin’in aminopropil kısmının 

spermidine transferi ile yolağın üçüncü ve son poliamini olan spermini sentezler. 

Poliaminler, hücresel büyüme ve embriyonik gelişim, farklılaşma ve çoğalma gibi 

birçok kritik işlev için gereklidir (Kulkarni ve ark., 2022). DNA sentezi ve stabilitesi, 

replikasyon, transkripsiyon ve translasyon ve ribozom biyogenezindeki fonksiyonları 

nedeniyle, tümör hücrelerinin poliaminlere ihtiyacı normal hücrelere göre çok daha 

fazladır (Gerner, & Meyskens, 2004; Moinard ve ark., 2005). Kanser hücrelerindeki 

poliamin biyosentez aktivitesindeki yukarı yönlü regülasyonunun, 

PI3K/AKT/mTOR, MYC ve RAS onkojenik yolakları ile ilişkili olduğu 

gösterilmiştir (Bachmann, & Geerts, 2018). Poliaminlerin genetik ve farmakolojik 

araçlar ile inhibisyonu kanser hücre yaşlanması ve apoptozuna neden olur (Uemura, 
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Matsunaga, Yokota, Takao, & Furuchi, 2023). Diğer taraftan poliamin sentezindeki 

artışının paklitaksel ve 5-florourasil vb. kemoterapötiklere direnç ve immun tolerans 

ile ilişkili olduğu gösterilmiştir (Akyol ve ark., 2016). Tümör hücrelerinde poliamin 

biyosentez yolağının kritik enzimlerinin ekspresyonu artar (J. Li, Meng, Wu, & Sun, 

2020). Bunlardan başlıcası poliamin biyosentez yolağının hız sınırlayıcı enzimi 

ODC1’dir (Şekil-6). ODC1, insan tümörlerinin yaklaşık %70’inde ekspresyonu artan 

MYC proteinlerinin ve RAS proteinlerinin transkripsionel ve posttranskripsiyonel 

hedeflerinden biridir (Novita Sari ve ark., 2021). Büyüme faktörleri ve amino asitler 

tarafından aktive edilen mTOR, ODC enzimi inhibitörü antizim 1 (OAZ1) proteinin 

sentezinde azalmaya, dolayısıyla ODC1 stabilizasyonuna neden olur (Cohavi, Tobi, 

& Schreiber, 2009). İnsan ve fare PDAK hücrelerinde mutant KRAS'ın inhibisyonu, 

ODC1 ekspresyonun azalmasına neden olur (Wolters-Eisfeld, Hackert, & Güngör, 

2023). 

 

Şekil-5: Poliamin Biyosentez Yolağı.  
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 inhibitörü diflorometilornitin, DFMO; 

SSAT aktivatörü N1,N11-dietilnorspermin, DENspm. (Kulkarni ve ark., 2022). 
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Şekil-6: ODC1 enziminin kristal yapısı ve katalizlediği reaksiyon 

Tümör hücre proliferasyonu ve canlılığı için poliaminlere olan 

gereksiniminin anlaşılması, poliamin metabolizmasının pontansiyel bir antineoplastik 

tedavi hedefi olarak değerlendirilmesini beraberinde getirdi. Geliştirilen farmakolojik 

ajanların bir kısmı poliamin biyosentez yolağının kritik enzimlerini hedeflerken, bir 

kısmı hücrelere poliamin transportunu modüle etmeye yöneliktir (Wolters-Eisfeld ve 

ark., 2023). Bu inhibitörlerin tek başlarına ve farklı ajanlarla kombinasyonu farklı 

tümör hücrelerinde sitotoksisite ile sonuçlanmakta ve preklinik modellerde tümör 

büyümesini baskılamaktadır (Murray-Stewart, Woster, Casero, & Author, 2016). 

Diflorometilornitin (DFMO), ODC1 enzimini geri dönüşümsüz olarak inhibe 

eden bir molekül olarak geliştirilmiştir (Nowotarski, Woster, & Casero, 2013). 

DFMO’nun in vitro ortamda kullanıldığı birçok çalışmada tümör hücrelerinde 

putresin ve spermidinin seviyesinin etkin bir şekilde azaldığı görülmüştür. Eksojen 

putresin ilavesinin DFMO-ilişkili hücre çoğalmasındaki azalmayı tersine çevirmesi 

DFMO’nun etkisinin spesifik olarak ODC1 aktivitesinin baskılanmasıyla ortaya 

çıktığına işaret etmektedir (Koomoa ve ark., 2013). Diğer taraftan ODC1 inhibitörü 

DFMO'nun çeşitli kanserlerde MYC ile ilişkili tümör malignitesini bozduğu 

gösterilmiştir (Bachmann, & Geerts, 2018; Nakkina ve ark., 2021). 

2.3. PDAK Gelişiminde Glikolizin ve Poliamin Biyosentez Yolağının Önemi ve 

Terapötik Olarak Hedeflenmesi 

Kanseri teşvik eden KRAS genindeki mutasyonlar, tüm PDAK vakalarının 

%90'ında bulunur ve TP53 de dâhil olmak üzere diğer genlerdeki mutasyonlar 

sıklıkla PDAK gelişimine ve yayılmasında rol oynar. PDAK hücreleri onkojenik 

özelliklerinin devamında hiperaktif KRAS sinyalizasyonuna bağımlılık gösterir. Son 
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zamanlarda yapılan çalışmalar (Bootsma, van Neerven, & Vermeulen, 2021; Suzuki 

ve ark., 2022); mutant KRAS’ın PDAK hücrelerinde yaygın olarak karşılaşılan 

metabolik yeniden progralama ile ilişkili olduğu ve PDAK hücrelerinin malin 

özelliklerinin devamı için bazı metabolik enzimlere bağımlılık geliştirdiğine işaret 

etmektedir. Diğer taraftan c-MYC, KRAS'a karşı işbirlikçi bir onkojenik faktör 

olarak hareket eder ve hem primer hem de metastatik PDAK tümörlerinde aşırı 

eksprese edilmektedir (Blandino, 2023; Nakkina ve ark., 2021). KRAS ve c-MYC 

PDAK hücrelerinde metabolik yeniden programlamaya neden olan önemli iki 

onkogendir. Yapılan çalışmalar her iki onkogenin PDAK tümör hücrelerindeki 

metabolik yeniden programlamayı indüklediğini göstermektedir (Dey ve ark., 2020; 

Liu, Li, & Liu, 2023). KRAS ve c-MYC-ilişkili metabolik yeniden programlamada 

gerekli metabolik oyuncuların ortaya çıkarılması PDAK gibi yoğun bir metabolik 

plastisiteye sahip tümörlerin tedavisinde yenilikçi tedavilerin geliştirilmesine katkı 

yapabilir.  

Genel olarak anti-kanser etkili yalnızca birkaç metabolizmaya dayalı ilaç 

geliştirilmiştir ve bunların yalnızca bir kısmı klinik deneylerde kullanılmakta olup 

(Stine ve ark., 2022); geliştirilen anti-metabolitlerin henüz PDAK’da kullanımı 

bulunmamaktadır. KRAS mutasyonlu PDAK hücreleri, orijin aldıkları normal 

hücrelere göre, hiperglikolitik bir fenotip sergilerler (Shen, Niu, & Xue, 2022). 

PDAK hücrelerinde glikolitik yolağın aktivasyonu; epitelyal-mezenkimal geçiş, kök 

hücre ve kemoterapi direnci ile ilişkilidir (Zhao ve ark., 2017). İn vitro ve preklinik 

çalışmalar (Le ve ark., 2010; Xiao ve ark., 2013; Ying ve ark., 2012), mutant KRAS 

taşıyan PDAK hücrelerinin onkojenik özelliklerinin devamı için aktive olmuş 

glikolize ihtiyaç duyduklarını göstermektedirler. Bu çalışmalar; glikolitik aktivite 

modifikasyonunun, PDAK’a özgün geliştirilecek rasyonal kombine tedavi 

modüllerinin bir parçası olabileceği yönündeki görüşü desteklemektedir (Bajpai & 

Shanmugam, 2018; R. Blum & Kloog, 2014; Bryant ve ark., 2014; Cohen ve ark., 

2015). Ancak, direkt olarak glikolitik aktiviteyi tamamen ortadan kaldırmaya yönelik 

girişimlerin (ör. 2-DG gibi metabolize olmayan glikoz analoğu kullanılarak), 

preklinik modellerdeki ciddi toksisiteden dolayı, klinikte kullanımı söz konusu 

değildir (B. F. Clem, O’Neal, Klarer, Telang, & Chesney, 2016; Yu, Chen, Wang, & 

Chen, 2016). Buna karşın glikolizin indirek regülatörü PFKFB3’ün PDAK 
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hücrelerinde fazla miktarda eksprese edildiğini ve PDAK hücrelerinin glikolitik ve 

transforme edici büyüme faktörü beta 1 (TGF-β1)-ilişkili mezenkimal fenotipinin 

devamındaki rolü gösteren çalışmalar (Abdullah Yalcin ve ark., 2017), PDAK 

glikolizinin hedeflenmesine PFKFB3’ün değerlendirilebileceğine işaret etmektedir. 

Bununla birlikte, farklı noktalardan direk ya da indirek olarak, tek başına, glikoz 

metabolizmasının kısmi modifikasyonunun da—tümör hücrelerinin alternatif karbon 

ve enerji kaynaklarına yönelme potansiyelinden dolayı—etkin bir klinik yarar 

sağlamayacağı açıktır. Nitekim KRAS tarafından transforme edilen pankreatik duktal 

epitel hücrelerinde PFKFB3’ün AZ PFKFB3 26 (AZP3-26) adlı molekül ile 

inhibisyonu tek başına hücre proliferasyonunu etkilemezken glutaminaz inhibitörü 

telaglanastat’a duyarlılığı arttırdığı gösterilmiştir (Ozcan ve ark., 2021).  Bu gözlem 

de PFKFB3 inhibisyonunun PDAK metabolizmasını hedefleyen kombine 

yaklaşımların bir bileşeni olabileceği öngörüsünü desteklemektedir. 

PDAK hücrelerinde glikolize ek olarak poliamin biyosentez yolağının 

aktivasyonu görülmektedir. Özellikle PDAK hücrelerindeki KRAS ve MYC gibi 

onkojenik elementlerin aktivasyonun poliamin biyosentezini ODC1 enziminin 

ekspresyonunu yoluyla arttırdığını gösteren çalışmalar (Lee ve ark., 2023; Wolters-

Eisfeld ve ark., 2023) PDAK tümörlerinde metabolik programlanmanın 

hedeflenmesine ODC1 enzimini kritik bir hedef haline getirmektedir. Nitekim Kras-

ilişkili bir PDAK fare modelinde DFMO’nun, ODC1 aktivitesini inhibe ederek tümör 

ilerlemesini durdurduğu rapor edilmiştir (Mohammed ve ark., 2014). Ayrıca DFMO 

tedavisinin pankreas tümörlerinde onkojenik c-MYC ekspresyonunu azaltması 

(Bachmann & Geerts, 2018), ODC1 inhibisyonunun genel bir anti-onkojenik etkiye 

neden olabileceği yönündeki öngörüyü desteklemektedir. 

Son kanıtlar (Lee ve ark., 2023; Nose, Sugimoto, Muta, & Miura, 2023; 

Wolters-Eisfeld ve ark., 2023), poliamin sentezi ve ODC1 modülasyonunun, 

pankreas lezyonlarının erken evlerinde gerçekleştiğini ve tümörün ilerlemesi 

sırasında arttığını öne sürmektedir. Mohammed ve ark. (2014)’nın yapmış olduğu 

çalışmada pankreas kanserinde DFMO’nun p21, p27 ve p53 genlerini indükleyerek 

tümör hücresi proliferasyonunu inhibe ettiği gösterilmiştir. DFMO’nun en büyük 

avantajı düşük toksisite ve oral kullanım kolaylığıdır. Ancak DFMO genellikle 

sitostatik etkilere sahipken, uzun süre in vitro tedaviden sonra sitotoksik olabilir. 
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DFMO kullanımında sperminin tamamen tükenmemesi ve spermidin ile putresine 

geri dönüşümü mümkündür. Ayrıca dolaşım veya hücre dışı alandan poliamin 

alımında telafi edici artışlar gerçekleşmektedir. Bu nedenlerle DFMO’nun tek bir 

ajan olarak kullanımı sınırlı anti-tümöral etki göstermiştir (Alexiou ve ark., 2017). 

Kemoterapötiklere dirençli tümörlerin tedavisini optimize etmek için diğer anti-

tümöral ajanlarla birleştirildiğinde taşıdığı potansiyel katkı ve sinerjist etkilerinin 

araştırılması gerektiği açıktır. 

Birlikte değerlendirildiğinde; glikoliz ve poliamin biyosentezi gibi PDAK 

hücrelerinde aktive olan yolakları kontrol eden kritik enzimlerin bu ölümcül kanser 

türünün kontrol altına alınmasında değerlendirilebileceğine yönelik in vitro ve 

preklinik kanıtlar vardır. Ancak, yoğun metabolik plastisiteye sahip olan PDAK 

tümörlerinde bu enzimlerin tek başlarına inhibisyonuyla elde edilecek anti-

tümörojenik etkinin sınırlı ve kısa ömürlü olacağı değerlendirilebilir. Bununla 

birlikte; bu iki yolağın birlikte hedeflenmesinin PDAK hücrelerindeki anti-metabolik 

ve anti-onkojenik etkilerinin ortaya çıkarılması, bu kombine anti-metabolik 

yaklaşımın PDAK tedavisindeki olası potansiyelinin değerlendirilmesi açısından 

önemli bir adım olacaktır. 
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3.GEREÇ VE YÖNTEMLER 

3.1. Gereçler 

3.1.1. Çalışmada Kullanılan Hücre Hatları, Kimyasal ve Sarf Malzemeleri 

Bu tez çalışmasının hücre kültürü ve deneysel aşamalarında kullanılan hücre 

hatları, kimyasal sarf malzemeleri ve kitler birçok farklı firma aracılığıyla temin 

edilmiş olup, üreten firmanın talimatları doğrultusunda gereken konsantrasyonlarda 

hazırlanmıştır (Tablo-1). Çalışma sırasında Bursa Uludağ Üniversitesi Veteriner 

Fakültesi Biyokimya Ana Bilim Dalı Laboratuvarında bulunan cihaz olanaklarından 

faydalanıldı (Tablo-2). 

 

Tablo-1: Çalışmada kullanılan kimyasallar, malzemeler, üretici firmaları ve katalog numaraları 

tablo halinde sunulmuştur. 

Hücre Kültüründe Kullanılan Malzemeler 

Malzeme Üretici Firma Katalog Numarası 

PANC1 ATCC CRL-1469 

MIA PaCa-2 ATCC CRL-1420 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) 

Besiyeri 

Sigma D-5030 

Fetal Sığır 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 Solüsyonu (20X) Thermo Fisher 28344 

AZ PFKFB3 26  MedChem HY-101971  

DL-αDifluoromethylornithine (DFMO) Cayman 16889 

Trikloroasetik asit (TCA) Sigma 76-03-9 

Kristal Violet Sigma C3886 

Sulforodamin B  Sigma 230162-1G 

 

siRNA Transfeksiyonunda Kullanılan Malzemeler 

Malzeme Üretici Firma Katalog  Numarası 

Lipofectamine RNAiMAX İnvitrogen 137780 

Opti-MEM Gibco 31985062 

Kontrol siRNA İnvitrogen 4390846 

PFKFB3 siRNA İnvitrogen S10359 

ODC1 siRNA İnvitrogen S9821 
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mRNA Ekspresyon Analizlerinde Kullanılan Malzemeler 

Malzeme Üretici Firma Katalog  Numarası 

GeneJet RNA Saflaştırma Kiti Thermo Fisher K0731 

Yüksek kapasiteli cDNA Ters Transkripsiyon Kiti Applied Biosystems 4368814 

Taqman Gen Ekspresyon Master Mix İnvitrogen 4369016 

β-aktin Prob Thermo Fisher Hs99999903_m1 

PFKFB3 Prob Thermo Fisher Hs00998698_m1  

ODC1 Prob Thermo Fisher Hs00159739_m1 

 

Protein İzolasyonu ve Western Blotlamada Kullanılan Malzemeler 

Malzeme Üretici Firma Katalog Numarası 

Mini- PROTEAN TGX Gel Biorad 4561043 

PVDF Membran Millipore IPVH00010 

RIPA Lizis ve Ekstraksiyon Çözeltisi Thermo Fisher 89901 

Proteaz/Fosfataz İnhibitör Karışımı (100x) Cell-signaling 

Technologies 

5872 

10X Tris/Glisin/SDS Çözeltisi Biorad 1610772 

10X Transfer Çözeltisi Thermo Fisher 35045 

%5 Yağsız Süt Tozu Sigma M7409 

Moleküler Biyolojik Su Lonza BE51200 

Tris İnvitrogen 15504020 

Sodyum Klorür Merck 1064041000 

Hidroklorik Asit (%30) Merck 1.00318.1000 

Tween 20 Merck 8221840500 

Luminata Forte HRP Substrat Merck WBLUF0500 

ECL Prime  GE Healthcare RPN2232 

Sığır Serum Albumini Sigma A4503-100G 

PFKFB3 İnvitrogen MA5-32766 

ODC1 Mybiosource MBS7000199 

β- aktin BioUSA 3662 

GAPDH İnvitrogen MA1-16757 

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

Matrijel  Corning 354228 

 

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

Malzeme Üretici Firma Katalog Numarası 

F2,6BP Standard Solüsyonu Sigma 47822 

F6P Sigma F3627 

Tris Sigma 15504020 

Asetik Asit Honeywell 27225 

HEPES Merck 391340 

Magnezyum Asetat İnvitrogen M5661 

Nikotinamid dinükleotid 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 ölçümünde kullanılan Malzemeler 

Malzeme Üretici Firma Katalog Numarası 

Glikoz Ölçüm Kiti Biovision K606-100  

Laktat Ölçüm Kiti Biovision K607-100  

 

3.1.2.Protein İzolasyonu ve Western Blotlamada Kullanılan Çözeltiler 

TBS-T: Tris İle Tamponlanmış Salin, Tween-20 Çözeltisi 

10X TBST çözeltisi, 200 mM Tris, 1,5 M Sodyum klorür ve %1 Tween-20 

kullanılarak hazırlandı. Kullanım için 1X olacak şekilde distile su ile 10 kat 

seyreltildi. 

Hücre Lizis Çözeltisi 

Hücre lizisi için 25 mM Tris-HC1 (pH 7.6), 150 mM NaC1, 1% NP-40, 1% 

sodyum deoksikolat ve 0.1% SDS içeren RİPA (Thermo; Kat. No. 89900) çözeltisi 

kullanıldı. Kullanım öncesinde RİPA çözeltisine, proteaz ve fosfataz inhibitör 

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

Western blot için bloklama ve antikor dilüsyon çözeltisi 

Western blot deneylerinde bloklama ve antikor dilüsyonlarında %5 yağsız süt 

tozu (Sigma; Kat. No. M7409) kullanıldı. Yağsız süt tozu hazırlanırken TBS-T 

çözeltisi ile sulandırıldı. 

Tablo-2: Çalışmalarda kullanılan cihazlar. 

 

Cihazın Adı 

 

Cihazın Model 

 

Üretici Firma 

Steril Kabin Bio II Advance Telstar 

İnkübatör Incusafe Panasonic 

İnvert Mikroskop 3032 AccuScope 

Santrifüj NF1200R Nüve 

Santrifüj 3K30 Sigma 

Güç kaynağı 300 Volt VWR 

PCR Cihazı MyGenie 96 Bioneer 

Real Time Cihazı OneStepPlus Applied Biosystems 

Hassas Terazi CPA225D Sartorius 

Blok Isıtıcı TS-100 Biosan 

Otoklav OT40L Nüve 

Görüntüleme Cihazı ChemiDoc MP Biorad 
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Buz Makinesi Scotsman  AF80 

Manyetik Karıştırıcı MSH-300 Biosan 

Spektrofotometre Epoch Biotek 

Saf su Cihazı Simplicity Millipore 

 

3.2. Yöntemler 

3.2.1. Hücre Kültürü 

Çalışmada hücre kültürü modelleri olarak PDAK hücre hatlarından PANC1 

(ATCC, Kat. No. CRL-1469) ve MIA PaCa-2 (ATCC, Kat. No. CRL-1420) 

kullanıldı. PANC1 hücreleri için %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin çözeltisi ve 4,5 

g/L glikoz içeren DMEM besi yeri; MIA PaCa-2 hücreleri içinse %10 FBS, %2,5 at 

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

kullanıldı. Hücreler çoğaltılırken steril hücre kültürü flask ve plakalarında 37°C ve 

%5 CO2 ayarındaki nemli inkübatörde tutuldu. Hücreler pasajlama yapılırken steril 

1X PBS ile nazikçe yıkandıktan sonra Tripsin/EDTA çözeltisi ile flask tabanından 

kaldırıldı. En az 5 kat oranda (v/v) besiyeri eklenerek tripsin nötralize edildi ve 250 

xg’de 5 dk santrifüj edilerek tripsin uzaklaştırıldı. Hücre sayımlarında hücre 

süspansiyonu 1:1 oranında Tripan mavisi ile karıştırılarak hemasitometre yardımıyla 

invert mikroskop (Accu Scope) ile sayıldı. 

3.3. PFKFB3 ve ODC1 mRNA Ekspresyonlarının siRNA Aracılığıyla 

Baskılanması 

Hücrelere siRNA transfeksiyonu Lipofectamine RNAiMAX®adlı kimyasal 

ile gerçekleştirildi. Transfeksiyon için imalatçının protokolü takip edildi. Kısaca, 

siRNA ve Lipofectamine RNAiMAX® Opti-MEM adlı besiyerinde sulandırıldıktan 

sonra siRNAlar ve Lipofectamine RNAiMAX® 1:1 oranında karıştırıldı. Elde edilen 

çözelti bir gün önceden ekilen ve yaklaşık %30-50 yoğunluğa ulaşmış hücrelere taze 

besiyeri değişiminin ardından damlatılarak uygulandı. Final siRNA konsantrasyonu 

olarak 20 nM kullanıldı. Transfeksiyonlarda kontrol siRNA, PFKFB3 siRNA, ODC1 

siRNA ve kombine siRNA (siPFKFB3/siODC1) grupları oluşturuldu. 

Transfeksiyondan 48 saat sonra glikoz ve laktat ölçümleri için besiyeri toplanarak 

3000 rpm’de 5 dk santrifüj edildi. Hücre pelletleri total protein, Western blot ve 
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F2,6BP analizleri için kullanıldı.  Hücre proliferasyonu, paralel olarak transfeksiyon 

gerçekleştirilen plakalarda kristal violet yöntemi ile belirlendi.   

3.4. PFKFB3 ve ODC1 Aktivitelerinin Farmakolojik Olarak İnhibisyonu 

PANC1 ve MIA PaCa-2 hücrelerinde PFKFB3 enziminin inhibisyonu için 

AZ PFKFB3-26; ODC1 enziminin inhibisyonu için DFMO kullanıldı (Şekil-7). 

DFMO’nun etkin doz aralığının belirlenmesi için hücreler 17,5 － 1000 µM 

aralığındaki DFMO dozları ile muamele edildi. 72 saat sonra SRB yöntemi 

kullanılarak (bknz. 3.8.1) sitotoksisite analiz edildi. Hücrelerin %50’sini öldüren doz 

(IC50), Graphpad Prizma (Versiyon 8.3.1.) programında belirlendi. Fonksiyonel 

analizlerde AZ PFKFB3-26 20 µM; DFMO ise 30 µM konsantrasyonlarında 

kullanıldı. Kontrol olarak DMSO çözücüsü kullanıldı. 48 saatlik inkübasyon sonrası 

besiyerleri toplanarak glikoz ve laktat ölçümleri için 3000 rpm’de 5 dk santrifüj 

edildi. Hücre pelletleri total protein, Western blot ve F2,6BP analizleri için 

kullanıldı.  

Şekil–7: PFKFB3 ve ODC1 inhibitörlerinin kimyasal yapıları 

3.5. mRNA Ekspresyon Analizleri 

3.5.1. RNA İzolasyonu ve cDNA Sentezi 

Hücrelerden alınan pelletlerden ticari bir kit (Applied Biosystems) 

kullanılarak RNA izole edildi. RNA miktarı spektrofotometrik olarak 260 nm’de 

belirlendi. Daha sonra en düşük konsantrasyondaki örneğe göre eşitleme yapıldı. 

Ticari bir ters transkripsiyon kiti kullanılarak (Applied Biosystems) eşit miktardaki 

RNA (1 µg) örneklerinden komplementer DNA (cDNA) sentezlendi. Kısaca, 1 µg 

total RNA, oligo dT primer, deoksinükleotid trifosfat, ters transkriptaz ve RNaz 

CAS No. : 70052-12-9CAS No. : 1704740-52-2

DFMOAZ PFKFB3 26
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inhibitörü içeren 20 µl’lik karışım 25°C/10 dk (1. Aşama), 37°C/120 dk (2. Aşama) 

ve 85°C/5 dk (3.Aşama)’ya ayarlı PCR programında ters transkripsiyon (reverse 

transcription; RT) işlemine tabi tutuldu. 

3.5.2. Gerçek-Zamanlı Kantitatif PCR Analizi 

Gerçek-zamanlı kantitatif PCR (qPCR) analizi için her bir genin cDNA’sına 

spesifik bir çift PCR primeri ve floresan işaretli prob (FAM) içeren TaqMan 

sisteminden (Applied Biosystems) yararlanıldı. Kit prosedürü uygulanarak 1:20 

oranında dilüe edilmiş cDNA, GoTaq Master Mix karışımı ve tespit edilecek gene ait 

prob içeren karışım sırasıyla 95°C/20 saniye (1. Aşama), 95°C/1 dakika (2. Aşama) 

ve 60°C/20 saniye (3. Aşama) programına ayarlı gerçek-zamanlı qPCR cihazında 

reaksiyon işlemine tabi tutuldu. İkinci ve üçüncü aşamalar 45 kere tekrarlandı. 

Reaksiyonlar StepOnePlus cihazı kullanılarak gerçekleştirildi ve StepOne Software 

versiyon 2.3 ile analiz edildi. Elde edilen amplifikasyon eğrilerinden döngü eşiği (Ct) 

değerleri kullanılarak hedef genlerin mRNA ekspresyon düzeylerindeki nispi 

değişimler 2-ΔΔCT metodu ile hesaplandı (Livak & Schmittgen, 2001). 

Hesaplamalarda β-aktin probu internal amplifikasyon kontrolü olarak kullanıldı.  

3.5.3. Protein İzolasyonu ve Western Blot Analizleri 

siRNA ve inhibitör uygulamaları sonrası +4°C’de santrifüjedilen hücrelerden 

elde edilen pelletler RİPA ile karıştırıldı ve bu karışım 15 dk buz içerisinde 

bekletilerek hücre membranları çözündürüldü. Membran ve çözeltide erimeyen 

atıkların dibe çöktürülmesi amacıyla 15000xg’de, 4 °C’de 10 dakika santrifüj edildi. 

Örneklerdeki protein total protein konsantrasyonu bikinkoninik asit (BCA) metodu 

ile ölçüldü. Kısaca, 5 µl hücre lizatı ile 200 µl BCA solüsyonu 96 kuyucuklu 

plakalarda karıştırıldı. 37°C’de 30 dakika inkübasyonun ardından, mikroplaka 

okuyucu cihazda (BioTek) 562 nm dalga boyunda absorbanslar kaydedildi. Bovine 

serum albümin (BSA) ile hazırlanan standart eğri (Şekil-8) yardımı ile protein 

miktarları belirlendi.  Eşit miktar protein içeren örnekler β-merkaptoetanol içeren 

yükleme tamponu ile 1:1 oranında karıştırılarak 95°C’de 5 dakika süre ile denatüre 

edildi. Eşit miktarda protein içeren (25 µg) karşım hazır %10 Mini PROTEAN TGX 

(BioRad) dodesil sülfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) jellerine 

yüklenerek 100 voltluk akımda ayrıştırıldı. SDS-PAGE ile ayrıştırılan proteinler 
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polivinilidin florür (PVDF) membranlara transfer edildi. Transfer işlemi blotlama 

sisteminde tek jel için 250 voltta 1,5 saatte gerçekleştirildi. Membranlar, Western 

Blot bloklama çözeltisi içerisinde 1 saat oda ısısında bloklandı. Membranlar +4°C’de 

1 gece boyunca primer antikor ile inkübe edildi. PFKFB3 ve ODC1antikorları 1:500 

oranında; β-aktin 1:1000 oranında seyreltildi. Membranlar 3 kez TBS-T solüsyonu 

ile yıkandıktan sonra 1 saat oda ısısında horse radish peroksidaz (HRP) ile konjuge 

sekonder antikorlar uygulandı. Sekonder antikorlar 1:10000 dilüsyonda hazırlandı. 

Son olarak membranlara kemiluminesan substrat (Merck; WBLUF 0500) uygulandı 

ve bantlar görüntüleme cihazı (BioRad; ChemiDoc MP) ile görüntülendi. Bant 

analizleri ve dansitometrik ölçümler İmage Lab (BioRad) yazılımı ile yapıldı. 

Şekil–8: BCA standard grafiği. 

3.6. Fruktoz-2,6- Bisfosfat Analizi 

siRNA ve inhibitör uygulamaları sonrası +4°C’de santrifüj edilen hücrelerden 

elde edilen pelletler soğuk PBS ile iki kez yıkandıktan sonra 100 mM NaOH-Tris 

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

kullanılarak lizatların pH’ları nötralize edildi. Schaftingen ve Hers (1980)’in 

protokolünden uyarlanan yöntem ile F2,6BP konsantrasyonları ölçüldü. Kısaca, 2 µl 

örnek, 26°C’de 50 mM Tris, 2 mM Mg+2, 1mM F6P, 0,15 mM indirgenmiş 

nikotinamid dinükleotid (NADH), 10 kU/1 Pirofosfat-bağlı PFK1, 0,45 kU/1 aldolaz, 

0,5 kU/1 tirozfosfat izomeraz ve 1,7 kU/l gliserol-3-fosfat dehidrojenaz içeren 

substrat ve enzim karışımına eklendi. Ardından 0,5 mM pirofosfat ile reaksiyon 

başlatıldıktan sonra NADH’in NAD’e oksitlenmesi spektrofotometrik olarak 339 nm 

dalga boyunda ölçüldü. Okumalar dakikada bir olmak üzere 10 dk boyunca 
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gerçekleştirildi. Standartlarla hazırlanan bir grafik kullanılarak F2,6BP miktarları 

hesaplandı. 

Şekil–9: F2,6BP standard grafiği. 

3.7.Glikoz ve Laktat ölçümü 

Besiyerindeki glikoz ve laktat seviyeleri, ticari kitler kullanılarak (Biovision) 

spektrofotometrik olarak belirlendi. Bu işlem için Tablo-1’de katalog numaraları 

verilen ölçüm kitlerininin protokolü izlendi. 

3.8. Onkojenik Potansiyel Deneyleri 

3.8.1. Hücre Proliferasyonu ve Sitotoksisite Analizleri 

PFKFB3 ve ODC1 siRNA uygulamaları sonrası hücre proliferasyonları 

kristal viyole yöntemi ile belirlendi (Feoktistova, Geserick, & Leverkus, 2016). 

Kısaca, hücreler 10 dk metanol ile fikse edildikten sonra %0,2’lik kristal viyole ile 

30 dk inkübe edildi. Fazla boya PBS ile yıkanıp uzaklaştırıldıktan sonra %10 asetik 

ile eklenip absorbans 595 nm dalga boyunda okundu. İnhibitörlerin sitotoksik etkileri 

ise SRB yöntemi ile belirlendi (Kiehn & Car, 2017). Bunun için 96 kuyucuklu 

plakalara 3000’er hücre ekildi. Ertesi günü hücrelere DMSO, AZP3-26, DFMO ve 

AZP3-26/DFMO kombinasyonu triplike olarak eklendi. Hücreler 24, 48, 72 ve 96 

saat inkübe edildi. Hücre ekilmeyen fakat besiyeri içeren kuyucuklar arka plan 

absorbansı için kullanıldı. İnkübasyon sonunda hücreler TCA ile fikse edildi, % 0,02 

SRB solüsyonu ile boyandı. %1 asetik asit ile yıkama yapıldıktan sonra 100 mM 

NaOH/Tris asetat tamponund (pH: 8,0) ile çözündürülen SRB-protein bileşikleri 510 

nm dalga boyounda okundu. Hücre içermeyen kuyucuklardan elde edilen ortalama 
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absrobans örnek absorbanslarından çıkarıldı. İnhibitörler konulmadan hemen önce 0. 

saatteki örnekler %100 kabul edilerek hücre proliferasyonlarında görece değişimler 

hesaplandı.  

3.8.2. Yumuşak Agarda Büyüme Deneyi 

Yumuşak agarda tutunmadan bağımsız büyüme kabiliyeti, tümör hücrelerin 

in vivo onkojenik kabiliyetini in vitro ortamda en iyi taklit eden bir göstergedir. 

Yumuşak agar deneyleri Fridman ve ark. (1991) tarafından tarif edilen yöntem ile 

gerçekleştirildi. Kısaca; 6-kuyucuklu plakalara 1,5 ml %0,6 agaroz çözeltisi 

eklenerek oda sıcaklığında 30 dk bekletildi. Üst tabaka için kuyucuk başına 1,5 ml 

7500 hücre 1,5 ml %0,3 agaroz ve besiyeri karşımı içerisinde ekildi. Ertesi günü 1 ml 

DMSO, 3X konsantrasyonda AZP3-26 (60 µM), DFMO (90 µM) ve AZP3-

26/DFMO içeren besiyeri ilave edildi. Haftada bir 1 ml ilaçlı besiyeri ilaveleri 

yapılarak 3 hafta boyunca inkübe edildi. Koloniler %0,2 kristal viyole ile 30 dk 

boyandı. Fazla boya PBS ile yıkanarak uzaklaştırıldı. Boyanan kolonilerin 

görüntüleri kaydedildi ve Image J versiyon 1.53e (Schneider, Rasband & Eliceiri, 

2012) ile sayı ve çap yönünden incelendi. 

3.8.3. Koloni Oluşturma Deneyi 

Hücreler 24 kuyulu hücre plakalarına, 300 hücre/kuyu olacak şekilde ekildi. 

Ertesi günü DMSO, AZP3-26, DFMO ve AZP3-26/DFMO kombinasyonu dublike 

olarak eklendi. Her 3 günde bir ilaç içeren besiyerleri yenilenerek hücreler 10 gün 

büyütüldü. Kuyulardaki besiyeri uzaklaştırılarak hücreler metanol ile -20°C’de 10 

dakika fikse edildi. Fiksasyon işlemini takiben, kuyulara metanolde çözünmüş %0,2 

kristal viyole çözeltisi eklenerek 10 dakika boyunca bekletildi. Boya 

uzaklaştırıldıktan sonra kuyular PBS ile yıkandı. Kolonilerin mikroskopik ve 

makroskopik görüntüleri kaydedildikten sonra Image J versiyon 1.53e (Schneider ve 

ark., 2012) ile sayı ve çap yönünden incelendi. 

3.8.4. İnvazyon Analizi 

PFKFB3 ve ODC1 inhibisyonlarının hücrelerin in vitro invazyon kabiliyeti 

üzerindeki etkisini test etmek için modifiye Boyden hazneleri kullanılarak Matrijel 

invazyon analizleri gerçekleştirildi (Justus, Leffler, Ruiz-Echevarria, & Yang, 2014). 
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Kısaca, 1 µg/ml Matrijel (Corning) 8 µm porlu Boyden invazyon haznelerine 

ekilerek 2 saatlik kurumaya bırakıldı. 24 saat önceden DMSO, AZP3-26, DFMO ve 

AZP3-26/DFMO eklenen hücreler tripsin ile kaldırılıp %0,5 FBS ve inhibitörler 

içeren besiyerinde süspansiye edildi. Her bir kuyucuğa 500 µl içerisinde 50 bin hücre 

ekildi. Haznelerin alt bölmelerine ise kemoatraktan olarak 750 µl %10 FBS içeren 

normal besi yeri eklendi. 24 saat boyunca inkübasyon sonrası Matrijele invaze 

olmayan hücreler ıslatılmış Q-tip ile uzaklaştırıldıktan sonra invaze olan hücreler 

metanolde 2 dakika fikse edildi. Sonrasında %0,2 kristal viyole solüsyonunda 15 dk 

boyunca boyandı. Boyalı hücreler invert ışık mikroskobunda (Accu Scope) 20X’lik 

objektif altında en az üç sahada sayıldı. Normal plakalarda büyüyen hücrelerle 

veriler normalize edildi ve kontrol hücreleri baz alınarak invazyon % şeklinde 

hesaplandı. 

3.9. İstatistiksel Analizler 

Deneyler üçlü biyolojik (n=3) tekrarlar şeklinde gerçekleştirildi ve her bir 

biyolojik replike 3’lü teknik replike (kristal viyole ile hücre proliferasyonu 2’li 

teknik replike) olarak çalışıldı. Gruplar arası farklılıkların karşılaştırılmasında çift 

yönlü (2-tailed) ve eşleştirilmemiş (unpaired) t-testi kullanıldı (Jones ve ark., 2022). 

p değerinin 0,05 altında olduğu durumlar istatistiksel açıdan önemli kabul edildi.  

İstatistiksel analizler Graphpad Prizma (Versiyon 8.3.1.) programında 

gerçekleştirildi. 
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4.BULGULAR 

4.1. Pankreas Tümörlerinde PFKFB3 ve ODC1 Ekspresyonu Artmaktadır 

PDAK olgularında PFKFB3 ve ODC1 mRNA ekspresyon seviyelerini analiz 

etmek için GEPIA biyoinformatik aracı kullanıldı (gepia.cancer-pku.cn). TCGA 

veriseti kullanılarak (n=179) yapılan analizde her iki genin mRNA seviyelerinin 

PDAK dokusunda normal dokuya göre arttığı gözlemlendi (Şekil-10A). Daha da 

önemlisi, TIMER 2.0 (timer.cistrome.org) aracı kullanılarak yapılan analizde PDAK 

dokularında PFKFB3 ve ODC1 mRNA ekspresyonlarının yüksek bir pozitif 

korelasyon gösterdiği (spearman korelasyon katsayısı= 0,322; p<0,001) belirlendi 

(Şekil-10B). 

(A)                                                                                      (B) 

  

 

Şekil–10: (A) PDAK dokularında PFKFB3 ve ODC1 mRNA ekspresyonları artmaktadır. (B) PDAK 

tümörlerinde PFKFB3 ve ODC1 ekspresyonları pozitif korelasyon göstermektedir. Spearman_Cor, 

Spearman korelasyon katsayısı. 
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Glikoliz ve poliamin sentez yolağı aktif olduğu bilinen ve in siliko analizlerde 

PFKFB3 ve ODC1 mRNA ekspresyonu arttığı gösterilen PDAK hücre hatları 

PANC1 ve MIA PaCa-2 çalışmada model olarak kullanıldı. Ayrıca bu hücre 

hatlarının, PFKFB3 ve ODC1 ekspresyonunu arttırdıkları bilinen KRAS ve c-MYC 

açısından hiperaktif oldukları bilinmektedir. Bu hücrelerdeki PFKFB3 ve ODC1 

ekspresyonlarının protein düzeyinde doğrulanması için Western blot analizi 

gerçekleştirildi. Yapılan analizlerde her iki proteinin eksprese edildiği görüldü 

(Şekil-11).  

 

Şekil–11: PANC1 ve MIA PaCa-2 hücrelerinde PFKFB3 ve ODC1 proteinleri eksprese edilmektedir. 

PANC1 ve MIA PaCa-2 hücrelerinden hazırlanan total protein lizatları SDS-PAGE’de yürütüldükten 

sonra her bir proteine özgü antikorlar kullanılarak Western blot’a tabi tutuldu. Görüntüleme 

ChemiDoc MP’de yapıldı. 

4.2. PFKFB3 ve ODC1 Enzimlerinin siRNA Aracılı Baskılanmasının PFKFB3 

ve ODC1 mRNA ve Protein Ekspresyonları Üzerine Etkisi  

PANC1 ve MIA PaCa-2 hücrelerinde PFKFB3 ve ODC1 ekspresyonlarının 

önemini değerlendirmek için bu hücrelerdeki ilgili genlerin ekspresyonları genetik 

olarak siRNA yöntemi ile baskılandı. Bu amaçla, hücrelerdeki PFKFB3 ve ODC1 

ekspresyonları her bir gene özgün siRNA molekülleri ile tek tek ve kombine olarak 

baskılandı. Gen ekspresyonlarının baskılanmasının mRNA seviyesinde kontrolü için 

gerçek-zamanlı qPCR kullanıldı. Bu amaçla transfeksiyondan 48 saat sonra RNA 

izole edilerek cDNA sentezi gerçekleştirildi. Her bir gene özgün TaqMan probları 

kullanılarak gerçek-zamanlı qPCR yapıldı. Bu analizlerde endojen kontrol geni 

olarak β-aktin kullanıldı. mRNA seviyelerindeki değişimlerin değerlendirilmesi 

için 2–∆∆Ct yöntemi kullanıldı. Şekil-12 ve Şekil-13’de görüldüğü gibi kontrol siRNA 

örneği ile karşılaştırıldığında, PFFKB3 ve ODC1 siRNA moleküllerinin PFKFB3 ve 

ODC1 mRNA seviyelerini her iki hücre hattında %90 ve üzerindeki oranlarda 
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baskıladığı görüldü. Benzer oranlardaki baskılanma, siRNA’ların kombine olarak 

kullanıldığı örneklerde de korundu (p<0,001; Şekil-12, Şekil-13). Bu sonuç, siRNA 

yöntemi ile PFKFB3 ve ODC1 geninin mRNA düzeyinde tek tek ve kombine olarak 

başarılı bir şekilde baskılanabildiğini göstermektedir. İlginç olarak, her iki hücrede 

de ODC1’in siRNA yöntemi ile baskılanması PFKFB3 mRNA seviyelerinde 

azalmaya neden olurken (p<0,01; Şekil-12, Şekil-13); PFKFB3 baskılanması sadece 

PANC1 hücrelerinde ODC1 ekspresyonunda azalmaya neden oldu (p<0,01; Şekil-

12). 

 

Şekil–12: PANC1 hücrelerinde siRNA aracılı PFKFB3 ve ODC1 mRNA ekspresyonu 

baskılanmasının gerçek zamanlı qPCR ile doğrulanması.  

siRNA transfeksiyonundan 48 saat sonra hücreler lize edilerek total RNA izole edildi ve ters 

transkripsiyon ile cDNA sentezlendi. Elde edilen cDNA’lar kalıp olarak kullanılarak gerçek-zamanlı 

qPCR gerçekleştirildi. Gerçek-zamanlı qPCR analizleri StepOnePlus cihazında gene özgün FAM 

işaretli TaqMan probları kullanılarak gerçekleştirildi. Endojen kontrol olarak β-aktin kullanıldı ve 

ekspresyonlar kontrol siRNA (siktrl) örneğine göre kat değişimi olarak hesaplandı (siKtrl=1). 

Hesaplamalarda 2–∆∆Ct yöntemi kullanıldı. Deney 3 kez tekrarlandı (n=3). Değerler dublike olarak 

gerçekleştirilen temsili bir deneyin ortalama ±standart sapmasını göstermektedir. *p<0,01; **p<0,001 

siKtrl örneklerine göre. 

 

 

** 

 

* 

 

* 

** 

 

* 

 

** 

 

* 

 

** 

 

* 

 

* 



35 
 

 

Şekil-13: MIA PaCa-2 hücrelerinde siRNA aracılı PFKFB3 ve ODC1 mRNA ekspresyonu 

baskılanmasının gerçek zamanlı qPCR ile doğrulanması.  

siRNA transfeksiyonundan 48 saat sonra hücreler lize edilerek total RNA izole edildi ve ters 

transkripsiyon ile cDNA sentezlendi. Elde edilen cDNA’lar kalıp olarak kullanılarak gerçek-zamanlı 

qPCR gerçekleştirildi. Gerçek-zamanlı qPCR analizleri StepOnePlus cihazında gene özgün FAM 

işaretli TaqMan probları kullanılarak gerçekleştirildi. Endojen kontrol olarak β-aktin kullanıldı ve 

ekspresyonlar kontrol siRNA (siktrl) örneğine göre kat değişimi olarak hesaplandı (siKtrl=1). 

Hesaplamalarda 2–∆∆Ct yöntemi kullanıldı. Deney 3 kez tekrarlandı (n=3). Değerler dublike olarak 

gerçekleştirilen temsili bir deneyin ortalama ±standart sapma’sını göstermektedir. *p<0,01; 

**p<0,001 siKtrl örneklerine göre. 

 

Hücrelere yapılan siRNA uygulaması ile PFKFB3 ve ODC1 mRNA 

ekspresyonlarının baskılanmasının başarılı olduğu görüldükten sonra, mRNA 

seviyelerindeki baskılanmanın protein seviyelerine etkisini analiz etmek için Western 

blot deneyi gerçekleştirildi. Şekil-14’te görüldüğü gibi PANC1 hücrelerinde kontrol 

siRNA örneği ile karşılaştırıldığında siPFKFB3 molekülü uygulandığında PFKFB3 

protein seviyesinde yaklaşık %50 düzeyinde bir azalmaya neden olurken (*p<0,01), 

ODC1 protein seviyesinde bir değişiklik gözlenmedi. siODC1 uygulanan PANC1 

hücrelerinde ise ODC1 protein seviyesinin yaklaşık olarak %40 düzeyinde azalmaya 

neden olurken (p<0,01); PFKFB3 protein seviyesinde ise yaklaşık olarak %95 

düzeyinde ekspresyon artışına neden olduğu görüldü (p<0,001). MIA PaCa-2 

hücrelerinde ise kontrol siRNA örneği ile karşılaştırıldığında siPFKFB3 

uygulamasının PFKFB3 protein seviyesinde yaklaşık %80 düzeyinde bir azalmaya 

neden olduğu (*p<0,01); kombine siRNA uygulanan örneklerde de bu etkinin 

korunmuş olduğu görüldü (*p<0,01). Buna ek olarak PFKFB3 siRNA, ODC1 protein 

seviyesinde ise yaklaşık olarak %90 düzeyinde bir artışa neden oldu (**p<0.001, 

Şekil-15). siODC1 uygulanan örneklerde ODC1 protein seviyesinde yaklaşık %40 

düzeyinde bir azalma gözlemlendi (p<0,01). 

* 
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(A)                                                                  (B)     

Şekil-14: PANC1 hücrelerinde siRNA aracılı PFKFB3 ve ODC1 protein ekspresyonlarının 

baskılanmasının Western blot ile doğrulanması.  

Hücreler siRNA transfeksiyonundan 48 saat sonra hücreler RIPA tamponunda lize edildi ve protein 

konsantrasyonları BCA yöntemi ile analiz edilerek eşitlendi. Her bir kuyucuğa 25 µg laemmli 

tamponu ile denatüre edilen protein lizatı yüklendi.  Proteinler SDS-PAGE’te ayrıştırılarak PVDF 

membranına transfer edildi.  Bloklamadan sonra her bir proteine özgün antikorlar kullanılarak 

membranlar gece boyu bekletildi. Ertesi günü HRP-konjuge goat anti-rabbit sekonder antikorları ile 

oda ısısında 1 saat inkübasyon gerçekleştirildi ve membranlara ECL solüsyonu eklenerek ChemiDoc 

MP’de görüntüler elde edildi (A).  Image J ile bantların dansitometrik analizi gerçekleştirildi. 

PFKFB3 ve ODC1 proteinlerinin nispi ekspresyon seviyeleri β-aktin bant yoğunluğuna oranlanarak 

normalize edildi. siKtrl örnekleri %100 kabul edildi (B).*p<0,05, **p<0,01 siKtrl örneğine göre. 

(A)                                                              (B) 

Şekil-15: MIA PaCa-2 hücrelerinde siRNA aracılı PFKFB3 ve ODC1 protein ekspresyonlarının 

baskılanmasının Western blot ile doğrulanması.  

Hücreler siRNA transfeksiyonundan 48 saat sonra RIPA tamponunda lize edildi ve protein 

konsantrasyonları BCA yöntemi ile analiz edilerek eşitlendi. Her bir kuyucuğa 25 µg yükleme 

tamponu ile denatüre edilen protein lizatı yüklendi. Proteinler SDS-PAGE’te ayrıştırılarak PVDF 

membranına transfer edildi.  Bloklamadan sonra her bir proteine özgün antikorlar kullanılarak 

membranlar gece boyu bekletildi. Ertesi günü HRP-konjuge goat anti-rabbit sekonder antikorları ile 

oda ısısında 1 saat inkübasyon gerçekleştirildi ve membranlara ECL solüsyonu eklenerek ChemiDoc 

MP’de görüntüler elde edildi (A).  Image J ile bantların dansitometrik analizi gerçekleştirildi. 

PFKFB3 ve ODC1 proteinlerinin nispi ekspresyon seviyeleri β-aktin bant yoğunluğuna oranlanarak 

normalize edildi. siKtrl örnekleri %100 kabul edildi (B).*p<0,01, **p<0,001 siKtrl örneğine göre. 

* * 

** 



37 
 

4.2.1. PFKFB3 ve ODC1’in siRNA Aracılı Baskılanması Sonrası F2,6BP 

Seviyeleri Üzerine Etkisi 

Hücrelerdeki F2,6BP yapımında ve özellikle kanser hücrelerinde bu 

molekülün seviyesinin artmasında PFKFB3’ün rolü bilinmektedir. Çalışma 

kapsamında uygulanan siRNA yöntemi ile PFKFB3 baskılanmasının F2,6BP 

üzerindeki etkisini analiz etmek için enzim eşleştirmeli kinetik bir yöntem 

kullanılarak hücre-içi F2,6BP seviyeleri spektrofotometre ile analiz edildi. Her iki 

hücre hattında PFKFB3 baskılanması beklendiği gibi, F2,6BP seviyesini yaklaşık 4 

kat azalttı (p<0,001; Şekil-16). ODC1’in F2,6BP seviyeleri üzerindeki etkisi 

bilinmemektedir. İlginç bir şekilde; PANC1 hücrelerinde ODC1’in siRNA ile 

baskılanması, PFKFB3 kadar olmamakla beraber, kontrol örneğine kıyasla F2,6BP 

seviyelerinde yaklaşık %20 düzeyinde bir azalmaya neden oldu (p<0,05; Şekil-16). 

Kombine siRNA örneklerindeki F2,6BP seviyesi, PFKFB3’ün tek başına 

baskılandığı örneklere yakın oranda belirlendi (p<0,001; Şekil-16). 

 

Şekil-16: PDAK hücrelerinde PFKFB3’ün baskılanması hücre-içi F2,6BP seviyesini azaltır.  

Hücreler kontrol siRNA (siKtrl), PFKFB3 ve ODC1 ekspresyonlarına özgün siRNA molekülleri 

(siPFKFB3; siODC1) ile tek tek ya da kombine (siPFKFB3/siODC1) olarak transfekte edildi. siRNA 

transfeksiyonundan 48 saat sonra hücreler 100 mM NaOH/Tris asetat tamponunda lize edildi. pH 

nötralize edildikten sonra enzim-eşleşmeli kinetik bir yöntem ile hücre-içi F2,6BP seviyesi analiz 

edildi. Sonuçlar, total protein değerlerine normalize edildi. Deneyler 3 kez (n=3) tekrarlandı ve her bir 

deney duplike olarak çalışıldı. Görseldeki değerler, temsili bir çalışmanın ortalama±standart 

sapmalarını göstermektedir.  *p<0,05, **p<0,001 siKtrl örneğine göre. 
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4.2.2. PFKFB3 ve ODC1’in siRNA Aracılı Baskılanması Sonrası Glikolitik 

Aktivite Üzerine Etkisi 

PANC1 ve MIA PaCa-2 hücrelerinde PFKFB3 ve ODC1 ekspresyonlarının 

tekli ve kombine bir şekilde 48 saat siRNA-aracılı baskılanmasının glikolitik aktivite 

üzerindeki etkisini değerlendirmek için besiyerlerindeki glikoz ve laktat seviyeleri 

spektrofotmetrik olarak ölçüldü. Elde edilen sonuçlarda PFKFB3 ve ODC1’in tek tek 

ya da kombine olarak 48 saat baskılanmasının hücreler tarafından glikoz alımı ve 

laktat salgılanmasına anlamlı bir etkisinin olmadığı görüldü (Şekil-17, Şekil-18).  

 

Şekil-17: PDAK hücrelerinde PFKFB3 ve ODC1 ekspresyonlarının siRNA yöntemi ile baskılanması 

glikoz tüketimini etkilememektedir.  

Hücreler kontrol siRNA (siKtrl), PFKFB3 ve ODC1 ekspresyonlarına özgün siRNA molekülleri 

(siPFKFB3; siODC1) ile tek tek ya da kombine (siPFKFB3/siODC1) olarak transfekte edildi. 48 saat 

sonra besiyerlerindeki glikoz seviyeleri ölçüldü. Glikoz seviyeleri kullanılmamış besiyerindeki 

seviyeden çıkarılarak glikoz tüketimi hesaplandı ve total protein seviyelerine oranlandı.  Deneyler 3 

kez (n=3) tekrarlandı ve her bir deney duplike olarak çalışıldı. Görseldeki değerler, temsili bir 

çalışmanın ortalama ±standart sapmalarını göstermektedir 
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Şekil-18: PDAK hücrelerinde PFKFB3 ve ODC1 ekspresyonlarının siRNA yöntemi ile baskılanması 

laktat salınımını etkilememektedir.  

Hücreler kontrol siRNA (siKtrl), PFKFB3 ve ODC1 ekspresyonlarına özgün siRNA molekülleri 

(siPFKFB3; siODC1) ile tek tek ya da kombine (siPFKFB3/siODC1) olarak transfekte edildi. 48 saat 

sonra besiyerlerindeki laktat seviyeleri ölçüldü ve total protein seviyelerine oranlandı.  Deneyler 3 kez 

(n=3) tekrarlandı ve her bir deney duplike olarak çalışıldı. Görseldeki değerler, temsili bir çalışmanın 

ortalama±standart sapmalarını göstermektedir.   

4.2.3. PFKFB3 ve ODC1’in siRNA Aracılı Baskılanmasının Hücre 

Proliferasyonu Üzerine Etkisi 

PFKFB3 ve ODC1 ekspresyonlarının tek tek ve kombine olarak siRNA ile 

baskılanmasının PDAK hücre proliferasyonuna etkisini test etmek için 

transfeksiyondan 48 saat sonra kristal viyole boyama yöntemi uygulandı.  PFKFB3 

siRNA MIA PaCa-2 hücrelerinin proliferasyonunu baskılarken (p<0,01), ODC1 

siRNA’nın PANC1 hücre proliferasyonunu azalttığı gözlemlendi (p<0,05; Şekil-19). 

PFKFB3 ve ODC1’in kombine olarak baskılanması her iki PDAK hücre hattında 

proliferasyonuna anlamlı olarak azalttı (p<0,05; Şekil-19). 
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Şekil-19: PFKFB3 ve ODC1’in birlikte baskılanması PDAK hücre proliferasyonu azaltır.  

Hücreler kontrol siRNA (siKtrl), PFKFB3 ve ODC1 ekspresyonlarına özgün siRNA molekülleri 

(siPFKFB3; siODC1) ile tek tek ya da kombine (siPFKFB3/siODC1) olarak transfekte edildi. 

Hücreler siRNA uygulandıktan 48 saat sonra fikse edilip kristal viyole ile boyandı. Absorbans 595 

nm’de ölçüldü. Proliferasyon siKtrl grubuna göre normalize edilerek %’lik değerlere çevrildi. Deney 3 

kez tekrarlandı (n=3). Değerler dublike olarak gerçekleştirilen temsili bir deneyin ortalama ±standart 

sapma’sını göstermektedir. *p<0,05, **p<0,01 siKtrl örneğine göre. 
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4.3. PFKFB3 ve ODC1 Enzimatik Aktivitelerinin PANC1 ve MIA PaCa-2 

Hücrelerinde Özgün Kimyasal İnhibitörler Kullanılarak Farmakolojik Olarak 

İnhibe Edilmesi 

4.3.1. PANC1 ve MIA PaCa-2 Hücrelerinde PFKFB3 ve ODC1 inhibitörlerinin 

Etkin Konsantrasyonlarının Belirlenmesi 

Yakın zamanda AstraZeneca tarafından geliştirilen PFKFB3 inhibitörü 

AZP3-26’nın tümör hücre glikolizini baskılayan etkin dozlarında (Boyd ve ark., 

2015), hücrelerde sitotokisiteye neden olmadığı gösterilmiştir. Grubumuz tarafından 

yapılan ve bu inhibitörün ilk defa kullanıldığı güncel bir çalışmada (Ozcan ve ark., 

2021); bu inhibitörün 20 µM konsantrasyona kadar PDAK hücrelerinde F2,6BP 

seviyesini ve glikolizi baskılamasına rağmen hücre proliferasyonunda 72 saate kadar 

önemli bir etkisinin olmadığı görüldü. Bu çalışmalar referans alınarak, çalışmamızda 

PFKFB3 inhibitörü AZP3-26’nın 20 µM konsantrasyonunda kullanılmasına karar 

verildi.    

ODC1 inhibitörü DFMO (eflornitin)’nun farklı kanser hücrelerinde anti-

proliferatif bir etkiye sahip olduğu bilinmektedir (Mohammed ve ark., 2014). Ancak, 

PDAK hücrelerindeki etkin dozunu gösteren detaylı bir çalışma bulunmamaktadır. 

Bu nedenle öncelikle, çalışma kapsamında kullanılan PANC1 ve MIA PaCa-2 

hücrelerinde hücre proliferasyonunu baskılayan etkin dozun belirlenmesi hücre 

canlılığı testi gerçekleştirildi. Bu amaçla hücreler, 96-kuyuculu plaklara kuyucuk 

başına 3 bin hücre gelecek şekilde triplike olarak ekildi. Ertesi gün hücrelere 17,5–

1000 µM doz aralığında DFMO eklendi.  Yetmiş iki saat sonra hücreler TCA ile 

fikse edildi ve hücre canlılığı SRB yöntemi ile 510 nm’de spektrofotometrik olarak 

belirlendi. Sadece besiyeri içeren kuyucuklardan elde edilen absorbanslar, örnek 

absorbanslarından çıkarıldı. DFMO’nun hücre proliferasyonuna etkisi sadece DFMO 

çözücüsü PBS’in kullanıldığı örnekler baz alınarak % olarak ifade edildi. Hücre 

yoğunluğunu %50 oranında azaltan konsantrasyon (IC50) GraphPad Prizma 

programında 4-parametreli lineer olmayan regresyon yöntemi ile hesaplandı. PANC1 

ve MIA PaCa-2 hücrelerinde IC50 değerleri sırası ile 22,3 µM ve 23,0 µM olarak 

belirlendi (Şekil-20). 
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Şekil-20: DFMO’nun PANC1 ve MIA PaCa-2 hücrelerindeki etkin konsantrasyon aralığının 

belirlenmesi. PANC1 ve MIA PaCa-2 hücreleri 96-kuyucuklu plakalara ekildi. Ertesi gün farklı 

konsantrasyonlarda (17,5–1000 µM) DFMO eklendi ve 72 saat edildi.  Hücre canlılığı SRB yöntemi 

ile belirlendi. Doz-cevap eğrisi GraphPad Prizma programında çizildi ve IC50 değerleri 4-parametreli 

lineer olmayan regresyon yöntemi ile belirlendi. Dozlar (X aksisi) logaritmik (log10) değerlere 

çevrildi.  

4.3.2. PFKFB3 ve ODC1 Enzimlerinin Farmakolojik İnhibisyonlarının PFKFB3 

ve ODC1 mRNA ve Protein Ekspresyonları Üzerine Etkisi 

PFKFB3 ve ODC1 enzim aktivitelerinin farmakolojik olarak tek tek ve 

kombine inhibisyonlarının PFKFB3 ve ODC1 mRNA ekspresyonlarına etkisini 

görmek için gerçek-zamanlı qPCR analizi gerçekleştirildi. PANC1 hücrelerinde 

PFKFB3 aktivitesinin AZP3-26 ile baskılanması PFKFB3 mRNA seviyesinde 

yaklaşık %35 düzeyinde bir azalmaya, ODC1 mRNA seviyesinde yaklaşık %30 

düzeyinde bir artışa neden oldu (p<0,05; Şekil-21). ODC1 enzimatik aktivitesinin 

DFMO ile inhibisyonu ODC1 mRNA seviyesinde yaklaşık %30 düzeyinde bir artışa 

neden olurken (p<0,05) PFKFB3 mRNA seviyesini etkilemedi (Şekil-21). AZP3-26 

ve DFMO kombine uygulaması PFKFB3 ve ODC1 mRNA düzeylerinde anlamlı bir 

artışa neden oldu (p<0,05; Şekil-18 ve Şekil-21). MIA PaCa-2 hücrelerinde ise 

DFMO uygulamasının ODC1 mRNA seviyesinde artışa neden olduğu gözlemlendi 

(p<0,01; Şekil-22).  
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Şekil-21: AZP3-26 ve DFMO inhibitörlerinin PANC1 hücrelerinde mRNA ekspresyonları üzerine 

etkisi.  

PANC1 hücreleri DMSO, AZP3-26 (20 µM), DFMO (30 µM) ve AZP3-26/DFMO kombinasyonu ile 

48 saat inkübe edildi. Hücreler lize edilerek total RNA izole edildi ve ters transkripsiyon ile cDNA 

sentezlendi. Elde edilen cDNA’lar kalıp olarak kullanılarak gerçek-zamanlı qPCR gerçekleştirildi. 

Gerçek-zamanlı qPCR analizleri StepOnePlus cihazında gene özgün FAM işaretli TaqMan probları 

kullanılarak gerçekleştirildi. Endojen kontrol olarak β-aktin kullanıldı ve ekspresyonlar DMSO 

örneğine göre kat değişimi olarak hesaplandı (DMSO=1). Hesaplamalarda 2–∆∆Ct yöntemi kullanıldı. 

Deney 3 kez tekrarlandı (n=3). Değerler dublike olarak gerçekleştirilen temsili bir deneyin 

ortalama±standart sapmasını göstermektedir. *p<0,05 DMSO örneğine göre. 

Şekil-22: AZP3-26 ve DFMO inhibitörlerinin MIAPaCa-2 hücrelerinde mRNA ekspresyonları 

üzerine etkisi.  

MIA PaCa-2 hücreleri DMSO, AZP3-26 (20 µM), DFMO (30 µM) ve AZP3-26/DFMO 

kombinasyonu ile 48 saat inkübe edildi. Hücreler lize edilerek total RNA izole edildi ve ters 

transkripsiyon ile cDNA sentezlendi. Elde edilen cDNA’lar kalıp olarak kullanılarak gerçek-zamanlı 

qPCR gerçekleştirildi. Gerçek-zamanlı qPCR analizleri StepOnePlus cihazında gene özgün FAM 

işaretli TaqMan probları kullanılarak gerçekleştirildi. Endojen kontrol olarak β-aktin kullanıldı ve 

ekspresyonlar DMSO örneğine göre kat değişimi olarak hesaplandı (DMSO=1). Hesaplamalarda 2–

∆∆Ct yöntemi kullanıldı. Deney 3 kez tekrarlandı (n=3). Değerler dublike olarak gerçekleştirilen temsili 

bir deneyin ortalama±standart sapmasını göstermektedir. *p<0,01 DMSO örneğine göre. 

 

PFKFB3 ve ODC1 enzim aktivitelerinin farmakolojik olarak tek tek ve 

kombine inhibisyonlarının PFKFB3 ve ODC1 protein ekspresyonlarına etkisini 

görmek için Western blot analizi gerçekleştirildi. PANC1 hücrelerinde AZP3-26 ve 

DFMO, PFKFB3 protein seviyesinde yaklaşık %50 düzeyinde bir azalmaya neden 

olurken (*p<0,01); AZP3-26/DFMO kombinasyonunun AZP3-26’nın PFKFB3 

proteini üzerindeki baskılayıcı etkisini kısmen geri çevirdiği gözlemlendi (*p<0,05; 
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Şekil-23). MIA PaCa-2 hücrelerinde ise inhibitörlerin tekli ya da kombine olarak 

PFKFB3 ve ODC1 proteinleri üzerinde anlamlı bir etkisi görülmedi (Şekil-24).     

(A)                                                                (B) 

Şekil–23: PANC1 hücrelerinde PFKFB3 ve ODC1 enzimlerinin özgün inhibitörler ile inhibisyonun 

protein ekspresyonları üzerindeki etkisi.  

PANC1 hücreleri DMSO, AZP3-26 (20 µM), DFMO (30 µM) ve AZP3-26/DFMO kombinasyonu ile 

48 saat inkübe edildi. PFKFB3 ve ODC1 protein ekspresyonları her bir proteine özgün antikorlar 

kullanılarak Western blot ile analiz edildi ve ChemiDoc MP’de görüntülendi (A).  Image J ile 

bantların dansitometrik analizi gerçekleştirildi. PFKFB3 ve ODC1 proteinlerinin nispi ekspresyon 

seviyeleri β-aktin bant yoğunluğuna oranlanarak normalize edildi. DMSO örnekleri %100 kabul edildi 

(B). *p<0,05 DMSO örneğine göre. 

 

(A)                                                                (B) 

Şekil-24: MIA PaCa-2 hücrelerinde PFKFB3 ve ODC1 enzimlerinin özgün inhibitörler ile 

inhibisyonun protein ekspresyonları üzerindeki etkisi. 

PANC1 hücreleri DMSO, AZP3-26 (20 µM), DFMO (30 µM) ve AZP3-26/DFMO kombinasyonu ile 

48 saat inkübe edildi. PFKFB3 ve ODC1 protein ekspresyonları her bir proteine özgün antikorlar 

kullanılarak Western blot ile analiz edildi ve ChemiDoc MP’de görüntülendi (A). Image J ile bantların 

dansitometrik analizi gerçekleştirildi. PFKFB3 ve ODC1 proteinlerinin nispi ekspresyon seviyeleri β-

aktin bant yoğunluğuna oranlanarak normalize edildi. DMSO örnekleri %100 kabul edildi (B).  

 

 

* * 
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4.3.3. PFKFB3 ve ODC1 Enzimlerinin Farmakolojik İnhibisyonlarının F2,6BP 

Seviyesi Üzerindeki Etkisi 

PDAK hücrelerinde PFKFB3 ve ODC1 enzim aktivitelerinin 48 saat 

farmakolojik olarak tek tek ve kombine inhibisyonlarının F2,6BP seviyelerine 

üzerindeki etkisini test etmek enzim-eşleştirmeli kinetik bir yöntem ile 

spektrofotometrik olarak analiz edildi. PANC1 ve MIA PaCa-2 hücrelerinde 

PFKFB3’ün AZP3-26 ile inhibisyonu F2,6BP seviyelerinde sırasıyla yaklaşık %25 

ve %55 (p<0,05 ve p<0,01; Şekil-25) düzeyinde bir azalmaya neden olurken; 

ODC1’in DFMO ile inhibisyonu F2,6BP seviyelerinde sırasıyla yaklaşık %75 ve 

%85 (p<0,01; Şekil-25) düzeyinde bir artışa neden oldu. Bununla birlikte AZP3-26 

ve DFMO’nun birlikte kullanımı PANC1 hücrelerinde F2,6BP seviyesini 

değiştirmezken, MIA PaCa-2 hücrelerinde F2,6BP seviyesini %40 arttırdı (p<0,05; 

Şekil-25).  

 

Şekil-25: PFKFB3 aktivitesinin farmakolojik inhibisyonu F2,6BP seviyesini azaltırken ODC1 

aktivitesinin inhibisyonu F2,6BP seviyesini arttırmaktadır.  

PANC1 ve MIA PaCa-2 hücreleri DMSO, AZP3-26 (20 µM), DFMO (30 µM) ve AZP3-26/DFMO 

kombinasyonu ile 48 saat muamele edildi. Hücreler 100 mM NaOH/Tris asetat tamponunda lize 

edildi. pH nötralize edildikten sonra enzim-eşleşmeli kinetik bir yöntem ile hücre-içi F2,6BP seviyesi 

analiz edildi. Sonuçlar, total protein değerlerine normalize edildi. Deneyler 3 kez (n=3) tekrarlandı ve 

her bir deney duplike olarak çalışıldı. Görseldeki değerler, temsili bir çalışmanın ortalama±standart 

sapmalarını göstermektedir.  *p<0,05, **p<0,01 DMSO kontrol örneğine göre. 
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4.3.4. PFKFB3 ve ODC1 Enzimlerinin Farmakolojik İnhibisyonlarının 

Glikolitik Aktivite Üzerine Etkisi  

PANC1 ve MIA PaCa-2 hücrelerinde PFKFB3 ve ODC1 enzim 

aktivitelerinin sırasıyla AZP3-26 ve DFMO ile tek tek ve kombine olarak 48 saat 

süre baskılanmasının glikolitik aktivite üzerindeki etkisini değerlendirmek için 

besiyerlerindeki glikoz ve laktat seviyeleri spektrofotmetrik olarak ölçüldü. MIA 

PaCa-2 hücrelerinde AZP3-26 ve DFMO’nun kombine kullanımı glikoz tüketimini 

%40 düzeyinde azaltırken (p<0,05; Şekil-26), PANC1 hücrelerinde herhangi bir etki 

gözlenmedi (Şekil-26). Diğer taraftan DFMO tek başına MIA PaCa-2 hücrelerinde 

laktat salınımını yaklaşık %35 düzeyinde azaltırken (p<0,05; Şekil-27), AZP3-

26/DFMO kombinasyonu ise DMSO kontrole göre yaklaşık %55 ile daha fazla 

azalmaya neden oldu (p<0,01; Şekil-27).     

Şekil-26: PFKFB3 ve ODC1 aktivitelerinin farmakolojik olarak birlikte inhibisyonu MIA PaCa-2 

hücrelerinde glikoz tüketimini azaltmaktadır. 

PANC1 ve MIA PaCa-2 hücreleri DMSO, AZP3-26 (20 µM), DFMO (30 µM) ve AZP3-26/DFMO 

kombinasyonu ile 48 saat muamele edildi. Besiyerindeki glikoz seviyesi ölçüldü ve kullanılmamış 

besiyerindeki seviyeden çıkarılarak glikoz tüketimi bulundu. Sonuçlar protein miktarlarına oranlandı.  

Deneyler 3 kez (n=3) tekrarlandı ve her bir deney duplike olarak çalışıldı. Görseldeki değerler, temsili 

bir çalışmanın ortalama±standart sapmalarını göstermektedir.  *p<0,05 DMSO örneğine göre.  
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Şekil-27: PFKFB3 ve ODC1 aktivitelerinin farmakolojik olarak birlikte inhibisyonu MIA PaCa-2 

hücrelerinde laktat salınımını azaltmaktadır.  

PANC1 ve MIA PaCa-2 hücreleri DMSO, AZP3-26 (20 µM), DFMO (30 µM) ve AZP3-26/DFMO 

kombinasyonu ile 48 saat muamele edildi. Besiyerindeki laktat seviyesi ölçüldü ve protein 

miktarlarına oranlandı.  Deneyler 3 kez (n=3) tekrarlandı ve her bir deney duplike olarak çalışıldı. 

Görseldeki değerler, temsili bir çalışmanın ortalama±standart sapmalarını göstermektedir.  *p<0,05; 

**p<0,01 DMSO örneğine göre. 

4.3.5. PFKFB3 ve ODC1 Enzimlerinin Farmakolojik İnhibisyonlarının PDAK 

Hücre Proliferasyonu Üzerine Etkisi 

PANC1 ve MIA PaCa-2 hücrelerinde PFKFB3 ve ODC1 enzim 

aktivitelerinin sırasıyla AZP3-26 ve DFMO ile tek tek ve kombine olarak 24, 48, 72 

ve 96 saat baskılanmasının hücre canlılığı üzerindeki etkisi SRB yöntemi ile 

belirlendi. Sonuçlar incelendiğinde; özellikle 96 saat sonrasında AZP3-26 PANC1 

hücrelerinin canlılığında yaklaşık %25 (p<0,05, Şekil-28), MIA PaCa-2 hücrelerinin 

canlılığında %35 (p<0,05, Şekil-28) azalmaya neden olurken; DFMO, PANC1 

hücrelerinin canlılığında yaklaşık %55 (p<0,01, Şekil-28), MIA PaCa-2 hücrelerinin 

canlılığında ise %80 (p<0,01, Şekil-28) düzeyinde bir azalmaya neden oldu. AZP3-

26/DFMO kombinasyonu ise her iki hücre hattında da tekli inhibisyonlara göre hücre 

canlılığında daha fazla baskılanmaya neden oldu (sırasıyla %75 ve %90; Şekil-28).  

 

 

 

 

DMSO AZP3-26 DFMO AZP3-26/DFMO

0

20

40

60

80

L
a
k
ta

t 

(m
m

o
l/
m

g
 p

r
o

te
in

)

DMSO AZP3-26 DFMO AZP3-26/DFMO

0

50

100

150

200

L
a
k
ta

t 

(m
m

o
l/
m

g
 p

r
o

te
in

)

*
**

PANC1 MIA PaCa-2

 

 



48 
 

Şekil-28: PFKFB3 ve ODC1 aktivitelerinin farmakolojik olarak birlikte inhibisyonu PDAK hücre 

proliferasyonunu azaltmaktadır.  

PANC1 ve MIA PaCa-2 hücreleri DMSO, AZP3-26 (20 µM), DFMO (30 µM) ve AZP3-26/DFMO 

kombinasyonu ile 24, 48, 72 ve 96 saat muamele edildi. Hücre canlılığı SRB yöntemi ile belirlendi. 

Hücre yoğunluğu sıfırıncı (0.) saate göre normalize edilerek %’lik değerlere çevrildi. Deney 3 kez 

tekrarlandı (n=3). Değerler triplike olarak gerçekleştirilen temsili bir deneyin ortalama±standart 

sapmasını göstermektedir. *p<0,05, **p<0,001 DMSO kontrole göre; #p<0,05 DFMO örneğine göre. 

4.4.PFKFB3 ve ODC1 Enzimlerinin Farmakolojik Olarak Tekli ve Kombine 

İnhibisyonlarının PDAK Hücrelerinin Onkojenik Potansiyelleri Üzerine Etkisi 

4.4.1. PFKFB3 ve ODC1 Enzimlerinin Farmakolojik İnhibisyonlarının PDAK 

Hücrelerinin Yumuşak Agarda Tutunmadan Bağımsız Büyümesine Etkisi  

PFKFB3 ve ODC1 enzim aktivitelerinin sırasıyla AZP3-26 ve DFMO ile tek 

tek ve kombine olarak baskılanmasının PANC1 ve MIA PaCa-2 hücrelerinin 

tutunmadan bağımsız koloni oluşturma kapasiteleri üzerine etkisini çalışmak için 

yumuşak agar deneyleri gerçekleştirildi. Bu amaçla hücreler %0,6 taban agar üzerine 

%0,3 agar içeren besiyerinde ekildi. Hücreler DMSO, AZP3-26, DFMO ve AZP3-

26/DFMO kombinasyonu ile 3 hafta muamele edildi. Koloniler kristal viyole ile 

boyandıktan sonra resimleri çekildi ve koloni sayıları Image J programı ile analiz 

edildi. Şekil-29’da görüldüğü gibi PFKFB3 ve ODC1 inhibisyonları tek başlarına her 

iki hücre hattının yumuşak agarda koloni oluşturma kapasitesini azalttığı (p<0,05), 

bu etkinin inhibitörlerin birlikte uygulandığı grupta daha fazla olduğu gözlemlendi 

(p<0,01; Şekil-29 ve Şekil-30).  
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(A) 

 

(B) 

Şekil-29: PANC1 hücrelerinde PFKFB3 ve ODC1’in farmakolojik olarak birlikte inhibisyonu tekli 

inhibisyonlara göre yumuşak agarda koloni sayısını daha fazla azaltır.  

PANC1 hücreleri %0,6 alt agaroz tabakası üzerine %0,3’lük agaroz üst tabakasına ekildi. Ertesi gün 

DMSO, AZP3-26 (60 µM), DFMO (90 µM) ve AZP3-26/DFMO ilave edildi ve 3 haftada inkübe 

edildi. Koloniler %0,2 kristal viyole ile boyandı (A). Koloniler Image J programında sayıldı ve 

DMSO kontrole göre % olarak ifade edildi (B). Deney 3 kez tekrarlandı (n=3). Değerler dublike 

olarak gerçekleştirilen temsili bir deneyin ortalama±standart sapmasını göstermektedir. *p<0,05, 

**p<0,01 DMSO kontrole göre.  

 

*

*

**
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(A) 

 

(B) 

Şekil-30: MIA PaCa-2 hücrelerinde PFKFB3 ve ODC1’in farmakolojik olarak birlikte inhibisyonu 

tekli inhibisyonlara göre yumuşak agarda koloni sayısını daha fazla azaltır.  

MIA PaCa-2 hücreleri %0,6 alt agaroz tabakası üzerine %0,3’lük agaroz üst tabakasına ekildi. Ertesi 

gün DMSO, AZP3-26 (60 µM), DFMO (90 µM) ve AZP3-26/DFMO ilave edildi ve 3 hafta da inkübe 

edildi. Koloniler %0,2 kristal viyole ile boyandı (A). Koloniler Image J programında sayıldı ve 

DMSO kontrole göre % olarak ifade edildi (B). Deney 3 kez tekrarlandı (n=3). Değerler dublike 

olarak gerçekleştirilen temsili bir deneyin ortalama±standart sapmasını göstermektedir. *p<0,05, 

**p<0,01 DMSO kontrole göre. 

 

 

 

*
*
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4.4.2. PFKFB3 ve ODC1 Enzimlerinin Farmakolojik İnhibisyonlarının PDAK 

Hücrelerinin Koloni Oluşturma Potansiyeli Üzerine Etkisi 

PFKFB3 ve ODC1 enzim aktivitelerinin sırasıyla AZP3-26 ve DFMO ile tek 

tek ve kombine olarak baskılanmasının PANC1 ve MIA PaCa-2 hücrelerinin koloni 

oluşturma kapasiteleri üzerine etkisini çalışmak için 24-kuyucuklu plakalara 300’er 

hücre ekildi. Ertesi gün, DMSO, AZP3-26 (20 µM), DFMO (30 µM) ve AZP3-

26/DFMO kombinasyonu ile 3 hafta muamele edildi. Koloniler kristal viyole ile 

boyandıktan sonra resimleri çekildi ve koloni sayıları Image J programı ile analiz 

edildi. Şekil-31 ve şekil-32’de görüldüğü gibi PFKFB3 ve ODC1 inhibisyonları tek 

başlarına her iki hücre hattının koloni oluşturma kapasitesini azalttığı (p<0,05), bu 

etkinin inhibitörlerin birlikte uygulandığı grupta daha fazla olduğu gözlemlendi 

(p<0,01; Şekil-31, Şekil-32). 

  (A) 

 

Şekil-31: PFKFB3 ve ODC1’in farmakolojik olarak birlikte inhibisyonu tekli inhibisyonlara göre 

PANC1 hücrelerinin koloni oluşturma kapasitelerini daha güçlü baskılar.  

PANC1 hücreleri 24 kuyulu hücre plakalarına 300 hücre/kuyu olacak şekilde ekildi. Ertesi gün 

DMSO, AZP3-26 (20 µM), DFMO (30 µM) ve AZP3-26/DFMO kombinasyonu eklendi. 10 gün sonra 

hücreler metanolde fikse edildive ve %0,2 kristal viyole ile boyandı ve fotoğraf görüntüleri kaydedildi 

(A).  Koloniler Image J programında sayıldı ve DMSO kontrole göre % olarak ifade edildi (B). Deney 

3 kez tekrarlandı (n=3). Değerler dublike olarak gerçekleştirilen temsili bir deneyin ortalama±standart 

sapmasını göstermektedir. *p<0,01, **p<0,001 DMSO kontrole göre. 

(B) 
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(A) 

 

(B) 

Şekil-32: PFKFB3 ve ODC1’in farmakolojik olarak birlikte inhibisyonu tekli inhibisyonlara göre 

MIA PaCa-2 hücrelerinin koloni oluşturma kapasitelerini daha güçlü baskılar.  

MIA PaCa-2 hücreleri 24 kuyulu hücre plakalarına 300 hücre/kuyu olacak şekilde ekildi. Ertesi gün 

DMSO, AZP3-26 (20 µM), DFMO (30 µM) ve AZP3-26/DFMO kombinasyonu eklendi. 10 gün sonra 

hücreler metanolde fikse edildive ve %0,2 kristal viyole ile boyandı ve fotoğraf görüntüleri kaydedildi 

(A).  Koloniler Image J programında sayıldı ve DMSO kontrole göre % olarak ifade edildi (B). Deney 

3 kez tekrarlandı (n=3). Değerler dublike olarak gerçekleştirilen temsili bir deneyin ortalama±standart 

sapmasını göstermektedir. *p<0,05, **p<0,01, **p<0,001 DMSO kontrole göre. 

 

 

 

 

 



53 
 

4.4.3. PFKFB3 ve ODC1 Enzimlerinin Farmakolojik İnhibisyonlarının PDAK 

Hücrelerinin Matrijel İnvazyonu Üzerine Etkisi 

PFKFB3 ve ODC1 enzim aktivitelerinin sırasıyla AZP3-26 ve DFMO ile tek 

tek ve kombine olarak baskılanmasının PANC1 ve MIA PaCa-2 hücrelerinin in vitro 

invazyon kapasiteleri üzerindeki etkisini değerlendirmek için Matrijel invazyon 

deneyi gerçekleştirildi. 24 saatlik inkübasyon sonrası AZP3-26’nın PANC1 

hücrelerinin Matrijel invazyonu üzerine bir etkisinin olmadığı, DFMO’nun ise 

hücrelerin invazyon potansiyelini DMSO kontrole göre yaklaşık %20 düzeyinde 

azalttığı görüldü (p<0,05; Şekil-30). AZP3-26/DFMO kombinasyonu ile invazyonda 

yaklaşık %35 ile daha güçlü bir azalma gözlemlendi (p<0,01; Şekil-33). MIA PaCa-2 

hücrelerinde ise uygulanan deneysel şartlarda bir invazyon gözlenmedi.  

 

 

Şekil-33: PFKFB3 ve ODC1’in farmakolojik olarak birlikte inhibisyonu PANC1 hücrelerinin 

Matrijelde invazyon kapasitesini baskılar.  

PANC1 hücreleri 24 kuyulu hücre plakalarına ekildi.  Ertesi gün DMSO, AZP3-26 (20 µM), DFMO 

(30 µM) ve AZP3-26/DFMO kombinasyonu eklendi. 24 saat sonra hücreler tripsin ile kaldırıldı ve 

%0,5 FBS ile inhibitörleri içeren besiyerinde Matrijel ile kaplı Boyden haznelerine ekildi.  Haznelerin 

alt bölmelerine kemoatraktan olarak %10 FBS içeren normal besi yeri eklendi. 24 saat sonra invaze 

olan hücreler metanolde fikse edildi ve kristal viyole ile boyandı. (A) Hücrelerin mikroskobik 

görüntüleri. (B) Hücreler Image J programında sayıldı ve normal şartlarda çoğalan hücrelere 

normalize edildi.  Deney 3 kez tekrarlandı (n=3). Değerler dublike olarak gerçekleştirilen temsili bir 

deneyin ortalama±standart sapmasını göstermektedir. *p<0,05, **p<0,01 DMSO kontrole göre. 

(A) 

 (B) 
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5.TARTIŞMA VE SONUÇ 

PDAK, standart tedavi seçeneklerine dirençli ölümcül bir kanser türü olarak 

karşımıza çıkmaktadır. Bu nedenle yenilikçi tedavi seçeneklerinin geliştirilmesi bu 

ölümcül hastalığın kontrol altına alınmasında çok büyük önem arz etmektedir. Diğer 

bazı kanser türlerinde başarı gösteren hedefe yönelik tedavi yaklaşımlarının 

(Baudino, 2015) henüz PDAK’da kullanımı yoktur. PDAK olgularının neredeyse 

tamamında gözlemlenen onkojenik KRAS geninin aktive edici mutasyonlarının ve 

aktivasyonunun PDAK gelişiminin hemen her aşamasında gerekli olduğu 

bilinmektedir (Bryant ve ark., 2014; Kawada ve ark., 2017). Dolayısıyla, KRAS ve 

ilişkili sinyal yolaklarını modifiye etmeye yönelik yaklaşımlar PDAK gibi mutant 

KRAS taşıyan kanserlerde hedefe yönelik tedaviler için büyük önem teşkil 

etmektedir. Nitekim G12C mutasyonu (12.pozisyondaki glisin amino asidinin sistein 

ile yer değiştirmesi) taşıyan KRAS proteinini özgün olarak hedefleyen bir ilaç 

(sotorasib) kliniğe girmiştir (Skoulidis ve ark., 2021). Ancak, G12C mutasyonunun 

pankreas kanserinde nadir görülmesi bu tedavinin genelleştirilmesi yönünde önemli 

bir engeldir. Bunun dışında KRAS-ilişkili onkojenik yolaklarda görevli enzimleri (ör. 

MEK) inhibe etmeye yönelik yaklaşımların da genel olarak pankreas kanserlerinde 

etkisi bulunmamaktadır (Neuzillet ve ark., 2014).  

Metabolik yeniden programlanma kanserlerin ayırt edici özelliklerinden biri 

olarak kabul edilmektedir (De Berardinis & Chandel, 2016; Hanahan & Weinberg, 

2011). Özellikle tümör hücrelerinin enerji metabolizması, proliferasyonu ve 

sağkalımını kontrol eden metabolik yolakların aktivitesi, tümör hücrelerinin orijin 

aldıkları normal hücrelere göre, dramatik farklılıklar arz eder (De Berardinis & 

Chandel, 2016). Bununla birlikte, farklı kanser türleri geliştirdikleri metabolik 

fenotip ve kullandıkları enzimler açısından farklılıklar gösterirler. PDAK, sergilediği 

metabolik değişiklikler ve bağımlılıklar açısından son derece kötü bir üne sahiptir 

(Qin ve ark., 2020). Pankreas tümörleri geliştikleri doku ve mikro çevre açısından 

önemli farklılıklar sergiler. Yoğun stroma ve desmoplastik reaksiyonlar, solid stres 

ve intersitisyal sıvı basıncının yol açtığı besin açısından fakir ve hipoksik ortam 

pankreas tümörlerinin metabolik bağımlılık ve adaptasyonunda kritik rol oynar 

(LaRue ve ark., 2022). Görünürdeki bu olumsuz koşullara pankreas tümörleri üç ana 

yolla karşı koyarlar: (1) Glikoz, amino asit ve lipit vb. besin maddelerinin enerji 
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metabolizması yolaklarının yeniden programlanması; (2) mikro çevreden alternatif 

besin kaynaklarını kullanabilmesi ve (3) mikro çevredeki diğer moleküller ile 

metabolik alışverişlerin geliştirilmesi (Y. Li, Zhang, Xu, & Liu, 2021). 

Yapılan çalışmalar, tümör hücrelerinde gözlemlenen metabolik 

değişikliklerin onkogen ve tümör baskılayıcı genlerin kontrolü altında olduğunu 

göstermektedir (Alexiou ve ark., 2017; Hamanaka & Chandel, 2012). PDAK 

vakalarının tamamına yakınında karşılaşılan KRAS onkogeninin atkive edici 

mutasyonları (~%50 G12D; ~%30 G12V) ve bu KRAS proteinin hedefleri arasında 

bulunan c-MYC aktivasyonu PDAK’da gözlemlenen metabolik değişiklerde 

etiyolojik bir rol oynamaktadır (Ala, 2022). KRAS, PDAK hücrelerinde glikoz alımı 

ve Warburg etkisi ile glikolizi hızlandırır (Kawada ve ark., 2017). Örneğin KRAS 

PDAK hücrelerinde glikoz alımında görevli GLUT1 proteini ile beraber glikolizin 

kritik enzimleri olan hekzokinaz 2 (HK2) ve laktat dehidrojenaz A (LDHA) 

enzimlerinin ekspresyonlarını arttırır (Bryant ve ark., 2014). Diğer taraftan, KRAS’ın 

PDAK hücrelerinde makropinositozu aktive ederek PDAK hücrelerinin ihtiyaç 

duyduğu amino asitlerin konvansiyonel olmayan bir yolla temin edilmesini sağlar 

(Harris, 2022). Daha da önemlisi, gelişen metabolik değişimlerin PDAK gelişiminde 

ve PDAK’ın malin özelliklerinin (ör. hücre çoğalması, sağkalım, invazyon, 

kemoterapiye direnç vb.) devamında gerekli olduğu bilinmektedir (M. Jia, 2017). 

KRAS mutasyonlu PDAK hücrelerinin önemli bir kısmında gözlemlenen metabolik 

değişiklikler ve bu değişikliklerin direkt olarak KRAS’ın kontrolünde gerçekleştiğini 

gösteren kanıtlar (R. Blum & Kloog, 2014; Bryant ve ark., 2014; Ying, Kimmelman, 

Lyssiotis, Hua, Chu, Fletcher-Sananikone, ve ark., 2012) nedeniyle son zamanlarda 

bazı metabolik enzimler ve yolaklar potansiyel terapötik hedefler olarak 

değerlendirilmeye başlanmıştır (Cohen ve ark., 2015; Vaziri-Gohar, Zarei, Brody, & 

Winter, 2018). Ancak, PDAK’ın metabolik plastisitesi dikkate alındığında (Liang ve 

ark., 2016; Perera & Bardeesy, 2015) tekli metabolik hedef yerine kombinasyonların 

başarı şansının düşük olacağı düşünülmektedir.  
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Bu çalışmada PDAK hücrelerinde KRAS tarafından aktive edilen aerobik 

glikoliz ve poliamin sentez yolağının birlikte hedeflenmesinin PDAK hücrelerinin in 

vitro metabolik, proliferatif ve onkojenik potansiyelleri üzerindeki etkisinin 

incelenmesi amaçlandı.  PDAK hücrelerinde glikolizin baskılanması için PFKFB3 

izoenzimi seçildi. PFKFB3, aralarında pankreas kanserlerinin de dâhil olduğu birçok 

kanser türünde fazla miktarda eksprese edilmektedir (Atsumi ve ark., 2002). Ayrıca 

glikolizin hız sınırlayıcı enzimlerinden PFK1 enziminin önemli bir allosterik 

aktivatörü olan F2,6BP molekülünün yapımından sorumlu PFKFB izoenzimleri 

arasında en fazla kinaz aktivitesine sahip olması nedeniyle de,  PFKFB3 kanser 

tedavisinde değerlendirilebilecek bir terapötik hedef olarak görülmektedir (Shi ve 

ark., 2017). Bununla birlikte PDAK hücrelerinde PFKFB3 enziminin rolünü 

değerlendiren az sayıda çalışma bulunmaktadır (S.C. Ozcan ve ark., 2021).  

Çalışmada poliamin sentez yolağının inhibisyonu için bu yolağın hız 

sınırlayıcı enzimi ODC1 seçildi. Ruiz-Pérez ve ark. (2015) tarafından neuroblastoma 

hücrelerinde yapılan bir çalışmada glikolizin glikoz analoğu 2-DG yoluyla 

inhibisyonunun MYC-ilişkili ODC1 ekspresyonunu azalttığı gösterilmiştir. 

Çalışmadaki bulgular bu iki yolağın tümör hücre biyolojisinde iş birliği yapabileceği 

ve dolayısıyla glikoliz ve poliamin sentez yolağının birlikte inhibisyonunun tümör 

metabolizmasının hedeflenmesinde değerlendirilebileceği öngörüsünü 

desteklemektedir. Nitekim başka bir çalışmada 2-DG ile ODC1’in geri dönüşümsüz 

inhibitörü DFMO ile birlikte kullanımının tekli ajanlara göre PDAK tümör 

oluşumunu daha güçlü bir şekilde baskıladığı rapor edilmiştir (Saydjari, Alexander, 

Barranco, Townsend, & Thompson, 1989). Bununla birlikte; farklı in vitro ve 

preklinik modellerde tek başına ya da farklı ajanlara kombine bir şekilde anti-

tümörojenik etki gösteren 2-DG, terapötik dozlarda yaygın toksisiteye neden 

olmaktadır (Laussel & Léon, 2020). Bu durum, 2-DG’nin klinikte kullanımına 

engeldir. Bununla birlikte, PFKFB3 aktivitesinin farklı yöntemlerle baskılanmasının 

tümör hücrelerindeki hızlanmış glikolitik aktivitenin kontrol altına alınmasında 

başvurulabilecek bir anti-kanser yaklaşım olduğunu gösteren çok sayıda çalışma 

bulunmamaktadır (Jones ve ark., 2022). 



57 
 

Çalışma kapsamında yapılan in siliko analizler PFKFB3 ve ODC1 genlerinin 

ekspresyonlarının PDAK tümörlerinde arttığını göstermektedir. Bu bulgu Nakkina ve 

ark. (2021) ile Minchenko ve ark. (2014) tarafından yapılan çalışmalar ile 

uyumludur. Çalışmada model olarak seçilen ve KRAS mutasyonu taşıyan PANC1 ve 

MIA PaCa-2 hücrelerinde, bu iki genin ekspresyonları genetik olarak siRNA yöntemi 

ile baskılandı. qPCR sonuçları siRNA yöntemi ile her iki gen ekspresyonunun tek tek 

ve kombine olarak başarılı bir şekilde azaltılabildiğini göstermektedir. Ancak ilginç 

bir şekilde her iki hücre hattında ODC1’in tek başına susturulmasının PFKFB3 

mRNA seviyesini azalttığı; PFKFB3’ün tek başına susturulmasının sadece PANC1 

hücrelerinde ODC1 ekspresyonunu baskıladığı görüldü (Şekil-12). Western blot 

yöntemi ile analiz edilen protein düzeylerine bakıldığında ise PANC1 hücrelerinde 

mRNA düzeyleri ile uyumlu bir şekilde PFKFB3 susturulan örneklerde ODC1 

protein düzeyinde azalma gözlemlenirken, ODC1 susturulması PFKFB3 protein 

düzeyinde bir azalmaya neden olmadı (Şekil-13). MIA PaCa-2 hücrelerinde ise 

PFKFB3 susturulması ODC1 mRNA düzeyini etkilemezken ODC1 protein 

düzeyinde artışa neden oldu. MIA PaCa-2 hücrelerinde ODC1 susturulması PFKFB3 

protein düzeyinde, mRNA ile düzeyleri ile uyumlu bir şekilde artışa neden oldu. Bu 

veriler PFKFB3 ve ODC1’in karşılıklı regülasyonuna işaret etmektedir. Bununla 

birlikte, mRNA ve protein düzeyinde gözlemlenen kısmi uyumsuzluk bu sonuçların 

biyolojik önemine ilişkin yorumların dikkatli yapılmasını gerektirmektedir. Hücre içi 

mRNA ve protein seviyelerini kontrol eden farklı mekanizmalar dikkate alındığında, 

mRNA ve protein düzeylerinin görünen uyumsuzluklar her zaman beklenmeyen bir 

durum değildir (Schmidt, 1989). Diğer taraftan gerek qPCR ve gerekse Western blot 

analizlerinde kullanılan probların ve antikorların bütün mRNA kırpılma 

varyantlarına ve proteinlerine özgün olmaması gözlemlenen bu uyumsuzlukların 

diğer bir nedeni olabilir.  

PFKFB3’ün baskılanmasının hücre-içi F2,6BP seviyesini düşürdüğü 

bilinmektedir (Shi ve ark., 2017). Bu çalışmada da beklendiği gibi, PFKFB3’ün 

siRNA ile susturulması her iki PDAK hücresinde F2,6BP seviyelerini önemli oranda 

düşürdü (Şekil-16).  Elde edilen bu sonuç, PFKFB3 izoenziminin çalışılan PDAK 

hücrelerindeki F2,6BP seviyesinin kontrolünde kritik bir role sahip olduğu görüşünü 

desteklemekte olup, bu sonuç farklı kanser türlerinde yapılan çalışmalarla uyumludur 
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(Kotowski ve ark., 2021). PANC1 hücrelerinde ise ODC1’in siRNA ile susturulması 

PFKFB3 kadar olmasa da F2,6BP seviyesini önemli oranda azalttığı görüldü (Şekil-

16). Bu bulgu, genel olarak poliamin sentez yolağına özel olarak ODC1 

ekspresyonunu hücre-içi F2,6BP seviyeleri ile ilişkilendiren ilk gözlem olup, 

poliamin sentez yolağı ile glikoliz arasındaki olası bağlantıya ilişkin öngörünün 

mekanistik temellerine ışık tutabilir. Bununla birlikte, MIA PaCa-2 hücrelerinde bu 

etkinin görülmemesi ODC1 ve F2,6BP ilişkisinin hücreye özgün olabileceğine işaret 

etmektedir. Diğer taraftan, her ne kadar, ODC1 baskılanan hücrelerde F2,6BP 

seviyesindeki azalmaya PFKFB3 mRNA seviyesindeki azalma eşlik etse de 

ODC1’in siRNA-aracılığıyla baskılanmasının F2,6BP seviyesi üzerindeki etkisinin 

PFKFB3-aracılı olup olmadığının anlaşılması için daha fazla çalışmaya ihtiyaç 

duyulacaktır. PFKFB enzimleri dışında TP53 ile İndüklenen Glikoliz ve Apoptoz 

Regülatör (TIGAR) proteininin fosfataz aktivitesi ile F2,6BP molekülünün F6P 

molekülüne hidrolizini katalizleyerek tümör hücrelerinde hücre-içi F2,6BP 

seviyesinin kontrolünde görev aldığı bilinmektedir (Bensaad ve ark., 2006). Diğer 

taraftan, enzimlerin ekspresyon seviyeleri değişmeksizin posttranslasyonel 

modifikasyonlarla aktivitelerinin değişebileceği dikkate alındığında (Ryšlavá, 

Doubnerová, Kavan, & Vaněk, 2013); ODC1 ve F2,6BP seviyeleri arasındaki 

ilişkinin moleküler temellerinin aydınlatılmasına yönelik ilave çalışmalar bu iki 

yolağın PDAK metabolizması ve gelişimindeki rollerinin daha iyi anlaşılmasına 

katkı sunabilir.  

Bu çalışmada PFKFB3’ün ve ODC1’in tek başlarına siRNA ile susturulması 

PDAK hücrelerinin glikoz alımı ve laktat seviyesi ile ölçülen glikolitik aktivitesinde 

herhangi bir etkiye neden olmadı (Şekil-17 ve Şekil-18).  Özellikle PFKFB3’ün 

baskılanmasının glikoz alımı ve laktat salınımını etkilememesi, bu enzimin kabul 

gören rolü ile uyumlu olmasa da farklı kanser hücrelerinde ve özellikle de PDAK 

hücrelerinde Yalcin ve ark. (2009 ve 2017) tarafından yapılan çalışmalarda elde 

edilen bulguları desteklemektedir. Bununla birlikte bu çalışma kapsamında; 

PFKFB3’ün glikoz alımı ve laktat salınımına etkisinin gözlenmemesinin potansiyel 

sebepleri arasında; PFKFB3 baskılanması ile F2,6BP seviyesinde görülen düşmenin 

gözlemlenen glikolitik aktiviteyi düşürmek için yeterli olmaması gibi hücresel 

nedenler yanında kullanılan analitik yöntemlerin direkt olarak glikolitik aktiviteyi 
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değerlendirmede yetersiz kalması gibi teknik nedenler olabilir. Bilindiği gibi 

hücrelerde sentezlenen laktat molekülünün glikoz dışında kaynakları söz konusudur. 

Bunlar arasında glutamin amino asidi önemli bir yer tutmaktadır (L. Yang, Venneti, 

& Nagrath, 2017). Bu çalışmada PFKFB3 ve ODC1 susturulması sonrası F2,6BP 

seviyesindeki azalma nedeniyle hücreler glutaminoliz adı verilen bir yolağın 

aktivitesini arttırarak glikolizdeki yavaşlamaya bağlı enerji ve metabolit kaybını 

telafi etme yoluna gitmiş olabilir (Wang ve ark., 2018). Nitekim glikolizin farklı 

noktalardan inhibisyonunun kanser hücrelerine alternatif enerji yolaklarını 

kullanmaya ittiğini gösteren çalışmalar vardır (Shiratori ve ark., 2019). PFKFB3 ve 

ODC1 baskılanmasının hücreler tarafından glikoz kullanımı ve glikoz-kaynaklı laktat 

sentezini nasıl etkilediğinin net olarak ortaya koyulabilmesi için hücrelerin izotop-

işaretli glikoz ile beslenerek glikoz kaynaklı glikolitik metabolitlerin ve laktat 

molekülünün nükleer manyetik rezonans (NMR) spektroskopi ya da kütle-

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

Bu çalışmada PFKFB3’ün siRNA-aracılı baskılanması MIA PaCa-2 

hücrelerinin proliferasyonunda bir azalmaya neden oldu. ODC1 baskılanması ise 

PANC1 hücrelerinin proliferasyonunu azalttı. Önemli olarak da PFKFB3 ve 

ODC1’in kombine olarak siRNA ile susturulması tekli baskılamalara göre her iki 

hücrenin proliferasyonunda daha büyük azalmaya yolaçtı (Şekil-19). PFKFB3’ün 

siRNA-aracılı susturulmasının kanser hücre proliferasyonunu baskıladığı 

bilinmektedir (Gustafsson ve ark., 2018; A. Yalcin ve ark., 2014). Yalcin ve ark. 

(2009) tarafından yapılan bir çalışmada PFKFB3’ün kısmen kanser hücrelerinin 

çekirdeğine lokalize olduğunu ve bazı kanser hücrelerinin glikolitik aktivitesini 

etkilemeden hücre proliferasyonunu regüle ettiğini gösterilmiştir. Bu çalışmada da 

benzer şekilde PFKFB3’ün baskılanması glikoz alımı ve laktat salınımını 

etkilemeksizin PDAK hücre çoğalmasını baskıladığı gözlemlendi. Bu bulgu, 

PFKFB3’ün glikoliz-dışı fonksiyonları olabileceği görüşünü desteklemektedir 

(Alvarez, Mandal, & Chittiboina, 2021). ODC1’in siRNA ile sessizleştirilmesi 

PANC1 hücrelerinde PFKFB3 baskılanmasına benzer şekilde hücre proliferasyonunu 

azalttığı ve PFKFB3 ile ODC1’in birlikte sessizleştirilmesinin tekli baskılamalara 

göre her iki hücre hatttının çoğalmasında daha güçlü azalmaya neden olduğu 

görüldü.  
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Bu bulgular PFKFB3 ve ODC1 enzimlerinin kombine hedeflenmesinin 

PDAK hücrelerinin çoğalmasının kontrolünde başarılı bir strateji olabileceği 

hipotezini desteklemekte olup bu iki enzimin farklı kanser türlerinde tek başlarına 

genetik olarak baskılanmasının anti-proliferatif ve antitümörojenik etkisini gösteren 

çalışmalar ile uyumludur (Calvo ve ark., 2006; Choi ve ark., 2016; Kim ve ark., 

2017). 

 Gen ürünleri proteinlerin hücresel fonksiyonlarının çalışılmasında genetik ve 

farmakolojik araçlar birbirlerinin destekleyici yöntemler olarak sıklıkla birlikte 

kullanılmaktadır (Sattari, 2013). Çalışma kapsamında genetik yöntem olarak 

kullanılan siRNA ve farmakolojik yöntem olarak küçük kimyasal moleküller ile 

inhibisyon kısa ve çabuk etki göstermesi açısından benzerlik göstermekle birlikte, 

hedef-dışı etkiler, tesir (efficay) ve güç (potency) açısından farklılıklar sergileyebilir. 

siRNA moleküllerinin hedef-dışı etkilerinin daha düşük olduğu kabul görmektedir 

(Fedorov ve ark., 2006). Ancak, özellikle enzimlerin katalitik bölgesini hedefleyen 

kimyasal moleküllerin kullanıldığı farmakolojik yöntem tesir ve güç açısından 

siRNA-temelli genetik yöntemlerden üstündür (Knight & Shokat, 2007). Bu 

çalışmada da hem birbirlerini desteklemesi ve hem de farklı yöntemlerin 

avantajlarından yararlanmak açısından siRNA ve farmakolojik yöntem birlikte 

kullanılmıştır. PFKFB3 ile karşı geliştirilen çok sayıda inhibitör bulunmaktadır 

(Jones ve ark., 2022). Bunlardan 3-(3-pyridinyl)-1-(4-pyridinyl)-2-propen-1-1 (3PO), 

PFKFB3’ün F6P bağlanma bölgesine karşı geliştirilen ilk PFKFB3 inhibitörü olup 

(Knight & Shokat, 2007), daha sonraki optimizasyon çalışmalarıyla daha aktif 

PFK15 ve PFK158 analogları sentezlenmiştir. Bu moleküller in vitro ve in vivo anti-

glikolitik, anti-proliferatif ve anti-tümörojenik etki sergilemektedirler (Brian F. Clem 

ve ark., 2013). Bunlardan PFK158 bütün PFKFB3 inhibitörleri arasında faz I klinik 

denemelere giren (NCT02044861) ilk bileşik olmuştur. Ancak Boyd ve ark. (2015) 

tarafından gerçekleştirilen bir çalışmada 3PO ve türevlerinin PFKFB3’e in vitro çok 

yüksek dozlarda dahi (>100 µM) bağlanmadığını göstermiştir. Bundan hareketle 

sentezlenen ve optimize edilen indol türevi bazı bileşikler tanımlanmış olup, bu 

bileşiklerin bazılarının PFKFB3’ün ATP bağlanma bölgesine diğer izoenzimlere 

göre belli bir seçicilik ile bağlandığı ve akciğer kanseri hücre hattı A549’da glikolitik 
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aktiviteyi baskıladığı rapor edilmiştir. Bu bileşiklerden ticari olarak mevcut AZP3-26 

bu çalışma kapsamında kullanılmak üzere seçilmiştir.  

ODC1’in enzimatik aktivitesini inhibe etmeye yönelik geliştirilen DFMO 

(eflornitin)’nun poliamin sentez yolağının inhibisyonunda in vitro ve in vivo yaygın 

kullanımı vardır (Alexiou ve ark., 2017). DFMO, ODC1’in geri dönüşümsüz bir 

inhibitörüdür (Ning ve ark., 2003). Deneysel ve klinik çalışmalar DFMO’nun 

özellikle anaplastik glioma (Levin, Ictech, & Hess, 2018) ile neuroblastomada 

(Bassiri ve ark., 2015) tedavi ve kolorektal kanserde (Raj ve ark., 2013) önleyici 

olarak kullanılabileceğine işaret etmektedir. Bu çalışmalar baz alınarak, 

çalışmamızda ODC1’in farmakolojik olarak inhibisyonu amacıyla DFMO 

seçilmiştir. Her ne kadar enzimlerin katalitik bölgelerini hedefleyen bu inhibitörlerin 

hedef gen ve proteinlerinin ekspresyonunu etkilemesi beklenmese de çalışma 

kapsamında AZP3-26 ve DFMO’nun tekli ve kombine kullanımlarının PFKFB3 ve 

ODC1 mRNA ve protein ekpresyonlarına etkisi incelendi. Özellikle enzimlerin 

protein seviyeleri değerlendirildiğinde, AZP3-26’nın PANC1 hücrelerinde 

PFKFB3’ü mRNA ve protein düzeyinde azalttığı görüldü (Şekil-21). Literatürde 

AZP3-26’nın kanser hücrelerinde PFKFB3 ekspresyonu üzerindeki etkisini inceleyen 

herhangi bir çalışma bulunmamaktadır. Bu sonuç, AZP3-26’un transkripsiyonel 

etkisinin de olabileceğine işaret etmektedir. İlginç olarak PANC1 hücrelerinde 

DFMO’nun da AZP3-26’ya benzer şekilde PFKFB3’ün protein seviyesini düşürdüğü 

görüldü (Şekil-23). DFMO’nun PFKFB3 ekspresyonu üzerindeki etkisinin 

mekanistik temelleri bu çalışma kapsamında incelenmemiştir; ancak ODC1’in 

poliaminler aracılığıyla c-MYC üzerinden glikolizin önemli bir kontrol enzimi olan 

pirüvat kinaz M2 (PKM2) ekspresyonunu indüklediğini gösteren çalışmalar (Gupta 

ve ark., 2018; Zeng ve ark., 2020) dikkate alındığında diğer bir c-MYC hedefi olan 

PFKFB3’ün de benzer bir mekanizma regüle edilip edilmediğinin araştırılması 

önemli olacaktır.  Her ne kadar AZP3-26’nın fiziksel olarak in vitro PFKFB3’e 

bağlandığı bilinse de (Boyd ve ark., 2015), bu bileşiğin hücre-içi F2,6BP seviyesine 

etkisi bilinmemektedir. Çalışmamızda AZP3-26’nın her iki hücre hattında da siRNA 

kadar olmasa da F2,6BP seviyelerini düşürdüğü gözlemlendi (Şekil-25). Bu etkinin 

PFKFB3’ün siRNA baskılanması ile elde edilen düzeye ulaşmaması, kullanılan 

AZP3-26 dozu (20 µM) ile ilişkili olabilir. Ancak bu doz literatürde bu bileşiğin anti-
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glikolitik aktivite göstermesi için rapor edilen dozundan (~5 µM) daha yüksektir. 

Dolayısıyla, AZP3-26’nın PFKFB3’ün kinaz aktivitesi üzerindeki tesiri yeterince 

güçlü olmayabilir.  

Literatürde DFMO’nun F2,6BP üzerindeki etkisini inceleyen bir çalışma 

bulunmamaktadır. Bu çalışmada DFMO’nun PDAK hücrelerinde F2,6BP seviyesini 

arttırdığı gözlemlendi (Şekil-25). Bu gözlem siRNA ile yapılan genetik baskılanma 

deneyleri ile karşılaştırıldığında PANC1 hücrelerinden elde edilen sonuçlar ile 

uyumludur (Şekil-16). DFMO’nun PANC1 hücrelerinde PFKFB3 protein seviyesini 

düşürürken F2,6BP seviyesini arttırmasının altında iki neden olabilir: (1) DFMO 

PFKFB3 proteinin enzimatik aktivitesini posttranlasyonel modifikasyon yoluyla 

arttırıyor olabilir. Nitekim PFKFB3 proteininin özellikle fosforilasyon yoluyla 

kinaz:fosfataz aktivite oranının dramatik olarak değişebildiği bilinmektedir (Jones ve 

ark., 2022). (2) DFMO ile PFKFB3 protein seviyesindeki azalma diğer PFKFB 

izoenzimlerinin biri ya da birkaçının ekspresyonu/aktivitesinde telafi edici artışı 

tetiklemiş olabilir. AZP3-26 ve DFMO’nun kombine kullanımının her iki hücrede de 

F2,6BP seviyesinde düşmeye neden olmaması hatta MIA PaCa-2 hücrelerinde 

DMSO kontrole göre artışa yolaçması kullanılan dozlar ve/veya uygulama süresinin 

(48 saat) bu hücrelerde total hücre-içi total F2,6BP seviyesinin kontrol altına 

alınması açısından yetersiz olduğuna işaret etmektedir. F2,6BP seviyelerinde AZP3-

26 ile gözlemlenen düşmenin DFMO ile gözlemlenen artış ile ortadan kalkması elde 

edilen sonucu açıklayabilecek en gerçekçi senaryo gibi görünmektedir. Bununla 

birlikte, PFKFB3’ün kısmen hücrelerin çekirdeğine lokalize olduğunu ve 

çekirdekteki kinaz aktivitesinin bazı hücresel fonksiyonlar (ör. proliferasyon) için 

gerekli olduğunu gösteren çalışma (Yalcin ve ark., 2009) dikkate alındığında, 

hücrelerin sitoplazma ve çekirdekteki görece F2,6BP seviyelerinin ölçülmesi F2,6BP 

üretimini hedef alan stratejilerin etkinliğinin değerlendirilmesi açısından daha uygun 

olabilir. Diğer taraftan, F2,6BP oldukça dayanıksız bir molekül olup, hücrelerdeki 

seviyesi hücre siklusunun fazı ve hücre yoğunluğundan etkilenmektedir (Bartrons ve 

ark., 2018). Çalışma kapsamında kullanılan farmakolojik yaklaşımların meydana 

getirdiği primer ve sekonder etkiler hücrelerdeki F2,6BP üretimini ve zamanını farklı 

etkilemiş olabilir. Bununla birlikte, çalışmamızda AZP3-26 ve DFMO 

kombinasyonunun, tekli inhibisyonlardan farklı olarak MIA PaCa-2 hücrelerinde 
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glikoz alımı ve laktat seviyesini düşürmesi, yine de hücre tipine bağlı olarak 

PDAK’da PFKFB3 ve ODC1’in birlikte inhibisyonunun glikolitik aktiviteyi kontrol 

etmede yararlı olabileceğine işaret etmektedir. Elde edilen bu sonuç F2,6BP 

seviyeleri ile uyumlu değil gibi görünse de hücre-içi F2,6BP ölçümü ile 

besiyerlerinde ölçülen glikoz ve laktat seviyelerinin ölçümünün zamansal açıdan 

önemli bir farklılık sergilediği gözardı edilmemelidir. F2,6BP seviyesinin ölçümü 

analiz esnasında anlık durumu ortaya koyarken, besiyerindeki glikoz ve laktat 

seviyesi ölçümü ilaç uygulamasından itibaren 48 saat boyunca meydana gelen total 

değişiklikleri kapsamaktadır. Bunun yerine, F2,6BP seviyelerinin tek bir süre yerine 

farklı aralıklarla ölçülmesi ve glikoz alımı ile glikolitik ativitenin işaretli glikoz ile 

hücre-içi olarak MS ve NMR gibi yöntemlerle ölçülmesi daha doğru ve anlamlı 

sonuçlar verebilir.  

Glikoliz ve poliamin sentez yolaklarının farklı noktalardan farmakolojik 

olarak baskılanmasının kanser hücre proliferasyonu ve onkojenik özellikleri 

baskıladığını gösteren çalışmalar bulunmaktadır (Gustafsson ve ark., 2018; W. Jia ve 

ark., 2018; A. E. Pegg, Madhubala, Kameji, & Bergeron, 1988; Anthony E. Pegg & 

Casero, 2011). Ancak, her iki yolağın aktivitesinin kombine olarak inhibisyonunun 

etkisini değerlendiren çalışma kısıtlıdır (Koomoa ve ark., 2013; Zeng ve ark., 2020). 

Glikoliz ve poliamin sentez yolağı arasındaki ilişki olabileceğini gösteren bu 

çalışmalar dikkate alındığında, bu iki yolağın kritik enzimlerinin birlikte 

inhibisyonunun PDAK gibi metabolik olarak agresif bir kanserin kontrol altına 

alınmasında yararlı olabileceğine işaret etmektedir. 
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PFKFB3 ve ODC1’in kombine inhibisyonu her iki PDAK hücresinde 

proliferasyonu tekli inhibisyonlara göre daha kuvvetli bir şekilde baskıladı. Bu etki 

özellikle çalışmada kapsamında test edilen son sürede (96 saat) belirgindir (Şekil-

28). Çalışmamız, AZP3-26 aracılığıyla PFKFB3 aktivitesinin baskılanmasının kanser 

hücre proliferasyonu üzerindeki etkisini gösteren ilk çalışma olsa da elde edilen 

veriler PFKFB3’ün farklı yöntemlerle tek başına inhibisyonunun kanser hücrelerinin 

çoğalmasına ket vurduğunu raporlayan çalışma sonuçları ile uyumludur (Jones ve 

ark., 2022). Benzer şekilde ODC1 ile PDAK hücrelerinde yapılan çalışmalar (Gitto 

ve ark., 2018) kısıtlı olsa da yine bu çalışmadan elde edilen veriler ODC1’in DFMO 

ile inhibisyonunun farklı kanser türlerinde anti-proliferatif olduğunu gösteren 

çalışmaları desteklemektedir.  

Bu çalışmada PFKFB3 ve ODC1’in tek başına ve kombine hedeflenmesinin 

hücre proliferasyonuna ek olarak yumuşak agarda üreme, koloni oluşturma ve invazif 

kapasitelerinin değerlendirildiği onkojenik analizler gerçekleştirildi. AZP3-26 ve 

DFMO’nun tek başlarına her iki hücrenin yumuşak agarda büyümesini ve iki boyutlu 

ortamda koloni oluşturma kapasitelerini azalttığı görüldü (Şekil-29 ve Şekil-30). Bu 

sonuçlar farklı kanser hücrelerinde PFKFB3’ün farmakolojik inhibisyonunun anti-

onkojenik etkisini raporlayan çalışmalardan elde edilen veriler ile uyumludur (Jiang 

ve ark., 2022; Lypova, Telang, Chesney, & Imbert-Fernandez, 2019). Yine ODC1’in 

farklı kanser hücrelerinde DFMO ile tek başına inhibisyonu koloni oluşturma 

potansiyellerini zayıflatmaktadır (Evageliou ve ark., 2016). Önemli olarak bu 

çalışma kapsamında, PFKFB3 ve ODC1’in birlikte inhibisyonları her iki PDAK 

hücresinde benzer şekilde yumuşak agarda büyüme ve koloni oluşturma 

kapasitelerini tekli inhibisyonlara göre daha kuvvetli bir şekilde baskıladığı 

gözlemlendi (Şekil-29－32). 

Matrijel deneyleri kanser hücrelerinin in vitro göç ve invazif kapasitelerinin 

değerlendirilmesinde yaygın olarak kullanılmaktadır. EMT, kanser hücrelerinin 

invazif potansiyelini arttırarak metastazda önemli bir rol oynar (Heerboth ve ark., 

2015). Literatür incelendiğinde PFKFB3 ve ODC1’in tek başlarına inhibisyonlarının 

farklı kanser hücrelerinde EMT ve invazyonu azalttığı gösterilmiştir (Manni ve ark., 

2005; Sunkara, Prakash, & Rosenberger, 1982; Abdullah Yalcin ve ark., 2017). 
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Şekil-33’te görüldüğü gibi PANC1 ile gerçekleştirilen Matrijel invazyonu deneyinde, 

AZP3-26 ve ODC1 inhibitörlerinin kombine uygulamasının tekli uygulamalara göre 

hücrelerin invazyon kapasitesini daha fazla azalttığı gözlemlendi. PFKFB3 ve 

ODC1’in benzer onkojenik regülasyon mekanizmaları da dikkate alındığında bu 

veriler, her iki enzimin birlikte inhibisyonu ile daha kuvvetli anti-invazif etki elde 

edilebileceği hipotezini desteklemektedir. Ancak, çalışmada uygulanan yöntem ile 

kontrol MIA PaCa-2 hücrelerinde bir invazyon görülemedi. Matrijel bilindiği gibi 

farklı ekstrasellüler matriks bileşenleri içermekte olup, her bir tümör hücresinin 

invazyon kapasitesini değerlendirmeye uygun olmayabilir. Bu nedenle bazı kanser 

hücrelerinin in vitro invazif kapasitesinin değerlendirilmesinde seçilmiş 

ekstrasellüler matriks materyalleriyle hazırlanan ortamlar gerekebilir. Nitekim 

Ikenaga ve ark. (2012) tarafından yapılan bir çalışmada sadece bazı PDAK 

hücrelerinin invazyon deneylerinde kollajen kullanılmıştır. 

PFKFB3’ün gerek siRNA ve gerekse farmakolojik olarak birlikte 

inhibisyonlarının glikolitik aktiviteyi belirgin düzeyde etkilemeden hücre 

proliferasyonu ve onkojenik özellikleri azaltması, PDAK hücrelerinde PFKFB3 

izoenziminin glikolitik aktivitesi üzerindeki etkisinin sınırlı olabileceğine ancak 

glikolizden bağımsız olarak bazı hücresel fonksiyonları düzenleyebileceğine işaret 

etmektedir.  Nitekim Ozcan ve ark. (2020) tarafından yapılan bir çalışmada PDAK 

hücrelerinde PFKFB2 izoenziminin hücre içi F2,6BP seviyesinin ve glikolitik 

aktivitenin kontrolünde önemli olduğunu ve Yalcin ve ark. (2017) tarafından yapılan 

bir çalışmada da PFKFB3’ün PDAK hücre glikolizine etkisinin kısıtlı olabileceğine 

işaret etmektedir.  

Çalışma kapsamında kullanılan görece yeni bir bileşik olan ve henüz anti-

kanser potansiyeli daha önce test edilmemiş olan AZP3-26’nın in vitro hücre-temelli 

testlerde makul bir doz olan 20 µM düzeyinde PDAK hücrelerindeki F2,6BP 

düzeylerine olan kısıtlı etkisi, bu hücrelerinde PFKFB3’ün bazal şartlarda glikolitik 

aktivite üzerindeki sınırlı etkisini gösteren çalışmalar (Abdullah Yalcin ve ark., 

2017) ile uyumludur. Bununla birlikte AZP3-26 ile F2,6BP üzerinde gözlemlenen 

etkinin siRNA ile karşılaştırılınca daha düşük düzeyde kalması bu bileşiğin hücre-içi 

PFKFB3 aktivitesini baskılamada yeterince etkin olmadığına işaret etmektedir. Yine 
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de AZP3-26’nın kullanılan dozda in vitro anti-onkojenik olabileceğini gösteren 

bulgularımız, PFKFB3’ün glikoliz-dışı etkilerini akla getirmektedir. Kaldı ki, Yalcin 

ve ark. (2009) tarafından tarafından yapılan bir çalışmada PFKFB3’ün kısmen 

çekirdeğe lokalize olarak glikolizdeki etkisinden bağımsız olarak kanser hücre 

proliferasyonunu indüklediği gösterilmiştir. Mevcut çalışmada AZP3-26 ile 

gözlemlenen etkinin PFKFB3’ün çekirdekteki aktivitesindeki azalmasına bağlı 

olarak gerçekleşip gerçekleşmediğinin anlaşılması için PFKFB3’ün çekirdeğe 

göçünü engelleyen mutasyonlar eşliğinde yapılan geri ekleme deneylerine ihtiyaç 

vardır.  

DFMO ise ODC1 aktivitesinin baskılanmasında kabul görmüş bir bileşiktir. 

Ancak hücre içi poliamin konsantrasyonu, sadece sentezden etkilenmeyip hücreye 

poliamin transportuna da bağlıdır (J. Li ve ark., 2020). Özellikle PDAK mikro 

çevresi poliaminler açısından zengin olup, KRAS hücrelere ODC1 yanında poliamin 

transportunda görevli proteinlerin de ekspresyonunu uyarır (Phanstiel, 2018). 

Dolayısıyla ODC1’in inhibisyonu hücre-içi poliamin konsantrasyonunu azaltmakta 

yetersiz kalabilir. Bu nedenle son zamanlarda yapılan çalışmalarda, hücrelerde 

poliamin metabolizmasının baskılanmasında ODC1 ile beraber poliamin 

transportunun birlikte kullanıldığı yaklaşımlar gündeme gelmeye başlamıştır (Gitto 

ve ark., 2018; Samal ve ark., 2013). Nitekim DFMO ile poliamin transport inhibitörü 

kombinasyonunun pankreas kanseri hücrelerinde tekli ajanlara göre daha kuvvetli 

anti proliferatif etki gösterdiği rapor edilmiştir (Muth ve ark., 2014). Ayrıca böyle bir 

yaklaşımın poliamin metabolizmasının daha kuvvetli inhibisyonu yanında tümör 

mikro çevresinde anti-tümöral immun yanıtı arttırdığı gözlemlenmiştir (Nakkina, 

Gitto, Pandey, ve ark., 2021). Diğer taraftan yapılan bazı çalışmalar poliamin 

sentezinde kullanılan ornitin aminoasitin kaynağının da kritik olduğuna işaret 

etmektedir. Çalışmamızın yazımı sırasında yayınlanan güncel bir çalışma da (Lee ve 

ark., 2023); normal dokular ve diğer birçok kanser türünde arjinin amino asidi ornitin 

için bir kaynak görevi görürken, pankreas tümörlerinde besiyerinde ve mikro çevrede 

bulunan glutamin aminositinin ornitin için daha önemli bir kaynak olduğunu ortaya 

koymuştur. Söz konusu çalışmada, glutaminden ornitin yapımında rol alan ornitin 

aminotransferaz (OAT) enziminin hedeflenmesinin PDAK hücrelerinde ODC1 

inhibisyonuna ya da arjininden ornitin sentezleyen arjinaz (ARG) enziminin 
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inhibisyonuna göre daha kuvvetli bir anti-tümöral etkiye sahip olduğu gösterilmiştir. 

Çalışmamızda hücre-içi ve besiyerine salgılanan glutamin, poliamin ve türevlerinin 

ölçülememiş olması, bu çalışma kapsamında DFMO’nun etkinliği ile ilgili bir 

çıkarımda bulunmamızı engellemektedir. Ancak Lee ve ark. (2023) tarafından 

yayınlanan güncel çalışma ve DFMO’nun zayıf farmakokinetik özellikleri (Anthony 

E. Pegg, 2006; Anthony E. Pegg & Casero, 2011) dikkate alındığında DFMO’nun en 

azından tek başına poliamin sentezinin inhibisyonu üzerinden anti-tümöral etkisinin 

yeterli olmayacağı değerlendirilebilir. Yapılan farklı çalışmalar DFMO’nun farklı 

anti-kanser ajanlar ile kombinasyonlarının başarılı olabileceğini desteklemektedir 

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

Birlikte değerlendirildiğinde bu tez çalışması kapsamında elde edilen veriler; 

metabolik agresifliği ve plastisitesi ile öne çıkan PDAK tümörlerinde PFKFB3 ve 

ODC1 aktivitelerinin baskılanmasının in vitro olarak tekli inhibisyonlara göre daha 

kuvvetli anti-onkojenik etkiye sahip olabileceğini göstermektedir. Bununla birlikte 

çalışmamızın bazı kısıtlılıkları bulunmaktadır: (1) Kullanılan genetik ve farmakolojik 

yaklaşımlar hedef genlerin mRNA ve protein düzeyinde bazı uyumsuzluklar 

sergilemiştir. (2) AZP3-26’ün F2,6BP üzerindeki etkisi sınırlı bulunmuştur. (3) 

DFMO’nun poliamin üretimi ve besiyerine salınımı üzerindeki etkisi 

değerlendirilememiştir. (4) Genetik ve farmakolojik yöntemlerin ölçülen fenotipler 

üzerindeki etkisinin direkt olarak ilgili protein aktivitesinden kaynaklandığının 

doğrulanmasına ilişkin herhangi bir deneysel yaklaşım kullanılmamıştır. (5)  Glikoz 

alımı ve glikolitik aktivitenin ölçümünde kullanılan laktat ölçüm metodu ilgili 

enzimlerin tam olarak etkisini anlamada yetersiz kalabilir. Bu aşamada, MS ve 

NMR-tabanlı kapsamlı metabolomik analizler, PFKFB3 ve ODC1 tarafından kontrol 

edilen metabolik aktivitenin daha detaylı anlaşılmasına yardımcı olabilir.  
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7.SİMGE VE KISALTMALAR 

Simgeler  Açıklama 

α Alfa 

β Beta 

Δ Delta 

µ Mikro 

M Molar 

°C Santigrat derece (Celcius) 

~ Yaklaşık değer 

  

Kısaltmalar 

 

Açılımı 

 

2-DG 2-Deoksi-D-glikoz 

3-BRPA 3-Bromopirüvat 

ADP Adenozin difosfat 

ATP Adenozin trifosfat 

ARG Arjinaz 

AMPK Aktive edici protein kinaz 

AZP3-26 AstraZeneca tarafından üretilen PFKFB3 enzim inhibitörü 

BCA Bikinkoninik asit 

Denspm N1, N11-dietilnorspermin 

DFMO ODC1 enzim inhibitörü 

DMEM Dulbecco tarafından modifiye edilmiş Eagle Besiyeri 

EDTA Etilendiamin tetrasetik asit 

F6P Fruktoz 6-fosfat 

F1,6BP Fruktoz 1,6-bisfosfat 

F2,6BP Fruktoz 2,6-bisfosfat 

FBS Fötal sığır serumu 

FDG-PET Floro-deoksiglikoz pozitron emisyon tomografi 

GAPDH Gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz 

GEM+NAB-P Gemsitabin ve albümin-bağlı paklitaksel nanopartikül kombinasyonu 

GLUT1 Glukoz Transporter 1 

GTP Guanozin-5’-trifosfat 

HEPES 4-(2-hidroksietil)-1-piperazineetansulfonik asit 

HIF-1α Hipoksi ile İndüklenen faktör 1-alfa 

HK Hekzokinaz 

HRP Bayır Turpu Peroksidazı 

K-RAS Kirsten Rat Sarkoma 

LDH Laktat Dehidrojenaz 

mTORC1 Rapamisin protein kompleksinin memeli hedefi kompleks 1 

MYC Protoonkogen 

NADPH Nikotinamid Adenin Dinükleotit Fosfat 

OAT Ornitin Aminotransferaz 
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ODC1 Ornitin Dekarboksilaz 

OAZ1 Ornitin dekarboksilaz antizimi 

P27 Protein 27 

PAO N1-asetilpoliamin oksidaz 

PBS Fosfat ile tamponlanmış salin çözeltisi 

PDAK Pankreas Duktal Adenokarsinom 

PFK-1 Fosfofruktokinaz-1 

PFKFB 6-fosfofrukto-2-kinaz/Fruktoz-2,6-bisfosfataz 

PVDF Polivinilidin florür 

RT Ters transkripsiyon 

RT-qPCR 
Ters transkripsiyon kantitatif gerçek zamanlı polimeraz zincir 

reaksiyonu 

SAM S-adenozilmetiyonin 

SAM-DC S-adenozilmetiyonin dekarboksilaz 

SDS Sodyum dodesil sülfat 

siKTRL Genomda karşılığı bulunmayan kontrol siRNA uygulanan deney grubu 

SMO Spermin oksidaz, SMO 

siODC1 siRNA aracılığıyla ODC1 baskılanan deney grubu 

siPFKFB3 siRNA aracılığıyla PFKFB3 baskılanan deney grubu 

SPDS Spermidin sentaz 

SPMS Spermin sentaz 

SSAT Spermin/Spermidin N1-asetiltransferaz 

siRNA Küçük interferans RNA’sı 

TBS-T Tris tamponlu tuz-Tween 20 

TIGAR TP53 ile İndüklenen Glikoliz ve Apoptoz Regülatör proteini 

TGFβ-1 Transforme edici büyüme faktörü beta 1 
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