810¢

NVOZQ Ue) unjeyeps

1ZAL VIOLMO0d I'TVA WI'TIGVNV VAINDIOAIL

T.C.
ULUDAG UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERIi
ENSTITUSU
BIYOKIMYA ANABILIM DALI

PANKREAS EPIiTEL HUCRELERININ ONKOJENIK
TRANSFORMASYONUNDA PFKFB2'NiN ROLU

SELAHATTIN CAN OZCAN

(DOKTORA TEZI)

BURSA-2018




T.C.
ULUDAG UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
BiYOKIMYA ANABILIM DALI

PANKREAS EPIiTEL HUCRELERININ ONKOJENIK
TRANSFORMASYONUNDA PFKFB2'NiN ROLU

Selahattin Can OZCAN

(DOKTORA TEZI)

DANISMAN:
Prof. Dr. Abdullah YALCIN

1147496 - TUBITAK (1001)
1059B141400673 - TUBITAK (2214-A)

2017/4 - UU BAP (OUAP)

BURSA-2018




T.C.
ULUDAG UNIiVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

ETiK BEYANI

Doktora tezi olarak sundugum “Pankreas Epitel Hiicrelerinin Onkojenik
Transformasyonunda PFKFB2'in Roli” adli calismanin, proje safhasindan
sonuclanmasina kadar gegen biitiin siliregclerde bilimsel etik kurallarina uygun bir
sekilde hazirlandigmi  ve yararlandifim eserlerin  kaynaklar  bdliimiinde
gosterilenlerden olustugunu belirtir ve beyan ederim.

Selahattin Can OZCAN

18/10/2018



SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU MUDURLUGU’NE

Uludag Universitesi Veteriner Biyokimya Anabilim Dali Doktora Ogrencisi Selahattin
Can Ozcan tarafindan hazirlanan “Pankreas Epitel Hiicrelerinin Onkojenik
Transformasyonunda PFKFB2'nin Roli” konulu Doktora tezi 18/10/2018 giinii,
10.30-13.00 saatleri arasinda yapilan tez savunma sinavinda jiiri tarafindan oy birligi
ile kabul edilmistir.

Adi-Soyadi imza
Tez Danismani Prof. Dr. Abdullah YALCIN
Uye Prof. Dr. Hale SAMLI
Uye Dog. Dr. Saime GUZEL
Uye Dog. Dr. Feraye ESEN GURSEL
Uye Dog. Dr. Atilla ATES
Bu tez Enstiti Yonetim Kurulu'nun ... tarth ve
............................ sayili toplantisinda alinan ........................... numarali karar ile kabul

edilmistir.

Prof. Dr. Ali AYDOGDU
Enstiti Mudiira



TEZ KONTROL ve BEYAN FORMU

......... T
Ad1 Soyadi: Selahattin Can Ozcan
Anabilim Dali: Veteriner-Biyokimya
Tez Konusu: Pankreas Epitel Hiicrelerinin Onkojenik Transformasyonunda
PFKFB2'in Roli

OZELLIKLER UYGUNDUR UYGUN DEGILDIR ACIKLAMA
Tezin Boyutlari ] ]

Di1s Kapak Sayfasi

I¢c Kapak Sayfasi [] []

Kabul Onay Sayfasi ] ]

Sayfa Diizeni ] ]

I¢indekiler Sayfasi [] []

Yaz1 Karakteri ] ]

Satir Araliklar ] [

Basliklar ] ]

Sayfa Numaralari ] ]

Eklerin Yerlestirilmesi ] ]

Tablolarin Yerlestirilmesi [] ]

Kaynaklar ] [

ANABILIM DALI ONAYI ENSTITU ONAYI

Unvam Ad1 Soyadi: Unvam Ad1 Soyadi: Prof. Dr.

Ali AYDOGDU
imza: imza:



ICINDEKILER

Di1s Kapak

¢ Kapak

ETIK BEYAN......ooiiiiiiiiiiiniesies s |
KABUL ONALY L.t I
TEZ KONTROL BEYAN FORMU.......cooiiiiiiiiiie e i
ICINDEKILER ..ottt \Y;
TURKCE OZET ..ot ettt sn s X
INGILIZCE OZET ......cooiiiiiiiiststereees et XI
R 1 0 21 1RO 1
2. GENEL BILGILER .......c..cocooitiiiiiiiinintiec s 4
2.1. Pankreatik Adenokarsinoma ve Onkojenik Transformasyon .............cccc......... 4
2.2. Tumor Hiicrelerinde Enerji Metabolizmasinin Yeniden Diizenlenmesi ve
WarDUIG EEKIST ..o 11
2.3. PFKFB Enzimleri ve Tiimor Enerji Metabolizmast ..........cccocovevviniieinnnnnne 16
2.3.1. Fruktoz-2,6-bisfosfat ve PFKFB enzimleri.......ccccccoocveveiiiciiiciiiieiee e, 16
2.3.2. PFKFB Enzimlerinin Tiimo6r Hiicre Biyolojisinde Rolleri ............cccceeneee 21
3. GEREC Ve YONTEM .........cocoooiiiiiieeieeeeee e 26
3.1. Kimyasallar, Cihazlar ve COzeltiler...........cccooviiiiiii e 26
L LIKIMYASAHAT ... s 26
3.1.2. CHNAZIAN ... 27
3013, COZEILIRT . 28
3.2. Veritabant ANAlIZIETT.........ccueiiereeieiee e 30
3.2.1. ONCOMINE Veritabant AnaliZi.........cccccceeiieiiiiiiiniieiic e 30
3.2.2. Niikleus Lokalizasyon Sinyali (NLS) Sekans1 Analizi...........ccc.ccovvennnne. 30
3.3. Hiicre Kiiltiirii ve Proliferasyon Analizi .........cccocovvvviiiiiiciiciecce e 31
3.4. MRNA Ekspresyon ANANZIEr .........ccocvoiiiiiiiie e 32
3.4.1. RNA Izolasyonu ve cDNA SENteZi.........coceevririvirirerierererieseissesessssesssesans 32
3.4.2. Gergek Zamanli Kantitatif PCR Analizi ..........cccocoviiiniiiiiiiiee e, 32
3.4.3. Varyant Ekspresyonlarinin Tespiti I¢in Primer Tasartmi ..............ccc.oo.e... 33
3.4.4. CRISPR Inaktivasyonlarinin Tespiti I¢in Primer Tasarimi ........................ 34
3.4.5. PCR Amplifikasyonu ve Agaroz Jel Gorlintileme ..............cccevvvverivennnnen. 34
3.5. Protein Izolasyonu ve Western BIOtIama...........ccccovevevrivevercvsisicrenieseenenans 35



3.5.1. Total Protein IZolasyonu .........ccceeveveveuerereerereeeeeeereseeeseeeee e eeseeeseens 35

3.5.2. Sitoplazmik/Niikleus Protein Fraksiyonlarinm Ayri izolasyonu................ 36
3.5.3. Protein Konsantrasyon OIGHMII ...........cccvveeveiieeiiicreieeieseeeese e 36
3.5.4. Western BIotlama..........cccooeiiiiiiiiiii 37
3.6. Immunfloresan Konfokal Mikroskopi (Immunsitokimya - IF-IC) ................ 38
3.7. IMMUNDISOKIMYA 1...cvveecvievccv e 39
3.8, TraNSTEKSIYON ....ecuiiiiieciiee ettt 39
3.8.1. Plazmid TransfeKSIYONU..........cccoueiieiiiieiicceee e 40
3.8.1.1. Transient (Gegici) Transfeksiyon.........ccovoeiiiiiiiiiiiic e 40
3.8.2. SIRNA TransfekSIYONU.........ccviiiiieiieic e 42
3.9. Tiimorijenik Potansiyel Deneyleri ........cccoooviiiiiiiiiiiiiie e 42
3.9.1. Yumusak Agarda Koloni FOrmasyonu ...........cccccceuvvviiininniiniinnenecieseee 42
3.9.2. KOIONI FOrMASYONU......ueiviiiiiieciesieeeie ettt sttt sae e 43
3.9.3. INVAZYON ..ottt 43
3.9.4. Yara IyileSmesi DENEYi......cccoveueirircierereiiieeeesiiseisscsesesssssessesssese s sesnsans 44
3.9.5. STEr FOIMASYONU .......eoiieiiiiiieie ettt ettt 44
3.9.6. 11ag DIrenci DENEYi ........ccvevriieierierirsiiieieieetssessee e esseae e es e s e 45
3.10. Fruktoz-2,6-Bisfosfat ANANZIErT ........ccuvviiiiiiiii e 45
3.11. GIKOZ AIM1 ANALIZI...civiiiiiiieiic e 46
3.12. GlIKONZ ANAHZI......coviiiiiiiiiicie e 47
0 RN (I S 1707 0011 3 o (TP PRI 48
3.13.1. Hiicre SiKlusu ANAlIZi ....c.ooiiiiiiiiiiiciieecee e 48
3.13.2. APOPLOZ ANALIZIE .ot 48
3.14. Plazmid Uretimi ve KIONIama...........ccceueueueueeeeeeeeeeceeecececececeeeceeeeseseseseseseens 48
3.14.1. Bakteriyel Transformasyon ve Plazmid Ekstraksiyonu...............c.cccv..... 48
3.14.2. PFKFB2’nin pCMV6-BSD vektoriine klonlanmasi .........ccccooceniiiinnnnne. 49
3.15. IstatistikSel ANANIZIET.........cccoiiieiieiece s 51
4. BULGULAR ..ottt ettt enne e 53
4.1. PFKFB2’nin Kanser Hiicrelerinde Ekspresyonu ve Lokalizasyonu.............. 53
4.1.1. PFKFB2 Ekspresyonu Kanser Dokularinda Artmaktadir. ............ccceeeuneenne 53
4.1.1.1. ONCOMINE Veritabant ANaliZi .........ccccceeriuiiriiiiinniieiniie e 53
4.1.1.2. Immunhistokimya Analizi SONUGIATT ............cceveveverriireiirereseereiseeienne, 55
4.1.2. PFKFB2 Kanser Hiicre Hatlarinda Eksprese Edilmektedir. ....................... 56
4.1.3. PFKFB2’nin Her Iki Varyanti Kanser Hiicre Hatlarinda Eksprese
EIMEKLEAIT. ..o 57
4.1.4. PFKFB2 Hiicre Niikleusuna Lokalize Olmaktadir. ...........cccovvieiiiiniinennne 58

\%



4.1.5. PFKFB2 Transkript Varyant-1, Varyant-2’ye Gore Daha Yiiksek Oranda

Niikleusa Lokalize Olmaktadir. .........cccoovoiiiiiiiiiiiicee e 60
4.2. KRAS®?Pnin iPDE Hiicrelerin Onkojenik Transformasyonuna Ve PFKFB
Enzimlering EtKIHEr ... 63
4.2.1. KRAS®!? jle iPDE Hiicrelerinin Onkojenik Transformasyonu Proliferasyon,
Glikoliz ve Fru-2,6-BP MiKtarlarini ATLITIT. ....ooeeeee oo 63
4.2.2. KRAS®?P Ekspresyonu PFKFB3 mRNA Ekspresyonunu Artirirken
PFKFB2 EKsSpresyonunu AzZaltir. ........cccccveiiiiiiiiieiiiee i 65
4.2.3. KRAS®'?D jle Onkojenik Transformasyon PFKFB2 Total Protein Miktarini
Azaltirken PFKFB2’nin Niikleusa Lokalizasyonunu Etkilemez. ............c..cc....... 66
4.2.4. iPDE ve iPDE+KRAS Hiicrelerinde PFKFB2’nin Fosforilasyonu Niikleusa
Lokalizasyon I¢in Gerekli DeSildir. ...........cccvvveveriereriereiiecreseeeieseeee s 67

4.2.5. KRAS®?P jle Onkojenik Transformasyon PFKFB2 Transkript Varyant-1
Ekspresyonunu Azaltirken, Transkript Varyant-2 Ekspresyonunu Etkilemez. .... 68

4.2.6. iPDE Hiicrelerde PFKFB2 Transkript Varyant-2 Diisiik Oranda Niikleusa
Lokalizasyona Sahipken, iPDE+KRAS Hiicrelerinde Yiiksek Oranda Niikleusta

SaptanmMAaKtaAdIr. ......coiuiiiiiieii e 69
4.3. PFKFB2 ve PFKFB3 Over-ekspresyon ve Baskilanmasinin iPDE ve
iPDE+KRAS Hiicrelerinin Glikolitik Ozelliklering EtKileri ...........ccocovcveverunnen. 71
4.3.1. iPDE ve iPDE+KRAS Hiicrelerde PFKFB2 Varyantlar1 Over-ekspresyonu
............................................................................................................................... 71
4.3.2. P2-v1 Over-Ekspresyonunun Glikoz Alimina Etkisi Yoktur ve P2-v2 Over-
ekspresyonu Yalnizca iPDE+KRAS Hiicrelerde Glikoz Alimini Artirir.............. 72
4.3.3. PFKFB2 Varyantlar1 Over-ekspresyonu iPDE ve iPDE+KRAS Hiicrelerde
GlikolizZi EtKIEMEZ. ... 73
4.3.4. PFKFB2 Over-ekspresyonu iPDE+KRAS Hiicrelerinde Fru-2,6-BP
Konsantrasyonunu ATEITIT........ccvoiriiierieee e 74
4.3.5. PFKFB2 ve PFKFB3’iin iPDE ve iPDE+KRAS Hiicrelerinde siRNA Aracili
BasK1lanmasT ........cueieiiiieiiie e 75

43.6. PFKFB2’nin siRNA Aracili Baskilanmasi iPDE ve iPDE+KRAS
Hiicrelerinde Glikoz Alimini Etkilemezken, PFKFB3’iin Baskilanmasi Glikoz

F N 00000 0 U221 L ) TR 76
4.3.7. PFKFB2’nin ve PFKFB3’in siRNA Aracili Baskilanmalar1 iPDE ve
iPDE+KRAS Hiicrelerinde Glikolizi EtKilemez. ........uvveveeeeiiieeiee e, 78

4.3.8. PFKFB3’iin siRNA Aracili Baskilanmasi Her Iki Hiicrede Fru-2,6-BP
Konsantrasyonunu Diisiiriirken, PFKFB2’nin siRNA Aracili Baskilanmasi
Yalnizca iPDE+KRAS Hiicrelerde Fru-2,6-BP Konsantrasyonunu Disiiriir. ...... 79

4.4. PFKFB2 Varyantlar1 Stabil Ekspresyonunun iPDE ve iPDE+KRAS

Hiicrelerinde Onkojenik Potansiyele EtKileri..........cccoovviiiiiiiiiiiiiiiiicc 80
4.4.1. iPDE ve iPDE+KRAS Hiicrelerinde PFKFB2 Varyantlar1 Stabil Over-
ekspresyonu ve Proliferasyona EtKIleri...........ccoooiiiiiiiiiinineee e 80

Vi



4.4.2. iPDE+KRAS Hiicrelerinde PFKFB2 Varyantlar1 Ekspresyonu Yumusak
Agarda Daha Az Sayida, Fakat Daha Biiyiik Koloniler Olusmasin1 Saglar. ........ 82

4.4.3. Koloni Formasyon Deneyinde iPDE+KRAS Hiicrelerinde P2-v2

Ekspresyonu Koloni Olusturmaz, Yaygin Ureme Saglar. .........c.cococevvvvvrveverennne. 84
4.4.4. PFKFB2 Stabil Ekspresyonu iPDE+KRAS Hiicrelerinde Twist mRNA
Ekspresyonunu Azaltirken Slug Ekspresyonunu Artirmaktadir. ...........cccevvvveennee 86
4.4.5. PFKFB2 Varyantlarmin Stabil Ekspresyonu iPDE+KRAS Hiicrelerinde
PFKFB3 mRNA Ekspresyonunu AZaltir. ........cccocveviieniiiiniiiesiiiesiee e 88
4.4.6. PFKFB2 Varyantlar1 Ekspresyonu iPDE+KRAS Hiicrelerin Sfer
Formasyonunu Etkilememektedir. ..........coooiiiiiiiineieecee e 89
4.5. PDA (Mia PaCa-2, Pancl, s2vpl10, BxPC-3) Hiicrelerinde Endojen PFKFB2
Ekspresyonu ve Lokalizasyonlart ............cccooveeiiieiiiiiiiciiec e 90
4.5.1. PDA Hiicrelerinde PFKFB2 Eksprese Olmaktadir. .........cccccoeviiiiiiiieennn. 90
4.5.2. PDA Hiicrelerinde Her Iki PFKFB2 Varyanti Eksprese Olmaktadir.......... 91

4.5.3. PDA Hiicrelerinde Endojen PFKFB2 Niikleusa Lokalize Olmaktadir. ...... 92
4.6. PFKFB2 Over-ekspresyonunun PDA Hiicrelerinde (Mia PaCa-2, Pancl)

Glikolitik Ozelliklere ve Proliferasyona EtKileri ..........cccecovevervieeriicueriecrercnennnn. 93
4.6.1. Mia PaCa-2 ve Pancl Hiicrelerinde PFKFB2 Varyantlarinin Plazmid Aracili
OVEI-EKSPIESYONUL. ....vviivieitieteeiesteeiteeseesteeste e e sseesaeessesbeesteessesreesteeseesreesteeneesseennas 93

4.6.2. Mia PaCa-2 Hiicrelerinde PFKFB2 Varyantlarinin Plazmid Aracili Over-
ekspresyonu Proliferasyonu Artirirken Pancl Hiicrelerinde Onemli Farka Yol
F e 1L - RPN 94

4.6.3. PDA Hiicrelerinde (Mia PaCa-2 ve Pancl) PFKFB2 Varyantlar1 Over-
ekspresyonu Fru-2,6-BP Konsantrasyonunu ATtIrIr. .......ccceeveeeeneenesieeneeneeeenns 96

4.6.4. PDA Hiicrelerinde (Mia PaCa-2 ve Pancl) P2-v2 Over-ekspresyonu Glikoz
AMINT ATEITIT. ¢1tiiiiis et e e e e s e e e asb e e e ssbeeessneeansreeans 97

4.6.5. PDA Hiicrelerinde (Mia PaCa-2 ve Pancl) PFKFB2 Varyantlar1 Over-
ekspresyonunun Glikoliz Uzerine Onemli Etkisi YOKHUL. .......cccovvevevivcecrererennnen. 98

4.7. PFKFB2 Stabil Ekspresyonunun Mia PaCa-2 Hiicrelerinde Onkojenik
OZEIKIETE BAKILEIT ...ttt ettt en e e e 100

4.7.1. PFKFB2 Varyantlarinin Mia PaCa-2 Hiicrelerinde Stabil Over-ekspresyonu.
............................................................................................................................. 100

4.7.2. PFKFB2 Varyantlarinin Stabil Over-ekspresyonu Mia PaCa-2 Hiicrelerinin
Proliferasyonunu ATEITIT. .....coooviiiiiiiieeee e 102

4.7.3. PFKFB2 Varyantlarinin Stabil Over-Ekspresyonu Mia PaCa-2 Hiicrelerinin
Koloni Formasyonunu Etkilemez Fakat P2-v2 Ekspresyonu Yaygin Ureme Saglar.
............................................................................................................................. 104

4.7.4. Mia PaCa-2 Hiicrelerinde P2-v2 Stabil Over-ekspresyonu Migrasyonu
N 3 s | GRS POTPP 106

4.7.5. Mia PaCa-2 Hiicrelerinde PFKFB2 Varyant-2 Stabil Over-ekspresyonu
Vimentin ve Fibronektin mRNA Ekspresyonlarint Artirir. .........cocoevvviivinnnnn 107

VIl



4.8. PFKFB2 Baskilanmasinin PDA Hiicrelerinde (Pancl ve BxPC-3) Glikolitik ve

Onkojenik Ozelliklere BKIleri .........cvvevrieuerireriicreiieseiescse s 108
4.8.1. PFKFB2’nin Pancl ve BxPC-3 Hiicrelerinde siRNA Aracili Baskilanmasi
............................................................................................................................. 108
4.8.2. Pancl Hiicrelerinde PFKFB2’nin siRNA Aracili Baskilanmasi Fru-2,6-BP
Konsantrasyonunu AZaltIT. .........cccueiiuiiiiiieiiiie e 110
4.8.3. Pancl Hiicrelerinde PFKFB2’nin siRNA Aracili Baskilanmasi Glikoz
Almmini Etkilemezken GLKOLIZI AZAILIT. ..ooovvvveiiiieiiiiiie st eeree e 111

4.8.4. PFKFB2’nin Baskilanmas1 Panc1 Hiicrelerinde Proliferasyonu Azaltir. . 112
4.8.5. BXPC-3 Hiicrelerinde PFKFB2’nin siRNA Aracili Baskilanmasi Fru-2,6-BP

Konsantrasyonunu AZaltir..........ccooiiiiiiiiiiiiicieeeee e 113
4.8.6. PFKFB2’nin Baskilanmasi Pancl ve BxPC-3 Hiicrelerinde Hiicre Siklusu
Fazlari Dagilimini Etkilemez. ..........ccoooeiiiiiiiii e 114
4.8.7. Pancl Hiicrelerinde PFKFB2 Baskilanmasi1 Apoptozu Etkilemezken BxPC-
3 Hiicrelerinde Apoptotik Hiicre Oranini ATHIIr. ....ocooevvieeiiiiieiienieeseesee 116
4.8.8. Pancl ve BxPC-3 Hiicrelerinde PFKFB2 Baskilanmasi Gemsitabine
Duyarlili@1 ATEITIT. .ooveiiiece s 118
4.8.9. Pancl Hiicrelerinde PFKFB2 Ekspresyonunun Baskilanmasi Matrijel
INVAZYONUNU AZAILIL. ......coieiviceeiccieccee et 120
4.9. PFKFB2’nin CRISPR Aracili Inaktivasyonunun PDA Hiicrelerinde (Mia
PaCa-2) EKIIEIT.......ccveeieiie it 121

4.9.1. Mia PaCa-2 Hiicrelerinde PFKFB2’nin CRISPR Aracili Inaktivasyonu . 121
4.9.2. Mia PaCa-2 Hiicrelerinde CRISPR Aracili PFKFB2 Gen Inaktivasyonu

Gemsitabine Duyarlili@t ArtIrir. .......oooooiiiiic e 123
4.9.3. Mia PaCa-2 Hiicrelerinde CRISPR Aracili PFKFB2 Gen Inaktivasyonu
Hiicre ici Fru-2,6-bisfosfat Konsantrasyonunu Azaltir............cccocoeeiiiiniiieennnn. 124
4.9.4. Mia PaCa-2 Hiicrelerinde CRISPR Aracili PFKFB2 Gen Inaktivasyonu
Besiyerine Salinan Laktat Miktarint Azaltir. .......cccooeiiiiiiiiiiiiccieee 125
4.9.5. Mia PaCa-2 Hiicrelerinde CRISPR Aracili PFKFB2 Gen Inaktivasyonu
Koloni Formasyonunu AZaltir...........cccooiiiiiiiiiciceesee e 126
4.9.6. Mia PaCa-2 Hiicrelerinde CRISPR Aracili PFKFB2 Gen Inaktivasyonu
Gemsitabin Varliginda Koloni Formasyonunu Azaltir. ...........cccccoiiiniinenn. 127
5. TARTISMA VE SONUQ .....ooiiiiiiiiiiiiit et 128
5.1. Tanimlanmus Ikinci Niikleusa Lokalize Olan PFKFB Enzimi: PFKFB2 .... 128
5.2. Pankreas Kanserinde Yeni Bir Molekiiler Hedef Olarak PFKFB2.............. 131
6. KAYNAKLAR ...ttt et 140
7. SIMGELER ve KISALTMALAR .........c..cooocvviuiiiieereceeeeesesees s 154
8. EKKLER ... 158
8. 1. SEKIILET LISTESI...ueeiuvieiiiiiiieitie it tie ettt et e et eera e 158

VIl



ST 1= o] (o] - U I 1) (=T S
9. TESEKKUR .......ocoooioioeeeeeeeeeeeeeee e ettt
10. OZGECMIS ...ttt aen s



TURKCE OZET

Pankreas duktal adenokarsinomu (PDA), tedavi segeneklerinin sinirl
kaldig1 oliimciil kanser tiirlerinin basinda gelmektedir. PDA’larin yaklasik
%90’1mmda KRAS onkogeninin aktive edici mutasyonlari goriillmektedir. Bu durum
KRAS’In PDA olusumundaki 6nemini ortaya koymaktadir. Mutant K-Ras’in
fonksiyonel araciligini yapan gen {riinlerinin ortaya koyulmasi hem PDA
biyolojisinin daha iyi anlasilmasini, hem de bu 6liimciil kanserin tedavisine yonelik
alternatif molekiiler hedeflerin belirlenmesini saglayabilir.

6-fosfofrukto-2-kinaz/fruktoz-2,6-bisfosfataz (PFKFB) ailesine ait ¢ift
fonksiyonlu enzimler dort farkli gen tarafindan (PFKFB1, PFKFB2, PFKFB3 ve
PFKFB4) kodlanmakta ve hiicre i¢i fruktoz-2,6-bisfosfat (Fru-2,6-BP)
molekiiliinlin yapim ve yikimini saglamaktadirlar. Fru-2,6-BP, glikolitik gegitin hiz
smirlayici enzimlerinden olan 6-fosfofrukto-1-kinaz (PFK1)’n bilinen en kuvvetli
allosterik aktivatoriidiir. Bir¢ok tiimor hiicresinde birlikte eksprese edilen PFKFB
proteinleri (PFKFB2, PFKFB3 ve PFKFB4) arasinda PFKFB2, kanser hiicre
biyolojisinde en az calisilan izoformdur.

Bu c¢alismada ilk defa PFKFB2’nin farkli kanser hiicre hatlarinda
ekspresyonu karsilastirilarak hiicre niikleusuna lokalizasyonu ve PFKFB2 mRNA
varyantlarinin farkli oranlarda niikleusa lokalize oldugu tespit edildi. Pankreatik
duktal epitel hiicrelerinin mutant KRAS ekspresyonu ile gerceklesen onkojenik
transformasyonunda ve mutant KRAS bulundurdugu bilinen pankreatik duktal
adenokarsinoma hiicrelerinde PFKFB2’nin glikolitik fenotipe ve onkojenik
Ozellikler tiizerine etkisi incelendi. Elde edilen bulgulara gore pankreas
kanserlerinde PFKFB2’nin onkojenik 6zellikleri ve glikolizi destekledigi goriildii.

Sonug olarak, PFKFB2 pankreatik hiicre adenokarsinomalarinin glikolitik
fenotiplerinde ve onkojenik oOzelliklerinde O6nemlidir ve PFKFB2 pankreatik
adenokarsinoma tedavisinde molekiiler bir ila¢ hedefi olarak degerlendirilebilir.

Anahtar Kelimeler: PFKFB2, KRAS, Pankreatik duktal adenokarsinoma,
Fruktoz,2-6-bisfosfat, Onkojenik transformasyon



INGILIZCE OZET

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDA) is one of the leading lethal
malignacies with few therapeutic options. Ninety percent of PDA cases are
characterized by an activating mutation in the KRAS oncogene. The fact that these
mutations are detected in early phases of the molecular evolution of the disease
progression suggests a key role for the K-Ras gene in oncogenic transformation of
pancreatic duct cells. Discovery of gene products that mediate the effects of mutant
K-Ras will not only help us better understand the biology of PDA but may also lead
to the identification of novel molecular targets that may be utilized for the
development of therapeutics against this deadly disease.

The family of the bifunctional enzymes known as 6-phosphofructo-2-
kinase/fructose-2,6-bisphosphatases (PFKFB) are encoded by four distinct genes
(PFKFB1, PFKFB2, PFKFB3 and PFKFB4) and is responsible for production and
degradation of fructose-2,6-bisphosphate (Fru-2,6-BP). Fru-2,6-BP is the most
potent allosteric activator of 6-phosphofructo-1-kinase (PFK1), one of the rate-
limiting enzymes of glycolysis. PFKFB2 is the least studied member of the PFKFB
iIsozymes that are co-expressed in tumor cells (PFKFB2, PFKFB3 ve PFKFB4).

In this study, expression of PFKFB2 in different cancer cell lines was
compared and nuclear localization of PFKFB2 was determined for the first time. It
was observed that 2 mRNA variants of PFKFB2 have different nuclear localization
ratios. Effects of PFKFB2 on glycolytic phenotype and oncogenic capabilities was
investigated in mutant KRAS driven oncogenic transformation of pancreatic ductal
epithelia cells and mutant KRAS harboring pancreatic adenocarcinoma cells.
According to recent findings, it was observed that PFKFB2 supports oncogenic and
glycolytic features of pancreatic cancers.

In conclusion, PFKFB2 is important for the oncogenic characteristics and
glycolytic phenotype of pancreatic adenocarcinomas and PFKFB2 could be
considered as a molecular drug target for the treatment of pancreatic
adenocarcinoma.

Keywords: PFKFB2, KRAS, Pancreatic ductal adenocarcinoma, Fructose-2,6-
bisphosphate, Oncogenic transformation
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1. GIRIS

Kanser, diinyada ve iilkemizde sebebi bilinen oOliimler siralamasinda
kardiyovaskiiler hastaliklardan sonra ikinci 6liim nedeni olmasi sebebiyle dnemli

bir toplum sagligi problemidir (www.kanser.gov.ir). Kanser, diinya genelinde

giderek artan bir saglik problemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir ve toplumlarda
onemli bir sosyoekonomik yiike, bireylerde de maddi ve manevi kayip ve zorluklara
yol agmaktadir. Pankreas kanserleri, prognozu en kétii kanser olgularinin basinda
gelmekte olup teshisten sonra 5-yillik sag kalim oran1 %5 olarak bildirilmistir. T.C.
Saglik Bakanligi Halk Sagligi Kurumu tarafindan 2017 yilinda yaymlanan 2010-
2014 yillar1 arasindaki kanser istatistiklerini i¢eren raporda pankreas kanserlerinde
“yalniz 6liim bildirimi” ile kayit olan hasta oran1 6966 hastada % 4 olarak
saptanmistir. Bu oranin pek ¢ok kanser tipinde % 0.1 - % 1 degerleri arasinda
olmasi, pankreas kanserlerinin teshisinin zorlugunu ve iilkemiz dahil tiim diinyada
yiiksek mortalitesini gostermektedir (T.C. Saglik Bakanlig1 Halk Sagligi Kurumu,
2017).

Pankreas adenokarsinomlarmin énemli bir kismi1 duktal hiicrelerden orijin
alir (pankreatik duktal adenokarsinoma; PDA). Normal dukt hiicrelerinin malignite
oncesi intraepitelyal neoplaziye (PanIN) doniisiimiinde gézlemlenen ilk molekiiler
degisikliklerden bir tanesi PDA’larin yaklasik % 90’1nda karsilagilan KRAS proto-
onkogeninin 12.kodon’u tarafindan kodlanan glisin amino asitinin (G) aspartik asit
(D) ya da valin (V)’e doniisiimii ile karakterize mutasyonlaridir (KRASG!?D,
KRAS®?V) ve (Bournet ve ark., 2013b; Bryant ve ark., 2014). KRAS, kiiciik GTPaz
simifina ait Ras alt ailesine mensup olup, bu proteinler hiicre i¢i Mitojenler
Tarafindan Aktive Edilen Protein Kinaz (mitogen-activated protein kinase; MAPK)
ve Fosfatidil Inozitol 3-Fosfat Kinaz (PI3K)/AKT gibi énemli onkojenik sinyal
yolaklarinin aktivasyonunu saglarlar (Deramaudt ve Rustgi, 2005). PDA ve daha
birgok kanser tiirlinde kanitlanan roliine ragmen direkt olarak Ras proteinlerini

inhibe etmeye yonelik girisimler biiyiik oranda basarisizlikla sonug¢lanmistir
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(Baines ve ark., 2011). Bu nedenle Ras tarafindan indiiklenen onkojenik
transformasyonda Ras’in fonksiyonel aracis1 olarak gorev yapan yeni molekiiler

hedeflerin kesfi 6nem arz etmektedir.

Hiicre i¢i ATP formunda enerji iiretimi ve hiicre canlilig1 ile proliferasyonun
devamlilig i¢in tiim canli hiicreler glikolizi kullanirlar. Glikoliz yolunda, hiicreye
almman glikoz molekiilii piruvata kadar parcalanir ve bu metabolik yol ile ATP
tiretimi saglanir. Glikolizin regiilasyonu, negatif feedback mekanizmalar ile ii¢
noktadan saglanir. Bunlar sirasi ile; (i) Heksokinaz tarafindan katalizlenen ve hiicre
igerisine alnan glikozun fosforlanarak glikoz-6-fosfat’a g¢evrildigi ilk reaksiyon,
(if) 6-Fosfofrukto-1-kinaz (PFK1) tarafindan Kkatalizlenen fruktoz-6-fosfat’in
fosforlanarak fruktoz-1,6-bisfosfat’a ¢evrildigi reaksiyon ve (iii) Piruvat kinaz
tarafindan katalizlenen fosfoenolpiruvatin piruvat’a cevirildigi son reaksiyondur
(Bartrons ve Caro, 2007; DeBerardinis ve ark., 2008; Gatenby ve Gillies, 2004). Bu
reaksiyonlar glikolizin “kontrol noktalar’” olarak da adlandirilmakta olup,
reaksiyonlar1 gergeklestiren enzimlerin aktiviteleri negatif feedback ile inhibisyona

ve allosterik aktivasyona tabidir.

6-fosfofrukto-2-kinaz/fruktoz-2,6-bisfosfataz (PFKFB) ailesine ait enzimler
(PFKFB1, PFKFB2, PFKFB3 ve PFKFB4), glikolitik gecitin 6nemli kontrol
basamaklarindan birini katalize eden PFK1 enziminin bilinen en kuvvetli allosterik
aktivatorii olan fruktoz 2,6-bisfosfat (Fru-2,6-BP) molekiiliiniin yapim ve yikimini
tistlenirler (Chesney, 2006; Rider ve ark., 2004). Bu nedenle tiimor hiicrelerinde
gbzlemlenen artmis glikolitik aktiviteden kismen de olsa normal hiicrelere kiyasla
yiiksek Fru-2,6-BP konsantrasyonu sorumlu tutulmaktadir. Ancak son zamanlarda
yapilan c¢aligmalar, PFKFB enzimlerinin kanser hiicre biyolojisinde birbirlerinden
farkli rolii olabilecegine isaret etmektedir. Ornegin, PFKFB3 baz1 kanser
hiicrelerinin niikleusuna lokalize olmakta ve hiicre proliferasyonunu uyarmaktadir
(Yalcin ve ark., 2014; Yalcin ve ark., 2009a). Bunun yaninda PFKFB4’iin glikoliz
disinda tiimor hiicre hatlarinda apoptozun inhibisyonunda rolii oldugu giincel bir
calisma ile ortaya koyulmustur (Ros ve ark., 2012). PFKFB3 ve PFKFB4’iin timor
hiicre biyolojisinde kismen iyi bilinen rollerine ragmen PFKFB2’nin direkt olarak
belirli genetik elemanlarla kontrol edilen neoplastik transformasyona katkisi

bilinmemektedir.



Bu doktora tez caligmasinda, ilk olarak PFKFB2’nin farkli kanser hiicre
tiplerindeki ekspresyonu ve fonksiyonu incelendi. Son yillarda yapilan ¢alismalar
(Yalcin ve ark., 2009a) PFKFB3iin bilinen fonksiyonunu gosterdigi sitoplazmanin
yanisira, hiicre niikleusuna lokalize oldugunu gostermistir. Bu dogrultuda
PFKFB2’nin hiicre-i¢i lokalizasyonu da incelenerek yapilan c¢alismalarla
PFKFB2’nin KRAS®!P tarafindan gerceklesen onkojenik transformasyondaki
etkisi degerlendirildi. Bu amagla ilk olarak, KRAS ile ger¢eklesen onkojenik
transformasyonun PFKFB enzimlerinin ekspresyonuna etkisi, immortalize
pankreatik duktal epitel (iPDE) ve KRASC!?P jle transforme pankreatik duktal
epitel (iPDE+KRAS) hiicreleri karsilastirilarak analiz  edildi. Ardindan
PFKFB2’nin bu hiicrelerdeki fonksiyonu over-ekspresyon ve siRNA aracili
baskilama c¢alismalari ile degerlendirilerek PFKFB2’nin etkileri mutant KRAS
tasidig1 bilinen PDA hiicrelerinde (MIA PaCa-2, Pancl ve BxPC-3) incelendi. Bu
amagla endojen PFKFB2 ekspresyonu nispeten diisiik saptanan MIA PaCa-2
hiicrelerinde over-ekspresyon; PFKFB2 ekspresyonu yiiksek diizeyde bulunan
Pancl ve BXPC-3 hiicrelerinde siRNA aracili baskilama uygulanmistir ve
PFKFB2’nin  hiicrelerin  proliferasyonuna,  glikolitik  fenotiplerine  ve
invazyon/metastaz gibi hiicre biyolojisi iliskili durumlara etkileri incelenmistir. Son
olarak PFKFB2 geninin CRISPR aracili genomik olarak uzaklastiriimasi ile
PFKFB2’nin, MIA PaCa-2 hiicrelerinde glikolitik fenotip ve ila¢ direnci iizerine

etkileri arastirildi.

Bu calismada KRASC®?P’nin pankreatik duktal epitel hiicrelerinin
transformasyonunda PFKFB enzimlerine etkisi ve bu enzimlerden PFKFB2’nin
pankreatik adenokarsinoma hiicre biyolojisindeki roli ilk kez incelenerek elde

edilen sonuglar giincel bilgiler 1s181nda tartisilarak sunuldu.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Pankreatik Adenokarsinoma ve Onkojenik Transformasyon

Pankreas kanserleri, (i) endokrin pankreas tiimorleri ve (ii) ekzokrin
pankreas tiimorleri olarak ikiye ayrilir. Endokrin pankreas tiimdrleri, pankreasin
hormon iireten hiicrelerinin timdrleridir ve pankreas adacik hiicresi tiimorleri
(noroendokrin pankreas tiimorleri) olarak da bilinirler. Ekzokrin pankreas
timorlerine gore daha yavas gelisim gosteren bu tiimorler hormon salgilama
fonksiyonuna sahip olabilirler. Endokrin pankreas tliimorlerin baslicalari;
Insiilinoma, glukagonoma, somatostatinoma gibi hormon salgilayan tiimérler ve
Coklu Endokrin Neoplazi Tip-1 (MEN-1) gibi hormon salgilamayan timérlerdir.
Endokrin pankreas tiimorleri tiim pankreatik tiimoérlerin %6’sin1  olusturur.
Pankreas kaynakli tiimorlerin %94’iinii olusturan ekzokrin pankreas tiimoérleri ise
pankreasin ekzokrin hiicrelerinde baslayarak buradan yayilan timdrlerdir. Siklikla
goriilen Ornekleri; adenokarsinoma, asinar hiicre karsinomu, intraduktal-papiller
miikéz neoplazm ve miikdz kist adenokarsinomadir. Bu tiimor tiplerinden
pankreatik adenokarsinomlar, tiim pankreasta goriilen tiimorlerin %85’ini
olusturmaktadir ve pankreas dukt hiicrelerinden orjin aldiklarindan Pankreatik
Duktal Adenokarsinom (PDA) olarak adlandirilirlar (Morgan ve Adams, 2010;
Nguyen ve ark., 2011; Notta ve ark., 2017; Siegel ve ark., 2018).

Pankreas adenokarsinomu, prognozu en kotii kanser olgularinin basinda
gelmekte olup teshisten sonra 5-yillik sag kalim orani %5’tir (Bournet ve ark.,
2013a; Campbell ve ark., 2008). Pankreas adenokarsinomlarinin olusum ve gelisim
siireci Fearon ve Vogelstein tarafindan 1980°’lerde yapilan kolon kanseri ¢alismalari
ile anlagilmaya baslanmistir. Bu ¢alisma ile arastirmacilar ilk defa histolojik
ilerleyis ile genetik ilerleyis arasinda baglanti kurulabilmislerdir (Vogelstein ve
ark., 1988). Daha sonra Almoguera ve ark. (1988), KRAS mutasyonlarinin tim PDA



hiicrelerde goriildiigiinii raporlamiglardir. Sonraki ¢alismalar PDA’larda kromozom
9, 17 ve 18’de allel kayiplarinin da oldukca sik goriildiiglinii gdstermistir ve
CDKN2A, TP53, SMAD4 gibi 6nemli tiimor baskilayic1 genler tanimlanmistir
(Seymour ve ark., 1994). Birlikte ele alindiginda, yaklasik yirmi yildir PDA
gelisiminin bu dort gendeki degisimler ile iliskili oldugu genis ¢evrelerce kabul
gormiistiir. Pankreas duktal epitelinin hiperplastik lezyonlarinin gézlemlenmesinin
tarihgesi 1936 yilina kadar uzamaktadir (Notta ve ark., 2017). Bu lezyonlar
Pankreatik Intraepitelyal Neoplazi (PanIN) seklinde adlandirilmaktadir. Uzun siire
boyunca bu lezyonlara iliskin ortak bir siniflandirma bulunmamasi, lezyonlarin
isimlendirilmesinde sorunlara yol agmis ve sonunda 2001 yilinda standart bir
adlandirma ve siniflandirma sistemi gelistirilmistir, bu sistem 2015 yilinda revize
edilerek son halini almistir (Basturk ve ark., 2015). Pankreatik neoplazilerde,
gelisim siirecini  gostermek amaciyla epitelyal atipiye gore 3 alt donem
tanimlanmistir. Bunlar sirasiyla (i) flat tip (1A) ve papiller tip (1B) olabilen ve
displazi géstermeyen hiperplazik lezyonlar olarak tanimlanan PanIN-1, (ii) az veya
orta displazik papiller lezyonlar olarak tanimlanan PanIN-2 ve (iii) yiiksek displazik
PanIN-3 olarak adlandirilir (Basturk ve ark., 2015; Notta ve ark., 2017). Bu
lezyonlarda KRAS mutasyonlari, lezyonun asamasindan bagimsiz olarak yiiksek
bulunmus ve tiim pankreatik adenokarsinomalardaki KRAS mutasyon oraniyla

beraber disiiniildiigiinde, bu mutasyonlar “kanser baslatict olay” olarak

degerlendirilmistir (Sekil - 1) (Lohr ve ark., 2005).

Eger KRAS mutasyonu gercekten kanser baglatici olay ise, KRAS
mutasyonlarinin tiim asamalarda benzer oranlarda olmasi beklenirdi. Fakat
caligmalar, KRAS mutasyonlarinin lezyon asamasi ile arttigini gostermislerdir.
PanIN-1 asamasinda %40 olarak saptanan mutasyon prevalansi, PanIN-3’de
%80°den yiiksek olarak belirlenmistir ve bu oran pankreatik adenokarsinom
seviyesine olduk¢a benzerdir (Lohr ve ark., 2005). Yakin zamanlarda yapilan ve
daha hassas bir mutasyon saptama teknigi kullanan bir ¢alismada ise KRAS
mutasyonlart tiim PanIN’lerde benzer ve oldukca yiiksek (>%90) frekansta
saptanmistir (Kanda ve ark., 2012). Yazarlar PanIN asamasi arttitkga mutant

KRAS 1 allel frekansinin arttigini saptamiglardir, bunun sebebini ise PanIN-1 ve



PanIN-2’nin KRAS normal ve mutant hiicrelerin karisimi (heterojenite) ile olusmast

olarak belirlemislerdir (Kanda ve ark., 2012; Notta ve ark., 2017).

KRAS aktivasyonu (90%)

CDKN2A inaktivasyonu (95%)

TP53 inaktivasyonu (75%)
SMAD4 inaktivasyonu (55%)

PanIN-1B PanIN-2 PaniN-3 PDA invazyon
metastaz

Sekil - 1: Pankreatik adenokarsoma olusumu art arda gerceklesen aktive edici ve inaktive edici
mutasyonlar ile gerceklesir. Pankreatik duktal epitel hiicreleri KRAS aktivasyonu ile PanIN
hiicrelerine doniisiirler ve CDKN2A, TP53, SMAD4 genlerinin inaktive edici mutasyonlar ile
pankreatik duktal adenokarsinoma (PDA) hiicreleri olusur. (Bryant, K.L. ve ark. (2014)’den
tiirkgelestirilerek alinmastir.)

Ras, tiim hayvanlarda ve hiicrelerde tespit edilmis, kiiciik GTPaz sinifi bir
protein ailesidir (Bos, 1989). Hiicre i¢i bir sinyal aktarim araci proteini olup,
bliylime faktorleri gibi ekstra-selliiler stimulanlarin uyarimini hiicre igi aracilara
aktarir (Pylayeva-Gupta ve ark., 2011). Ilk olarak 1970 ve 1980’lerde yapilan
caligmalarda ratlardan elde edilen Harvey-Kirsten sarkoma retroviruslarinin kanser
patogenezine bazi genler iizerinden etki ettiginin kesfedilmesi ile ras (rat sarkoma
virusundan uyarlanarak) olarak adlandirilmistir (DeFeo ve ark., 1981; Stehelin ve
ark., 1976). 1981 yilinda ilk defa ras sekanslarinin hiicresel analoglari rat
genomunda ve hemen ardindan fare ve insan genomlarinda tespit edilmistir (Chang
ve ark., 1982).

Harvey sarkoma virus iliskili onkojen Ha-ras (memelilerde HRAS) ve
Kirsten sarkoma iligkili virus Ki-ras (memelilerde KRAS) olarak adlandirilmistir.
1983 yilma gelindiginde ise ras-iliskili genlerin {¢iincii iiyesi olan NRAS
kesfedilmistir (Shimizu ve ark., 1983). Zamanla bu genlerin islevi ve

mutasyonlariin 6nemleri ortaya koyulmustur.
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Sekil - 2: Ras aktivasyonu ve inaktivasyonu GEF ve GAP enzimleri ile gerceklesir. Ras
proteinleri inaktif formu olan Ras-GDP halindeyken, uyarimlar sonucu Ras-GEF enzim reaksiyonu
ile Ras-GTP haline gelirler ve Ras-GTP, Ras’in aktif formudur. Normal hiicrelerde aktif Ras
proteinleri Ras-GAP enzimleri ile tekrar inaktive edilirler ve bu siire¢ hiicre homeostazisini saglar.
Fakat PDA’larda RAS mutasyonlari sonucunda Ras-GTP inaktive edilemez ve «siirekli aktify Ras
formunda kalir ve Ras agir1 aktivasyonu onkojenik transformasyon ile sonuglanir. (Bryant, K.L ve
ark. (2014)’den tiirkgelestirilerek alinmistir.)

Insanlarda, iic RAS geni, yiiksek homolojiye sahip 21 kDa agirligindaki dort
farkli Ras proteinlerini (HRAS, NRAS, KRAS4A ve KRAS4B) kodlar. Bu
proteinler aktif ve inaktif durumlarn arasinda gecis yaparak hiicre yiizey
reseptorlerindeki uyarimi hiicre igine aktarirlar. Ras inaktif haldeyken GDP bagh
RAS-GDP olarak bulunur. Fizyolojik durumlarda aktivasyonu guanin niikleotid
degisim faktorleri (guanine nucleotide exchange factors; GEF) araciligiyla olur ve
GDP-GTP degisimi ile Ras’a GTP baglanir. Ras inaktivasyonu ise, GTPaz aktive
edici proteinlerin (GTPase-activating proteins; GAP) etkisiyle Ras aracili GTP
hidrolizi saglanarak gerceklestirilir (Bos, 1989; Bryant ve ark., 2014). Onkojenik
transformasyon siirecinde gerceklesen Ras mutasyonlari, birka¢ 6rnek disinda,
genellikle bu reaksiyonu engeller ve Ras’a GAP baglanamaz, GTP hidrolizinin
bozulmasiyla Ras siirekli aktif (constitutively active) formda kalir (Sekil - 2) . G12
ve G13 mutasyonlar1 Ras ile RasGAP arasinda van der Waals bagi kurulmasini
engellerken (Scheffzek ve ark., 1997), Q61 mutasyonu, GTP hidrolizi i¢in gerekli
su molekiiliiniin baglanmasini engeller (Scheidig ve ark., 1999). Bu mutasyonlar en
stk KRAS’da goriiliir ve mutasyon sikliklar1 incelenen bir calismada KRAS
mutasyonlart safra yolu (%31), kolon (%33) ve pankreas tiimorlerinde (tiim
pankreas tiimorlerinin  %57’si; PDA’larda %90’dan fazla) yiiksek oranda
saptanmistir (Pylayeva-Gupta ve ark., 2011).
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Sekil - 3: Ras aktivasyonu ile aktive olan bazi 6nemli hiicre i¢i yolaklar ve hiicre biyolojisine
etkileri. Ras sinyallesmesi hakkinda klasik goriise gore, biiyiime faktorleri gibi stimulanlarin etkisi
sonucunda Reseptor Tirozin kinazlarin (RTK) aktivasyonuyla Ras, GTP baglanarak aktive olur ve
bu aktivasyon sonrasinda pek ¢ok hiicre i¢i yolagi aktive eder. Bu yolaklar hiicre biyolojisi ile ilgili
siklus ilerleyisi, sagkalim, gen ekspresyonu diizenlemesi gibi pek ¢cok olayda gorev alir. (Karnoub,
A.E. ve ark. (2008)’den tiirk¢elestirilerek alinmistir.)

Ras proteinlerinin, mitojenik uyarimlar1 aktarmalarindan dolayi, hiicre
proliferasyonunu hizlandirmasi siirpriz degildir. Kesfinden kisa siire sonra yapilan
ilk ¢aligmalarda yalnizca onkojenik HRAS over-ekspresyonunun, GO fazinda
durmus hiicreleri biiyiime faktorii uygulanmadan, bu durumdan kurtararak tekrar
hiicre siklusuna soktugu goézlenmistir (Feramisco ve ark., 1984). Ras, sinyal
aktariminda merkezi bir roldedir ve aktivasyonu, pek cok farkli sinyal yolunu
aktiflestirir. Bunlardan en 6nemlilerinden bazilar1 PI3K/Akt, Raf/MAPK, RalGEF
gibi sinyal yollaridir ve bu aktivasyon ile hiicre siklusu ilerleyisi saglanir, apoptoz
engellenir, gen ekspresyonlar regiile edilir (Sekil - 3) (Pylayeva-Gupta ve ark.,
2011). Onkojenik Ras sinyali ile Serum cevap faktorii (SRF), Loysin zipper proteini
(JUN), ETS-domeini igeren transkripsiyon faktorii (ELK1), Niikleer faktor k-B
(NF-xB) gibi bazi hiicre siklus ilerleyisiyle iligkili transkripsiyon faktorlerinin
ekspresyonu artar ve bu faktorler G1 faz siklini olarak bilinen Siklin DI
ekspresyonunu artirir (Malumbres ve Pellicer, 1998; Stacey ve ark., 1987; Urich ve
ark., 1997). Ek olarak, GSK3p inhibisyonu ile Siklin D1’in proteozomal
degradasyonu engellenerek stabilitesi artar (Filmus ve ark., 1994). Ayrica Ras
sinyali ile p21 ve p27 gibi siklin-bagimli kinaz (CDK) inhibitorleri baskilanir ve bu



da hiicre siklus ilerleyisine katkida bulunur (Leone ve ark., 1997; Rivard ve ark.,
1999) (Sekil - 4-A).

Proliferasyondaki artis, metabolizma hizinda yiikselme gerektirdiginden
Ras iligkili sinyaller, beklendigi gibi hiicre metabolizmasini da hizlandirir. Pek ¢ok
farkli galigma RAS onkojenlerinin glikolizi artirdigin1 géstermistir (Bryant ve ark.,
2014; Racker ve ark., 1985; Vizan ve ark., 2005). KRAS, GLUT1 glikoz transporter
ekspresyonunu arttirarak hiicre igine glikoz alimini yiikseltir. Bu da hizlanmig
glikolitik aktivite ve laktat tiretimiyle sonuglanir (Gaglio ve ark., 2011; Yun ve ark.,
2009). Bu durum onkojenik KRAS tasiyan hiicrelerin diisiik glikoz bulunduran
ortamlarda hayatta kalimini artirarak, hiicreler i¢in ciddi avantaj saglamaktadir
(Yun ve ark., 2009). Ayrica, son zamanlarda mutant KRAS’in Heksokinaz (HK1
ve HK2) ve Fosfofruktokinaz-1 gibi hiz sinirlayic glikolitik enzimlerin ve Laktat
dehidrojenazin ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir (Sekil - 4-B) (Ying ve ark.,
2012). Bu enzimlerin ekspresyon artist hizlanmis glikolitik akis ile
sonuglanmaktadir. Ote yandan mutant KRAS ekspresyonu, glikoliz ara
metabolitlerinin pentoz-fosfat gecidi ve heksozamin biyosentezi gibi diger anabolik
metabolik yollara gecisini de arttirmaktadir (Bryant ve ark., 2014; Ying ve ark.,
2012).

Artmis glikoz alimi ve glikolizin yanisira, kanser hiicrelerinin, diger amino
asitlerden on kat fazla glutamin tiikettigi 1955’de gozlemlenmistir (Eagle, 1955).
Kanser hiicrelerinde glutamin, karbon iskeleti ile TCA siklusuna ve nitrojen ile
niikleotid sentezine, non-esansiyel amino asit sentezine ve heksozamin sentezine
katkida bulunur (DeBerardinis ve ark., 2007; Hensley ve ark., 2013). Ayrica
glutamin, malik enzim reaksiyonu ile ciddi miktarlarda NADPH sentezleyerek
hiicre i¢ci redoks saglar (DeBerardinis ve ark., 2007). Son zamanlarda yapilan
calismalar, PDA hiicrelerinin diisiik hiicre i¢i reaktif oksijen seviyelerini tercih
ettigini gdstermistir (Kong ve ark., 2013). KRAS®2P ekspresyonunun, bir reaktif
oksijen detoksifiye edici olan Eritroid-2 iligkili faktér (NRF2) transkripsiyonunu
artirdigi ve hiicre hayatta kalimini sagladigi gosterilmistir (De Nicola ve ark.,
2011). Bunun yani sira farkli ¢alismalarda, glikolitik akis artis1 goriilen kanser

hiicrelerinin daha fazla glutamin tiikettigi ve glutaminin tiimor hiicre



proliferasyonunda anabolik rolii oldugu gosterilmistir (DeBerardinis ve ark., 2007,
DeBerardinis ve ark., 2008; Gaglio ve ark., 2011).
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Sekil - 4: Ras aktivasyonunun hiicre proliferasyonuna ve metabolizmaya etkileri. A) Ras
aktivasyonu ile aktive olan Ral ve Ras gibi Ras efektorleri ve PI3K yolag: ile direkt ve indirekt
sekilde Siklin D1-CDK4 kompleksi olusumu ve Retinoblastoma fosforilasyonu ile G1 fazi ilerleyisi
saglanir. B) Ras aktivasyonu, HIF la transkripsiyonunu artirarak Warburg etkisine katkida bulunur

ve aerobik glikolizi saglar. Benzer sekilde, Ras;

Heksokinaz, Fosfofruktokinaz ve Laktat

Dehidrojenaz gen ekspresyonlarini artirir. Diger yandan; ERK, AKT ve TSC2 fosforilasyonu ile
protein sentezini uyarir. (Gupta-Pylayeva ve ark. (2013)’den alinmustir.)
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2.2. Tiimor Hiicrelerinde Enerji Metabolizmasinin Yeniden Diizenlenmesi ve
Warburg Etkisi

Bakteriler gibi tek hiicreli organizmalarda, ortamda besin maddeleri
bulundugunda olduk¢a hizli iiremek i¢in evrimsel baski bulunmaktadir ve
metabolik kontrol sistemleri buna uygun gelismistir. Yasam ortaminda bol besin
maddesi bulundugunda bakteriler besinleri katabolik yollara oldukga hizli sokarak
enerji ve makromolekiil sentezlerlerken, gerekenden az besin bulundugunda ise
hiicreler biyokiitle arttirrmini durdurup, metabolizmalarini aglik donemini atlatmak
icin gereken maksimum enerjiyi elde etmeye adapte ederler. Bu metabolik
ihtiyaglardaki farklardan dolayi, prolifere olan ve olmayan hiicrelerde metabolizma

kontrolii igin farkli mekanizmalar gelismistir (Vander Heiden ve ark., 2009).

Cok hiicreli organizmalarda ise, ¢ogu hiicre siirekli besin maddelerine
erigebilir durumdadir ve organizmanin hayatta kaligi, ortamda siirekli besin
maddesi bulunsa dahi, hiicrelerin asir1 béliinmesinin sinirlanmasi ile miimkiindiir.
Bu sebeple, ¢ok hiicreli organizmalarda besin maddelerinin hiicrelere alinmasi ve
kullanilmasi, bilylime faktorlerine baglidir. Normal hiicrelerde biiylime faktorleri
ile stimiilasyon, besin maddelerinin alinmasi ve hiicre proliferasyonunun
devamlilig1 ic¢in esansiyeldir. Fakat kanser hiicrelerinde bu “biiylime faktorii
bagimlilig1” durumu, reseptor iligkili biiylime faktorii sinyal yollarini aktive edici
mutasyonlar ile asilir. Giderek biiyliyen kanitlar, bu sinyal yollarinin
mutasyonlarinin  besin maddelerinin alinimin1 ve metabolizmasini artirdigini
gostermektedir (DeBerardinis ve ark., 2008; Gillies ve Gatenby, 2007; Hsu ve
Sabatini, 2008).
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Sekil - 5: Hizh prolifere olan dokularda ve tiimoér dokularinda Warburg etkisi goriiliir.
Farklilasmis dokularda Oksijen varliginda oksidatif fosforilasyon ile ATP elde edilirken, ortamda
oksijen olmamasi halinde anaerobik glikoliz ile ATP elde edilir. Proliferatif dokularda ve tiimorlerde
ise ortamda oksijen olup olmamasindan bagimsiz olarak, glikozun biiyiik gogunlugundan laktat elde
edilir ve bu durum aerobik glikoliz (Warburg etkisi) olarak tanimlanmigtir. (Vander Heiden ve ark.
(2009)’dan tirkgelestirilmistir.)

Farklilasmis prolifere olmayan dokular ve hiicreler oksijen varliginda,
oncelikli olarak glikozdan glikoliz ile piruvat elde ederler. Sonrasinda piruvat,
trikarboksilik asit (TCA) siklusuna girerek indirgenmis Nikotinamid Adenin
Diniikleotid (NADH) firetir. Burada {iiretilen NADH molekiilleri de oksidatif
fosforilasyonu besler ve bu sayede ATP iiretimi maksimize edilirken laktat iiretimi
oldukca az olur. Bu hiicrelerde yalnizca anaerobik kosullarda fazla miktarda laktat
retilir. Bu durumun tersine, kanser hiicrelerinin ¢ogu oksijen bulunurlugundan
bagimsiz sekilde ¢ok miktarda laktat tiretmektedir ve bu durum aerobik glikoliz
olarak adlandirilmistir. Bu gézlemi ilk defa 1920’lerde Otto Warburg ve ark. (1956)
gerceklestirmistir ve bundan dolay1 ‘Warburg etkisi’ olarak da adlandirilmaktadir

(Sekil - 5) (Vander Heiden ve ark., 2009; Warburg, 1956; Warburg ve ark., 1927).

Warburg etkisi hiicrelerde glikolizi hizlandirarak ATP iiretimini
arttirmaktadir, fakat hala tam olarak ¢o6ziilememis bir paradoks dogurmaktadir:
“Neden cok miktarda ATP ihtiyacti duyan prolifere olan tiimor hiicreleri,
metabolizmanin ATP acgisindan bu kadar verimsiz bir yolunu tercih ediyorlar?”
Ciinkii glikoz metabolize olup laktat tiretildiginde 1 molekiil glikoz i¢in 2 ATP
tiretilmektedir, fakat 1 molekiil glikozun tam bir oksidatif fosforilasyon dongiisiine
girmesi ile 36 ATP iiretilebilmektedir (Wieringa ve ark., 1981). Bu durumun bir

kag sebebi bulundugu diisiiniilmektedir, fakat bunlarin en 6nemlisi yine direkt ATP
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sentezi ile ilgilidir. Glikolizde her ne kadar oksidatif fosforilasyona gore ¢ok daha
az ATP molekiilii sentezleniyor olsa dahi, glikolizin tam bir oksidatif fosforilasyon
dongiisiine gore 10-100 kat daha hizli gergeklestigi g6z oniinde bulundurulursa,
belirli bir zaman araliginda yalnizca glikoliz ile daha ¢ok ATP iiretilebilmektedir
(Guppy ve ark., 1993). Diger bir deyisle, tiikketilen glikoz basina elde edilen ATP
miktar1 diisiik olsa dahi, eger ortamda yeterine glikoz bulunuyor ve glikolitik akis
yeterince hizli ise, glikolizden oksidatif fosforilasyona gore daha fazla ATP
iiretilebilecektir. Bunun mekanizmasal sebepleri tartismali olsa da bazi bulgular
bunu enzim regiilasyonu ve kinetigi ile acgiklamaktadir ve tiimor hiicrelerinde,
glikoliz hizinin piruvat oksidasyon hizini gegtigini ve elimine edilemeyen fazla
piruvatin laktata gevrilerek eliminasyonunun saglandigini gostermektedir (Curi ve
ark., 1988). Piruvat oksidasyonu igin oncelikle piruvatin mitokondri matriksine
transportu saglanmali ve Piruvat dehidrojenaz (PDH) enzim kompleksi ile
reaksiyona girmelidir. Bu enzimin regiilasyonu fosforilasyon, serbest Asetil-KoA
seviyeleri ve NAD*/NADH orani ile saglanmakta ve glikolitik akisa gore aktivitesi
diizenlenmektedir. Glikolitik akis hizi, PDH’ I Vmax’mn1 gectiginde piruvatin
akiimiilasyonu farkli bir yolla engellenmelidir ve Laktat dehidrojenaz (LDH)
enzimi bu problemi, piruvati laktik asite ¢evirerek ¢ézmektedir (Curi ve ark., 1988;
Vander Heiden ve ark., 2009).

Son zamanlarda yapilan ve ekonomi alaninda ¢igir agan Oyun Teorisi
(Game Theory)’nin (Kuhn ve ark., 1996) kanser biyolojisine uygulandigi bir
modelleme c¢alismasinda, ortamda paylasilan ve limitlenmis enerji kaynagi
bulunmas1 halinde, daha verimsiz, fakat daha yiliksek hizda ATP iiretiminin,
hiicrelere selektif avantaj sunabilecegi goriilmistiir (Chang ve ark., 2015a; Pfeiffer
ve ark., 2001). Modelleme ile ayn1 dogrultuda, tiimoér mikro-¢evresinde de sinirlt
glikoz bulunmaktadir ve tiimor hiicreleri bolgedeki stromal hiicreler ve immun

hiicreler ile kompetisyon halindedir (Chang ve ark., 2015a; Chang ve ark., 2015b).

Warburg etkisinin kanser hiicrelerine katkisi yalnizca ATP ile smirh
degildir. Glikoliz ara metabolitleri, pek ¢ok farkli metabolik yol tarafindan da
kullanilabilirler. Kanser hiicrelerinin hizli prolifere olabilmek i¢in ihtiya¢ duydugu
makromolekiillerin sentezleri de glikoliz ile yakin iliski igerisindedir. Ornek olarak

fruktoz-6-fosfat amino seker sentezi, glikolipid ve glikoprotein sentezi; dihidroksi
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aseton fosfat lipid sentezi; 3-fosfogliserat serin sentezi; piruvat ise alanin sentezi
i¢in kullanilabilir (Gatenby ve Gillies, 2004; Kroemer ve Pouyssegur, 2008; Liberti
ve Locasale, 2016). Benzer sekilde yine bir glikoliz ara metaboliti olan glikoz-6-
fosfat, pentoz fosfat yoluna girebilir ve bu metabolik yolda tiretilen riboz-5-fosfat
niikleotid sentezi i¢in, NADPH ise hiicrenin anti-oksidan durumunun korunmasi ve
yag asidi sentezi i¢in kullanilmaktadir (Gatenby ve Gillies, 2004; Gillies ve
Gatenby, 2007).

Kanser hiicrelerinde goriilen aerobik glikolizin bir bagka dnemli etkisi de
timor mikro gevresi tizerinedir (Kroemer ve Pouyssegur, 2008; Swietach ve ark.,
2007). Glikoliz artig1 sonucu yiikselen laktik asit salinimi, tiimor hiicrelerini
cevreleyen dokunun eradikasyonu ve tiimor hiicrelerinin invazyonu i¢in 6nemlidir
(Estrella ve ark., 2013). Dokuda fazlasiyla diisen pH’a yanit veren normal hiicreler
apoptoza ugrarlar (Culmsee ve Mattson, 2005). Ayni zamanda invazyon ve
metastaz i¢in aktivitesi gerekli olan katepsinler ve metalloproteinazlar diisitk pH’da

aktive olmaktadir (Swietach ve ark., 2007).

Warburg etkisini baglatan ve destekleyen ii¢ major onkojenik olay
bulunmaktadir ve bunlar siras1 ile: (i) hipoksiye yanit veren transkripsiyon
faktorleri aktivasyonu (HIF1 gibi), (i1) onkojenik proteinlerin aktiviteleri (KRAS,
BRAF gibi) ve (iii) tiimor supresorlerin inaktivasyonudur (p53, PTEN gibi).

Oksijen varliginda, Hipoksi tarafindan indiiklenen faktér 1-o (HIF-1a),
tiretildikge yikimlanan bir proteindir. Bu degradasyon, VHL (von Hippel-Lindau)
proteininin HIF-1a’ya baglanmasi ve bu yapinin ubiquitin tarafindan taninmasi ile
proteazom aracili degradasyon seklinde gergeklesir (Haase, 2009). Kanser
hiicrelerinde HIF1-a’nin degradasyonu azalir ve neredeyse tiim glikolitik genler
HIF-1o’nin transkripsiyonel hedefleridir (Yalcin ve ark., 2009b). HIF-1a artis1 ile
Heksokinaz-2 (HK2), Fosfofruktokinaz-1 (PFK1), Piruvat kinaz 2 (PKM2),
GLUT1 ve GLUT3 ekspresyonlar1 artar. Piruvat dehidrojenaz kinaz-1 (PDK1)
ekspresyonu artisi ile piruvat dehidrojenaz enzimi baskilanir ve piruvat’in Asetil
koenzim A’ya doniisiimii ve sitrik asit siklusuna girisi azalir (Porporato ve ark.,
2011). HIF-1o’nin ekspresyonu ise PI3K/Akt/mTOR ve Raf/MAPK gibi biiyiime
faktorii iligkili yollarla kontrol edilir (Jiang ve ark., 2001; Yalcin ve ark., 2009b).
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HIF-1a stabilizasyonu hipoksik olmayan tiimorlerde bile goriiliir ve SRC, RAS
onkojenik aktivasyonlari ve/veya tiimor siipresor VHL inaktivasyonu kaynakli

gerceklesebilir (Dang ve ark., 2008; Semenza, 2003).

Onkojenik proteinlerin aktivasyonu ile pek ¢ok sinyal yolu aktiflesir ve
hiicresel proliferasyon artisi, metabolik transformasyon gibi yanitlarla sonuglanir.
Ras, Src, c-Myc’1 kapsayan bu onkojenik proteinler dogrudan veya dolayli yollarla
metabolizma hizlanmasindan sorumludurlar. Ornegin HK2, Laktat dehidrojenaz
(LDH) ve Enolaz enzimleri MYC geninin direk hedefleridir (Kim and Dang, 2006).

Kanserde metabolizma hizi artisinin bir diger nedeni de tiimdr baskilayici
“tiimor siipresdr” faktorlerin kaybidir. Ozellikle timér supresér faktdrlerden TP53
geni tarafindan kodlanan p53’iin kaybt metabolizmanin hizlanmasina direkt
etkilidir. Ekspresyonu p53 ile kontrol edilen TIGAR (TP53 tarafindan indiiklenen
glikoliz ve apoptoz diizenleyicisi) varliginda, glikoliz baskilanir (Bensaad ve ark.,
2006). p53 kayiph timor hiicrelerinde TIGAR ekspresyonu da azalir ve glikoliz
baskilanamaz (Bensaad ve ark.,, 2006; Green ve Chipuk, 2006). Timor
supresorlerden yine pVHL (von Hippel-Lindau proteini) de HIF-lo’nin
degradasyonunu saglayan faktorlerdendir ve bu protein fonksiyonu kayboldugunda
hipoksik olmayan ortamda bile HIF-1a stabilize olmaya baslar (Haase, 2009). Son
olarak PTEN de 6nemli bir tiimér baskilayicidir ve fonksiyonunun pek ¢ok kanser
tipinde kaybedildigi belirtilmistir (Sun ve ark., 1999). Son zamanlarda yayinlanmis
bir arastirma sonuglarina gére PTEN-kayipl hiicrelerde fruktoz-2,6-bisfosfat’in
artan konsantrasyonlarmin Warburg etkisine yardimeci oldugu gosterilmistir

(Cordero-Espinoza ve Hagen, 2013).
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2.3. PFKFB Enzimleri ve Tiimor Enerji Metabolizmasi

2.3.1. Fruktoz-2,6-bisfosfat ve PFKFB enzimleri

1980 yilinda karacigerde glukagonun glukoneogeneze etkisini arastiran bir
arastirma sonucunda PFK1 enzim aktivitesini artirip, Fruktoz-1,6-bisfosfataz’
inhibe eden kiiciik bir molekiil kesfedilmistir. ilk deneylerde, bu molekiilii igeren
total karaciger lizatinin PFK1 aktivitesi tizerindeki etkisi degerlendirilmistir.
Degisik miktarlarda glikoz ile inkiibe edilen karacigerlerden izole edilen ve protein
disindaki kiigiik molekiilleri de ihtiva eden ekstraktin PFK1 aktivitesine etkisi
incelenmistir. Karacigere uygulanmis glikoz miktar arttik¢a PFK1’in aktivitesinin
arttig1 goriilmiistiir. Daha sonra yapilan detayli kimyasal analizlerde bu molekiiliin
fruktoz-1,6-bisfosfat’a ¢ok benzeyen fruktoz-2,6-bisfosfat (Fru-2,6-BP) oldugu ve
PFK1 aktivitesini artirdig1 anlagilmistir (Van Schaftingen ve Hers, 1980) (Sekil -
6).

Sekil - 6: Fruktoz-2,6-bisfosfat molekiiliiniin kimyasal yapisi.

Daha sonra yapilan deneylerde Fru-2,6-BP’nin PFK1’in substratina
(Fruktoz-6-fosfat) olan affinitesini artirdigt ve ATP’nin PFK1 iizerindeki inhibe
edici etkisini ortadan kaldirdigi gozlenmistir. Fru-2,6-BP’nin ATP tarafindan
allosterik inhibisyon ile baskilanmis fosfofruktokinaz-1 aktivitesini tekrar
saglayabildigi onemli bir gelismedir, ¢linkli normal hiicrelerde ATP artisi ile enerji

ihtiyac1 ortadan kalkar ve PFK-1’in allosterik inhibisyonu ile glikoliz yavaslar
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(Vander Heiden ve ark., 2009). Kanser hiicrelerinde Fru-2,6-BP konsantrasyonu
fazla oldugundan Fru-2,6-BP varliginda bu etkinin ortadan kalkmasi, Warburg
etkisini kismen de olsa agiklar (Hers ve VVan Schaftingen, 1982; Okar ve ark., 2001;
Van Schaftingen ve ark., 1980b).

Fru-2,6-BP, zamanla tiim memeli dokularinda tespit edilmistir ve bununla
beraber mantarlarda ve bazi tek hiicreli 6karyotlarda dahi saptanmis bir molekiildiir
(Hue ve Rider, 1987). Fru-2,6-BP, Piruvat kinaz’in allosterik aktivatorii olarak
gorev yaptigr bazi protistler disinda bulundugu organizmalarin ¢ogunda PFK1

enziminin pozitif allosterik aktivatoridiir (Rider ve ark., 2004).

Fruktoz-2,6-bisfosfat’in yapimi ve yikimi 6-Fosfofrukto-2-kinaz/fruktoz-
2,6-bisfosfataz (PFKFB) enzimleri tarafindan katalizlenmektedir. Bifonksiyonel
yapidaki bu enzimler kinaz ve fosfataz aktiviteli domeinler igeren homodimerik
enzimlerdir. PFKFB enzimleri Fosfofruktokinaz-1 ile ayni substrati, fruktoz-6-
fosfat’1, kullanirlar ve kinaz aktivitesi ile fruktoz-6-fosfat’1 fruktoz-2,6-bisfosfat’a
cevirebilirken, fosfataz aktivitesi ile fruktoz-2,6-bisfosfat’in fruktoz-6-fosfat’a
defosforilasyonunu saglarlar (Okar ve ark., 2001; Yalcin ve ark., 2009b). Reaksiyon
sonucunda olusan fruktoz-2,6-bisfosfat, Fosfofruktokinaz-1’i aktive eder (Sekil - 7-
A).

PFKFB enziminin dort adet izoformu tanimlanmistir. Baslangicta karaciger
izoformu, kalp izoformu, plasenta izoformu, testis izoformu olarak tanimlanan bu
dort izoform sonrasinda PFKFB 1-4 olarak isimlendirilmistir. Bu izoformlar farkli
genler tarafindan kodlanmaktadirlar ve PFKFB genlerine ve transkriptlerine ait

bilgiler Tablo 1’de sunulmustur.
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Tablo 1: PFKFB genlerine ve transkriptlerine ait bilgiler.

Kromozom Ekson .
Gen Ad1 Baz Cifti Transkriptler
Lokasyonu Sayis1
. L - Karaciger
PFKFB1 (Rider ve
Xpll.21 60,944 17 M - Kas

ark., 2004)
F - Fotal

. 4 - tam uzunlukta protein kodlayan (izoformlar
PFKFB2 (Heine-

Suner ve ark., 1g32.1 27,961 15
1998)

aveb)
2 - kesilmis protein kodlayan

3 - protein kodlamayan

PFKFB3 (Chesney
ve ark., 1999;
Kessler ve
Eschrich, 2001;
Navarro-Sabate ve
ark., 2001)
PFKFB4 (Sakata
ve ark., 1991)

2 ana izoform - uPFK-2
10p15.1 109,770 19 - iPFK-2
4 diger transkript

3p21.31 44,332 14 2 ana izoform

PFKFB protein yapisi; N-terminal domein, kinaz domeini, fosfataz domeini
ve C-terminal regiilator domein olmak tlizere 4 ana bolgeden olusmaktadir.
[zoformlar katalitik domeinlerde %85 benzerlik gosterirken, N-terminal ve C-
terminal regiilator kisimlari birbirlerinden oldukga farklidir (Yalcin ve ark., 2009b)
(Sekil - 7-B). Enzim komisyonu isimlendirmesine gore, 6-fosfofrukto-2-kinaz
(Fosfofruktokinaz-2) (EC 2.7.1.105) ve Fruktoz-2,6-bisfosfat-2-fosfataz (Fruktoz-
2,6-bisfosfataz) (EC  3.1.3.46) olarak enzimler aktivitesine  gore
smiflandirilmislardir (Okar ve ark., 2001). Farkli izoformlar farkli kinaz:fosfataz
aktivitelerine sahiplerdir. PFKFB1’in kinaz:fosfataz aktivite oranm1 1.2, PFKFB2
kinaz:fosfataz aktivite oran1 1.8, PFKFB4 kinaz:fosfataz aktivite oranmi 0.9°dur.
PFKFB3 ise digerlerinin dengeli oranlarinin tersine, 700’den yiiksek kinaz:fosfataz
oranina sahiptir (Loiseau ve ark., 1988; Shi ve ark., 2017; Susana ve ark., 2013).
Fakat bu aktivite deneyleri in vitro gerceklestirildigi i¢in in vivo aktiviteler tam

bilinmemektedir.
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Sekil - 7: PFKFB enzimleri protein domeinleri ve PFKFB enzimleri tarafindan katalizlenen
reaksiyon. A) PFKFB enzimleri kinaz domeini ile fruktoz-6-fosfat’1 fosforlayarak fruktoz-2,6-
bisfosfat sentezini ve fosfataz domeini ile fruktoz-2,6-bisfosfattan fruktoz-6-fosfat sentezini saglar.
B) PFKFB enzimleri N-terminal ve C-terminal iki regiilator domeine, kinaz domeinine ve fosfataz
domeinine sahiplerdir. PFKFB1 ve PFKFB4 enzimlerinin C-terminal regiilator domeinleri PFKFB2
ve PFKFB3 enzimlerine gore daha az sayida amino asit igermektedir. PFKFB2 ve PFKFB3
enzimlerinin &zellikle C-terminal regiilatér domeinde bulunan bazi amino asitlerden fosforlanarak
post-translasyonel olarak regiile edildigi saptanmustir.

Fruktoz-2,6-bisfosfat, organizmalarin ve dokularin degisen ¢evrelerine ve
metabolik durumlarina adaptasyonlarinda 6nemli rol oynar (Bartrons ve ark.,
2018). Fruktoz-2,6-bisfosfat da, PFKFB enzimleri ile diizenlenir. PFKFB
enzimlerinin regiilasyonu ise, substrat varligina, transkripsiyonel diizenlenmeye ve
post-translasyonel modifikasyonlara baghdir. Ozellikle PFKFB1, PFKFB2 ve
PFKFB3 aktiviteleri post-translasyonel modifikasyonlar ile kontrol edilir.
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Karacigerde PFKFB1, glukagon ile uyarildiginda, c-AMP bagimli Protein kinaz A
ile, 32. Pozisyondaki Serin amino-asidi fosforlanir ve buna bagli olarak PFKFBI
enziminin fosfataz aktivitesi artar. Fosfofruktokinaz aktivitesi azalirken Fruktoz-
1,6-bisfosfataz aktivitesi artar ve hiicrede glikolitik akis azalarak glukoneogenez
artar. Bu modifikasyonun ©nemi, karacigerin kana glukoz saglama gorevi
diistiniiliince, ortaya c¢ikmaktadir (Bartrons ve ark., 1983). Kalp izoformu olan
PFKFB2, kalbin insiilin ve adrenalin ile uyarilmasi ile post-translasyonel
modifikasyona ugrar. Insiilin varliginda uyarilan Protein kinaz B, PFKFB2’nin 466.
konumdaki serin amino asidinde fosforilasyon saglar. Adrenalin varliginda da
benzer sekilde Protein kinaz A 483. konumdaki serini fosforlar. Bu fosforilasyonlar
sonucu PFKFB2’nin kinaz aktivitesi artarken fosfataz aktivitesi azalir. Sonug
olarak glikolitik akis hizlanir. Bu modifikasyon adrenalin ve insiilinin fazla oldugu
hallerde gerekli enerjinin karsilanmasi ve stirekli glikolitik akis saglanabilmesi igin
onemlidir (Deprez ve ark., 1997; Hue ve ark., 2002; Rider ve ark., 1992). PFKFB2,
AMPK (AMP-iliskili protein kinaz) araciligi ile 461. konumdaki serin amino
asidinden fosforlanabilir (Marsin ve ark., 2000). Hiicre hayatta kalimi i¢in 6nemli
proteinler olan 14-3-3 proteinlerinin, IGF (insiilin benzeri biiylime faktorii) ve
instilin uyarimi sonrasinda PFKFB2’ye baglanarak biiylime faktorii tarafindan

indiiklenen glikolizi yonettigi bildirilmistir (Rubio ve ark., 2003).

PFKFB3 ekspresyonu; hipoksi (Bartrons ve Caro, 2007), progestinler
(Hamilton ve ark., 1997), 6strojen (Imbert-Fernandez ve ark., 2014), insiilin (Riera
ve ark., 2002), IL-6 (interldykin-6) (Han ve ark., 2016) gibi farkli pek ¢ok uyaran
ile kontrol edilmektedir. AMPK, RSK, PKA, PKB gibi farkli protein kinazlar C-
terminal bolge kovalent modifikasyonu ile PFKFB3 aktivitesini diizenlemektedirler
(Bartrons ve ark., 2018). PFKFB3’iin hiicre i¢i miktarlari, diger izoenzimlerden
farkl1 olarak, protein stabilitesinin kontrolii ile de diizenlenir. Yapisinda
bulundurdugu “KEN Box” bolgesi sayesinde APC/C-Cdhl (Anafaz promote edici
kompleks) kompleksi ile regiile edilir. Bu kompleks hiicre siklusunun G1 fazinda
esansiyel bir rol oynayan bir E3-ubikuitin ligaz kompleksidir ve bazi hiicre siklusu
proteinleri ile PFKFB3’iin degradasyonunu saglar (Almeida ve ark., 2010). Bu
kompleksin regiilator kismi olan Cdh1’in bazi tiimor hiicre hatlarinda malignantlik

ile miktarinin azaldig1 gosterilmistir ve bu da tiimorlerde artan PFKFB3
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miktarlarmi agiklamaktadir (Wang ve ark., 2000). PFKFB4 ile ilgili bir post-
translasyonel modifikasyon heniiz bildirilmemistir, bu da bu izoformun daha az
dinamik oldugunu gosterebilir. Fakat, substrat konsantrasyonuna gore ve

aktivator/inhibitor varligina gore aktivitesinin regiile edildigi bilinmektedir (Susana

R ve ark., 2013).

2.3.2. PFKFB Enzimlerinin Tiimor Hiicre Biyolojisinde Rolleri

Ozellikle son yillarda timdér metabolizmasi, tiimdr biyolojisi alaninda
onemli konulardan biri haline gelmis ve Weinberg ve Hanahan (2011) tarafindan
kanserin ayirici niteliklerinden biri olarak tanimlanmistir. Metabolizmanin tekrar
ilgi gekmesi ile PFKFB enzimlerinin etkilerini anlamaya yonelik ¢alismalarin sayisi
da artmugtir. Ozellikle PFKFB3 ile ilgili calismalar oldukg¢a artmis, PFKFB2 ve
PFKFB4 ise daha yavas da olsa dikkat ¢ekmeye baglamislardir (Sekil - 8).
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Sekil - 8: PFKFB2, PFKFB3 ve PFKFB4 kelimeleri iceren PubMed veritabanmindaki
calismalarin yillara gore degisimi.
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PFKFBI’in kanser hiicrelerindeki roliine iliskin gerceklestirilmis ¢aligmalar
olduk¢a sinirli sayidadir, fakat yapilmis bir c¢aligmada PFKFB1 enzimine
hipoksinin etkileri farkli timdr hiicrelerinde arastirilmistir ve 6zellikle HeLa ve
A549 hiicre hatlarinda hipoksik durumun PFKFB1 mRNA ekspresyonlarini
arttirdigr goriilmiistiir (Minchenko ve ark., 2003).

PFKFB2 enziminin kanserdeki rollerine iliskin ¢alismalar da az olsa dahi,
Ozellikle son zamanlarda dikkat ¢ekmeye baslamistir. Moon ve ark. (2011)
tarafindan yapilan bir ¢calismada androjenin prostat kanseri hiicre hatt1 LNCaP’de
PFKFB2 eksresyonunu arttirdigt ve Meng ve ark. (2016) tarafindan yapilan bir
caligmada ise androjen reseptoriiniin transkripsiyonel hedeflerinden olan miR-421
araciligr ile PFKFB2 ekspresyonunu indiikledigi gosterilmistir. Diger taraftan,
PFKFB2’nin RAS proteinlerinin énemli fonksiyonel aracilarindan olan AKT
tarafindan fosforlanarak aktive edildigi rapor edilmistir (Novellasdemunt ve ark.,
2013). Ayrica, hepatoselliiler karsinomlarda PFKFB2 ekspresyonu ile MACC1
onkogeni ekspresyonu arasinda pozitif bir iliski saptanmistir (Ji ve ark., 2014).
Melanomada sik goriilen bir mutasyon olan BRAF-V600E formunun RSK
aktivasyonu ile PFKFB2 aktivasyonu ve glikoliz artist sagladigi bildirilmistir
(Houles ve ark., 2018). Son olarak osteosarkomalarda, PFKFB2 aktivasyonunun

Warburg etkisine katkida bulundugu gosterilmistir (Zhao ve ark., 2018).

Kanserdeki ve hiicre biyolojisindeki etkileri en iyi sekilde ¢alisilmig
izoform, PFKFB3’tiir. Ovaryum ve tiroid karsinomalar1 (Atsumi ve ark., 2002),
meme kanseri (Novellasdemunt ve ark., 2012), gastrik kanser (Han ve ark., 2017)
ve kolon kanseri (Bando ve ark., 2005) gibi pek ¢ok farkli kanser tipinde over-
ekspresyonu bildirilmistir. Chesney ve ark. (2005) tarafindan gerceklestirilmis bir
calismada PFKFB3 geni fare embriyolarinda homozigot silinmis (PFKFB3") ve
bu silinmenin embriyonik 6liime yol agti1 goriilmiistiir. 3 farkli benzer izoenzim
bulunmasina ragmen yalnizca PFKFB3’iin silinmesi bunu saglamistir (Chesney ve
ark., 2005). Bir immunhistokimya ¢alismasinda kolon, prostat, meme, akciger,
pankreas, ovaryum, bdbrek ve tiroid dokularinda PFKFB3 protein miktarlarinin,
neoplastik dokularda, karsilik geldigi normal dokuya gore artmis oldugu
saptanmustir (Atsumi ve ark., 2002). Telang ve ark. (2006) PFKFB3** ve
PFKFB3*" farelerin akciger fibroblastlarii izole ederek mutant HRAS ile
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transforme  etmislerdir ve bu  hiicrelerin  onkojenik  potansiyelleri
degerlendirildiginde PFKFB3*" hiicrelerin koloni olusturma kapasitesinin daha az
oldugu gorilmistir (Telang ve ark., 2006). Bu sonu¢, PFKFB3’iin Ras ile
transformasyonda gerekli oldugunu goOstermistir. Sonrasinda, Yal¢in ve ark.
(2009a) tarafindan PFKFB3’iin hiicre niikleusuna lokalize oldugu ve bu
lokalizasyonun glikoz metabolizmasin1 etkilemeksizin hiicre proliferasyonunu
artirdig1 gosterilmistir. PFKFB3’iin {irtinii, Fru-2,6-BP hiicre niikleusunda Siklin-
baglh kinazlar aktive etmektedir ve p27 fosforlanarak proteazomal degradasyonu
saglanmaktadir. Benzer sekilde HeLa hiicrelerinde PFKFB3’1in p27 fosforilasyonu
ile apoptozu engelledigi de raporlanmistir (Shi ve ark., 2017; Yalcin ve ark., 2014).
Farkli bir c¢alismada, PFKFB3’iin asetillenmesinin niikleusa lokalizasyonu
engelleyerek sitoplazmada birikim sagladigi, ve bu durumun hiicreleri sisplatin
tarafindan gergeklesen apoptozdan korudugu bildirilmistir (Li ve ark., 2018).
Bunlara ek olarak PFKFB3’iin, Pancl hiicrelerinde TGF-p tarafindan indiiklenen
epitelyal-mezenkimal doniisim (EMD) i¢in gerekli oldugu gosterilmistir ve
PFKFB3’iin inhibisyonu ile kanser invazyonu ve metastazinin azaltilabilecegi rapor
edilmistir (Yalcin ve ark., 2017). Endotellerde eksprese edilen PFKFB3’iin
anjiyogenezde kritik bir rol oynadigi ve baskilanmasinin damar olusumunu azalttigi
(Xu ve ark., 2014) ve endotelde PFKFB3 inhibisyonunun tiimor damarlasmasinda
normalizasyon sagladigi ve metastaz1 azalttigt (Cantelmo ve ark., 2016)
gosterilmistir. Son olarak benzer bir aragtirmada endotellerin TNF-a ile uyariminin

PFKFB3 ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir (Zhang ve ark., 2018).

PFKFB3’iin kanser metabolizmasindaki rolleri kesfedildikce, PFKFB3
inhibitorii sentezi ve gelistirilmesi konusuna daha fazla arastirmaci egilmeye
baglamistir. Standart kemoterapi ve radyasyon terapisi genellikle yalnizca hizli
prolifere olan tumor hiicrelerini hedeflemektedir. Daha yavag bdliinen hiicrelerde
bu tedaviler beklenen etkiyi gdsterememektedir. Yavas boliinen ve geleneksel
kemoterapotikler ile inhibisyonu saglanamayan bazi kanser tiirlerinde, geleneksel
terapiye ek olarak glikolizin baskilanmasinin terapiye yardimci oldugu
gosterilmistir (Liu ve ark., 2001). Diger yandan, giiniimiizde hedefe yonelik terapi
ve kombinasyon terapileri giderek énem kazanmaktadir ve PFKFB3, bu tedaviler

i¢in 1yi bir hedef olarak degerlendirilebilir.
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3-(3-piridin)-1-(4-piridin)-2-propan-1-on (3PO), iyi ¢alisilmis bir PFKFB3
inhibitoriidiir ve katalitik aktiviteyi inhibe ederek hiicre i¢in Fru-2,6-BP miktarin
azaltir, bu da azalmis glikolitik akis ile sonuglanir (Clem ve ark., 2008). 3PO’nun
meme (Pisarsky ve ark., 2016), mesane (Lea ve ark., 2015) ve hepatoselliiler
karsinoma (Clem ve ark., 2008) gibi kanser tiplerinde sitotoksik oldugu ve apoptoz
sagladigi gosterilmistir. 3PO in vivo uygulandiginda serum glikozunu, alyuvar ve
akyuvar sayilarini etkilememektedir ve bu ciddi bir avantaj olarak goriilmektedir
(Telang ve ark., 2012). Iyi ¢alisilmis bir diger PFKFB3 inhibitorii, 3PO derivati
olarak sentezlenmis PFK15°dir. Yapilan c¢alismalarda PFK15’in  Siklin-
CDK/Rb/E2F sinyal yolagini inhibe ederek GO0/G1 fazinda hiicre siklusu arresti
sagladigi, apoptozu indiikledigi ve hiicre i¢ci FAK ekspresyonunun azalmasi ile
invazyonu azalttigi gosterilmistir (Clem ve ark., 2013; Zhu ve ark., 2016). Ek
olarak, diger PFKFB3 inhibitorleriyle karsilastirildiginda PFK 15, PFKFB3 e karst
daha potent ve selektif aktivite gostermistir (Clem ve ark., 2013; Zhu ve ark., 2016).
PFK15’in gelistirilmesi ile elde edilmis PFK-158 ise yaygin antitumor ve
immunmodiilator etki gostermistir ve 2016 yilinda Amerika Birlesik Devletleri’nde
faz-1 klinik deneyleri basaril1 bir sekilde tamamlanmustir (Shi ve ark., 2017). 1-(3-
piridin)-3-(2-kinolin)-2-propan-1-on (PQP) (Lea ve ark., 2016), 5,6,7,8-
tetrahidroksi-2-(4-hidroksifenil)  krom-4-on (N4A) ve 7,8-dihidroksi-3-(4-
hidroksifenil) krom-4-on (YN1) (Seo ve ark., 2011) gibi sentezlenmis diger
PFKFB3 inhibitorleri de bulunmaktadir.

Son olarak, PFKFB4 de yakin zamanda metabolik hedef olarak ilgi cekmeye
baslamigtir. Prostat (Minchenko ve ark., 2003), pankreas (Bobarykina ve ark.,
2006), mesane (Zhang ve ark., 2016), mide (Bobarykina ve ark., 2006) gibi farkl
organlar kokenli kanser tiplerinde yiiksek ekspresyonu tespit edilmistir. 2012
yilinda yapilan bir calismada PFKFB4’iin, prostat kanserlerinin yagayabilmesi i¢in
gerekli oldugu ve prostat kanseri tedavisinde molekiiler bir hedef olarak
degerlendirilebilecegi gosterilmistir (Ros ve ark., 2012). PC3 prostat kanseri
hiicrelerinde ROS detoksifikasyonu i¢in PFKFB4’iin gerekliligi (Strohecker ve
ark., 2015) ve p53 bulunmayan kanserlerde hiicre hayatta kalim1 igin gerekli oldugu
(Ros ve ark., 2017) gosterilmistir. Son zamanlarda yapilan bir calismada

PFKFB4’iin protein kinaz gibi ¢alisarak SRC-31i fosforladig1 ve transkripsiyonel
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aktivitesini artirarak meme kanseri biiyiimesine katkida bulundugu gosterilmistir
(Dasgupta ve ark., 2018). Yakin zamanda Chesney ve ark. (2015) tarafindan
sentezlenmis PFKFB4 inhibitérii  5-(n-(8-metoksi-4-kinol)amino)pentil nitrat
(5MPN), farelerde oral yolla toksik olmayan dozlarda uygulandiginda glikoz

metabolizmasini ve timor biiylimesini azaltmigtir.

25



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kimyasallar, Cihazlar ve Cozeltiler

3.1.1.Kimyasallar

Tez calismasinda kullanilan kimyasallar ¢esitli firmalardan temin edilmis ve
tiretici talimatlart dogrultusunda gerekli konsantrasyonlarda hazirlanmislardir.
Kimyasallarin iiretici firma ve katalog numarasi bilgileri Tablo 2’de sunulmustur.
Kullanilan konsantrasyonlar, ilgili yontemin anlatiminda verilmistir. Aksi

belirtilmedikce kimyasallar ¢ozdiiriiliirken ultra-saf steril su kullanilmistir.

Tablo 2: Kullanilan Kimyasallara {liskin Bilgiler.

Kimyasal Adi

Uretici Firma

Katalog Numarasi

Dulbecco’s Modified Eagle’s Sigma D-5030
Medium (DMEM) Besiyeri
RPMI Besiyeri Gibco 12633
M3 Base Besiyeri Incell Corp. M300F
Mc Coy’s 5A Besiyeri Gibco 16600082
Fotal Sigir Serumu Gibco 10500064
L-glutamin Gibco 25030081
At Serumu Biologic Industries 04-124-1A
Gentamisin Sigma G1914
Tripsin -EDTA (% 0,05) Gibco 25300054
Microscint-40 Parkin Elmer 6013641
Higromisin Millipore 400052
Blastisidin Sigma 15205
Puromisin Sigma P8833
Ampisillin Sigma 10835242001
Kanamisin Sigma 60615
14C-isaretli deoksi glikoz Perkin Elmer NEC495050UC
®H-isaretli glikoz radyoizotopu Perkin Elmer NET238C005MC
Opti-MEM Gibco 31985062
Lipofectamine 3000 Invitrogen L.30000
Lipofectamine RNAIMAX Invitrogen 137780
Agaroz Invitrogen 16520050
Luria Agar Sigma L2025
Miller’s LB Broth Sigma L3022
Tris Invitrogen 15504020
Sodyum Kloriir Sigma 433209
Tween-20 Sigma P9416
Hidroklorik Asit (%37) Sigma 435570
Sodyum bikarbonat Fischer S200
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S1gir Serum Albumini
Tripan Mavisi
Kristal Violet
Sodyum Dodesil Siilfat
Sodyum hidroksit
Fruktoz-6-fosfat
Nikotinamid diniikleotid (NAD)
Fosfofruktokinaz-1
Aldolaz
Triozfosfat izomeraz
Gliserol-3-fosfat dehidrojenaz
Pirofosfat
Fruktoz-2,6-bisfosfat
HEPES
Triton-X
Etanol

3.1.2. Cihazlar

Sigma A2058
Sigma T8154
Sigma C3886
Sigma 436143
Merck 106462
Sigma F3627
Sigma N9410
Sigma F6803
Sigma A2714
Sigma T6258
Sigma 10127779001
Sigma 221368
Sigma 47822
Merck 391340
Merck 108643
Merck 100983

Calismalarda kullanilan cihazlar Tablo 3’de belirtilmistir.

Tablo 3: Calismalarda Kullanilan Cihazlar.

Cihaz Adx
Steril Kabin
Santrifiyj
Santrifiij
Otoklav
PCR Cihazi
Realtime
Goriintiileme cihazi
Gii¢ kaynag:
Spektrofotometre
Manyetik Karistiric

Hassas Terazi
Saf su cihazi
Blok 1sitict
Invert mikroskop
Inkiibator
Akis sitometri

Cihaz Modeli
Bioll Advance, Telstar
NF1200R, Niive
3K30, Sigma
OT40L, Niive
MyGenie96, Bioneer
OneStepPlus, Applied Biosystems
ChemiDoc MP, Biorad
300 Volt, VWR
Epoch, Biotek
MSH-300, Biosan

CPA225D, Sartorius
Simplicity, Millipore
TS-100, Biosan
3032, AccuScope
Incusafe, Panasonic
Muse, Millipore
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3.1.3. Cozeltiler

Fosfat ile Tamponlanmis Salin Cozeltisi; PBS.

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

Tris Asetat EDTA Cozeltisi; TAE.

1 litre TAE ¢0zeltisi hazirlamak i¢in, satin alinan 10X TAE ¢d6zeltisi (Fisher;
Kat. No. BP133520) distile su ile 10 kat sulandirild1 ve otoklavda sterilize edildi.

Agaroz jel hazirlanirken ¢oziicii olarak 1X TAE ¢o6zeltisi kullanildi.

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

10X TBST c¢ozeltisi, 200 mM Tris, 1,5 M Sodyum kloriir ve %1 Tween-20
kullanilarak hazirlandi. Kullanim i¢in 1X olacak sekilde 10 kat diliisyon uygulandi.

Protein lizis cozeltisi

Protein lizisi i¢in RIPA (Thermo; Kat. No. 89900) c¢cozeltisi kullanildi.
(RIPA ¢ozeltisi 25mM TrisHCI (pH 7.6), 150mM NaCl, 1% NP-40, 1% sodyum
deoksikolat, 0.1% SDS) Kullanim 6ncesinde RIPA ¢ozeltisine, proteaz ve fosfataz
inhibitor karigimi (Cell Signaling Technologies; Kat. No. 5872) 1:1000 diliisyon

kullanilarak ilave edildi.
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Western blot bloklama cozeltisi

Western blot deneylerinde bloklama amaciyla %5 yagsiz siit tozu (Sigma;
Kat. No. M7409) kullanildi. Yagsiz siit tozu hazirlanirken TBST c¢ozeltisi ile

sulandirild.

Western blot antikor diliisyon cozeltisi

Western blotlamada kullanilacak antikorlarin diliisyonu i¢in %5 s1g1r serum

albiimini (BSA) kullanildi. Coziicii olarak TBST kullanildi.

Immunfloresan bloklama cozeltisi

Immunfloresan deneylerinde bloklama ¢ozeltisi olarak %5 keci serumu
kullanild1. Kegi serumu (Cell Signaling Technologies; Kat. No. 5425) PBS ile
¢ozdiiriildii ve karistirilirken son konsantrasyon % 0.3 olacak sekilde Triton-X

eklendi.

Immunfloresan antikor diliisyon cozeltisi

Immunfloresan deneylerinde kullanilan antikorlarin hazirlanmasi i¢in % 1
sigir serum albiimini, PBS kullanilarak ¢6zdiiriildii. Son konsantrasyonu % 0.3

olacak sekilde Triton-X eklendi.

29



Bakteriyel besiyerleri

Bakteri tiretimi icin LB Agar (Miller’s LB Agar) (Conda; Kat. No. 1551) ve
LB Broth (Miller’s LB Broth) (Conda; Kat. No. 1552) kullanildi. LB Agar 40 g/l

ve LB Broth 25 g/l suda ¢ozdiiriilerek ve otoklavlanarak kullanima hazirlandi.

3.2. Veritaban1 Analizleri

3.2.1. ONCOMINE Veritaban1 Analizi

PFKFB2 ekspresyonunun kanser dokularinda, karsilik gelen normal
dokulara gore degisiminin degerlendirilmesi amaciyla ONCOMINE veritabani
kullanildi. ONCOMINE, mikro-array ¢aligma sonuglarinin toplandigi ve kamuya

acik kullanilabilen bir veritabanidir.

PFKFB2 ekspresyonu degerlendirilmesi amaci ile veritabaninda PFKFB2
verisi igeren ¢aligsmalar incelendi ve farkli dokulari igeren ti¢ mikro-array ¢alismasi
secildi. Pankreas kanserleri i¢in Grutzman ve ark. (2004) tarafindan elde edilen,
meme kanserleri i¢in Turashvili ve ark. (2007) tarafindan elde edilen ve serviks

kanserleri i¢in Scotto ve ark. (2008) tarafindan elde edilen veri setleri kullanildi.

3.2.2. Niikleus Lokalizasyon Sinyali (NLS) Sekans1 Analizi

PFKFB2 transkript varyantlarinin hiicre i¢i lokalizasyon prediksiyonu icin
PSORT2 adli veritaban1 (Horton ve Nakai, 1997) kullanildi. Veritabanina
kopyalanan PFKFB2 protein sekanslari incelenerek niikleusa lokalizasyon sinyali

(NLS) bolgesi varligr degerlendirildi.
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3.3. Hiicre Kiiltiirii ve Proliferasyon Analizi

iPDE (ATCC; Kat. No. CRL-4037) ve iPDE+KRAS®!?P (ATCC; Kat. No.
CRL-4038) hiicreleri % 75, % 5 fotal sigir serumu (FBS), 5,5 mM glikoz, 10 ng/ml
insan rekombinant epidermal biiyiime faktorii (EGF), 750 ng/ml puromisin
eklenmis, ekstradan 2 mM L-glutamin ve 1,5 g/L sodium bikarbonat igeren
Dulbecco's Modified Eagle’s Medium (DMEM) ve %25 M3 Base igeren
besiyerinde ¢ogaltildi. Bu besiyeri PDE besiyeri olarak adlandirildi.

PANC-1 (ATCC; Kat. No. CRL-1469), HeLa (ATCC; Kat. No. CCL-2),
A375 (ATCC; Kat. No. CRL-1619), DU145 (ATCC; Kat. No. HTB-81), MCF7
(ATCC; Kat. No. HTB-22), ve S2VP10 (metastatik pankreas hiicre hatti; Dr. Brian
Clem tarafindan hediye edildi.) hiicreleri % 10 FBS ve 5 pg/ml gentamisin igceren
DMEM besiyerinde ¢ogaltildi. MIA PaCa-2 (ATCC; Kat. No. CRL-1420) hiicreleri
icin %10 FBS, % 2,5 At Serumu ve 5 ug/ml gentamisin igeren DMEM besiyeri
kullanildi. A549 (ATCC; Kat. No.CCL-185) ve BxPC-3 (ATCC; Kat. No. CRL -
1687) hiicrelerinin ¢ogaltilmasi icin % 10 FBS ve 5 ug/ml gentamisin iceren RPMI-
1640 besiyeri kullanildi. HCT116 (ATCC; Kat. No. CCL-247) hiicreleri % 10 FBS
ve 5 ug/ml gentamisin iceren McCoy’s 5A besiyerinde ¢ogaltildi. Pasajlamalarda
kalsiyum ve magnezyum icermeyen fosfat tamponlu tuz soliisyonu (PBS) ve
Tripsin-EDTA kullanildi. Hiicreler 37°C'ye ayarli, %5 CO: igeren nemli
inkiibatorde cogaltildi.

Hiicre proliferasyon analizlerinde hiicreler tripsinize edildi ve besiyeri ile
karistirildi. Hiicre-besiyeri slispansiyonu 1:1 oranda Tripan mavisi ile karistirilarak

hemasitometreye 10 pl uygulanarak invert mikroskop (Accu Scope) ile sayildi.
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3.4. mRNA Ekspresyon Analizleri

3.4.1. RNA Izolasyonu ve cDNA Sentezi

Hiicrelerden RNA izolasyonu i¢in ticari bir kit kullanildi (Thermo; Kat. No.
KO0731). Toplam RNA miktar1 ve saflig1 260 nm dalga boyunda belirlendi (Biotek,
Epoch Monokromator). Yine ticari bir kit kullanilarak (Invitrogen; Kat. No.
4368814) ve 1malatginin protokolii takip edilerek RNA'daki mRNA
fraksiyonundan RT yontemi ile komplementer DNA (cDNA) sentezlendi. 1 yg total
RNA, oligo dT primer, dNTP, reverse transkriptaz ve RNaz inhibitorii igeren 20
yl'lik karsim 25°C/10 dk (Asama 1), 37°C/120 dk (Asama 2) ve 85°C/5 dk (Asama
3)’ ya ayarli PCR programinda ters transkripsiyon (reverse transcription - RT)
islemine tabi tutudu. Elde edilen cDNA’lar ilgili genlerin ekspresyonlarinin
kantitasyonu i¢in gerceklestirilecek analiz ve polimeraz zincir reaksiyonlarinda

(Polymerase Chain Reaction, PCR) kalip olarak kullanildi.

3.4.2. Ger¢cek Zamanh Kantitatif PCR Analizi

Uygulanmis olan gercek zamanli kantitatif qPCR yontemi ve prensibi daha
onceden rapor edilmistir (Yalcin, 2004). Kisaca; mRNA kantitasyonu i¢in her bir
gen komplementer DNAsina (cDNA) spesifik bir ¢ift PCR primeri ve floresan
isaretli prob (FAM) igeren TagMan sisteminden (Applied Biosystems) yararlanild.
cDNA amplifikasyonu Taq polimeraz (Invitrogen; Kat. No. 4369016) ile
gerceklestirildi ve imalat¢inin protokolii takip edildi. Kisaca; 200 nM gen spesifik
primer, 250 nM gen spesifik floresan prob, dNTP ve Taq polimeraz enzim igeren
karisim 50 °C/2 dk (Asama 1), 95 °C/20 sn (Asama 2; ilk denatiirasyon) , 95 °C/1
sn (Asama 3; denatiirasyon) ve 60 °C/20 sn (Asama 4; yapisma, uzama ve
deteksiyon) programina ayarli qPCR cihazinda reaksiyona tabi tutuldu. Ugiincii ve
dordiincti asamalar 40 kere tekrarlandi. Reaksiyonlar StepOnePlus (Applied
Biosystems) cihazinda gergeklestirildi ve StepOne Software v2.3 yazilimi

kullanilarak analiz edildi. Elde edilen amplifikasyon egrilerinden dongii esigi (Ct)
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degerleri kullanilarak hedef genlerin mRNA ekspresyon diizeylerindeki nispi
degisimler 22 metodu ile hesapland1 (Kole ve ark., 1991). Hesaplamalarda B-
aktin internal amplifikasyon kontrolii olarak kullanildi. Kantitatif gercek zamanl
PCR analizinde kullanilan problarin bilgileri Tablo 4’de gosterilmistir. Biitiin

problar Applied Biosystems firmasindan temin edilmistir.

Tablo 4: Ger¢ek Zamanl Kantitatif PCR Analizinde Kullanilan Problar.

Prob Adi Katalog No.
PFKFB1 Hs00997227_m1
PFKFB2 Hs01015408 m1
PFKFB3 Hs00998700_m1
PFKFB4 Hs00894606_m1

ACTB Hs01060665_g1
Vimentin(VIM) Hs00958111 m1l
Fibronectin(FN1) Hs01549976_m1
Twist Hs01675818_s1
Snail (SNAIL) Hs00195591 m1
Slug (SNAI2) Hs00161904 m1

3.4.3. Varyant Ekspresyonlarimin Tespiti I¢in Primer Tasarim

PFKFB2 mRNA varyantlarmin ekspresyon analizi amaciyla NCBI
(National Center for Biotechnology Information (Ulusal Biyoteknolojik
Enformasyon Merkezi); Amerika Birlesik Devletleri) veritabaninda kayith
PFKFB2 mRNA varyantlari incelendi. Inceleme sonucunda insanlarda eksprese
oldugu tanimlanmig ve protein kodlayan iki ana varyant belirlendi. Bunlar sirasi ile
(1) 7,073 baz ciftinden olusan ve NM_006212.2 numarali PFKFB2 mRNA varyant-
1 ve (ii) 3,529 baz ¢iftinden olusan ve NM_001018053.1 numarali PFKFB2 mRNA
varyant-2 olarak belirlendi. Bu varyantlar, ¢alismalarimizda P2-v1 (varyant-1) ve
P2-v2 (varyant-2) olarak adlandirildi. Varyantlarin birbirinden ayrimi amaciyla
kullanilacak primerler yine NCBI'in “Primer-BLAST” (NCBI) hizmeti
kullanilarak tasarlandi ve satin alindi (AlphaDNA (Kanada); SACEM Hayat
Teknolojileri (Ttirkiye) araciligr ile).
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Tablo 5: Tasarlanan PCR Primerlerinin Sekanslari.

Amplifikasyon hedefi Primer Yonii Primer Sekansi
PFKFB2 transkript ileri 5’-GACTGCTGAATCTCTCGGGG-3’
varyant - 1 Ters 5’-CCCTTCTTGCATGTCCTGGG-3’
PFKFB2 transkript fleri 5’-CCTCAAAGTGTGGACAAGCC-3’
varyant - 2 Ters 5’-CAAGGCAACATGAGGGACG-3’
B-aktin Tleri 5’-AGAGCTACGAGCTGCCTGAC-3’
Ters 5’-AGCACTGTGTTGGCGTACAG-3’

3.4.4. CRISPR Inaktivasyonlarimn Tespiti I¢in Primer Tasarim

CRISPR sistemi ile PFKFB2 inaktivasyonu gergeklestirilmis hiicrelerde,
gen degisikliginin dogrulanmasi amaci ile primerler tasarlandi. CRISPR sistemi
incelendiginde, PFKFB2 geni Ekson 1 igerisinde kesim gergeklestirdigi goriildii ve
bu bolgeyi icerisine alacak ileri ve geri yonlii primerler tasarlandi. PFKFB2 pozitif
hiicrelerde bu bolgenin amplifiye olarak 293 baz ¢ifti uzunlugunda bant verecegi,
fakat PFKFB27 hiicrelerde bu bolgenin amplifikasyonu sonucu daha uzun PCR
irtinii olusacagi ve bu iirliniin uygulanan PCR reaksiyonunun “Uzama” adimi
stiresinde goriillemeyecegi diistiniildi. Bu yaklasim g6z oniinde bulundurularak
GGGCATCTTCCTCAGAACAG sekansina sahip ileri yonlii primer ve
CTTCATGGCCTCCTCATTGT sekansina sahip geri yonlii primer tasarlandi ve

CRISPR uygulanmis hiicrelerin dogrulanmasi amactyla kullanildi.

3.4.5. PCR Amplifikasyonu ve Agaroz Jel Goriintiileme

PFKFB2 varyantlarinin mRNA ekspresyon analizi i¢in bir PCR reaksiyon
karisimi (New England Biolabs; Kat. No. M0482) kullanildi ve tiretici firma
protokolii takip edildi. 25 pl reaksiyon karisimi igin kisaca; 12,5 ul 2X-Reaksiyon
karigimi, 7.5 pl H20, 0.5 pl (0.2 uM son konsantrasyon) ileri yonlii primer, 0.5 pl
(0.2 uM son konsantrasyon) geri yonlii primer ve 4 ul cDNA kullanilarak hazirlandi
ve bir PCR cihazinda (Bioneer, MyGenie96) reaksiyon gerceklestirildi. Reaksiyon
kosullar1 asagidaki gibi gerceklestirilmistir:
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1) ik denatiirasyon 94°C 30 saniye

2) Denatiirasyon 94°C 30 saniye
3) Baglanma 54°C 20 saniye
4) Uzama 68°C 30 saniye
5) Final Uzamasi 68°C 5 dakika

Reaksiyonun 2., 3. ve 4. adimlar1 sirasiyla 35 kez tekrarlandiktan sonra 5.
adima gecildi ve reaksiyonlar tamamlandiktan sonra o6rnekler 4 “C’de bekletildi.
Ornekler 6X yiikleme boyas1 (NEB; Kat. No. B70248S) ile karistirildi ve % 1 agaroz
(TAE ile hazirlanmis) jele yiiklenerek elektroforez uygulandi. 30 dakikalik
elektroforez sonrasinda jel goriintiileme cihazi (BioRad; ChemiDoc MP) ile
goriintiilendi. Gorlintiilemede markor olarak 100’er baz cifti agirliktaki DNA
fragmentleri karisimi (100-200-300-...-1500) kullanildi (NEB; Kat. No. N3231).

3.5. Protein Izolasyonu ve Western Blotlama

3.5.1. Total Protein izolasyonu

Protein analizi yapilacak deneylerde, deney bitiminde hiicreler tripsinize
edildi ve santrifiij ile hiicre pelletleri elde edildi. Sonrasinda protein analizi i¢in total
protein lizatlar1 hazirladi. Bu amagcla pelletlere protein lizis ¢ozeltisi uygulandi ve
15 dakika buz tizerinde bekletildi. Lizatlar ¢ok yiiksek devirde (14000xg) sogutmali
santrifiijjde (+4°C) 15 dakika santrifiij edilerek membran ve erimeyen atiklardan
arindirildi. Siipernatant, total protein lizat1 olarak elde edildi ve bu lizatlar sonraki
asamalarda -80 °C derin dondurucuda saklandi. Konsantrasyon dl¢limii sonrasinda
ekstraktlar, SDS-PAGE yiikleme tamponu ile 1:1 oraninda karistirilip 95°C’de

denature edildi ve Western blot analizine tabi tutuldu.

35



3.5.2. Sitoplazmik/Niikleus Protein Fraksiyonlarmin Ayri izolasyonu

Hiicre niikleusu ve sitoplazmasinin ayirimi igin ticari bir kit (Pierce; Kat.
No. 78833) kullanildi ve imalatg1 firmanin protokolii takip edildi. Kisaca; tripsinize
edilen hiicreler yikanarak pellet elde edildi ve ilk asamada bu pelletlerden hiicre
sitoplazmalar1 CER1 ve CER2 adli ¢ozeltiler ve santrifiigasyon ile elde edildi ve
sitoplazmik ekstrakt olarak adlandirildi. Tiplerde kalan pelletlere NER ¢ozeltisi
uygulandi ve sonrasinda vorteksleme ve santrifiigasyon ile niikleus ekstraktlar elde
edildi. Ekstraktlar SDS-PAGE yiikleme tamponu ile 1:1 oraninda karistirilip 95
°C’de denatiire edildi ve Western blot analizine tabi tutuldu. Biitlin sitoplazmik ve
niikleus ekstrakti igeren Western blotlamalarda sitoplazma ve niikleus markorleri
olarak sirasi ile a-tubulin ve Oct-1 kullanildi (antikorlara iligskin bilgiler Baglik

3.5.4°de detayl1 sunulmustur).

Kromatine bagl: niikleus ekstrakti elde edilen deneylerde benzer bir ticari
kit (Pierce; Kat. No. 78840) kullanildi, firmanin protokolii takip edildi. Kromatin
bagli ekstrakt markorii olarak Histon H3 kullanildi.

3.5.3. Protein Konsantrasyon Olciimii

Western blotlama deneylerinde 6rnekler arasi farklarin etkin belirlenmesi
icin ornekler arasinda total protein konsantrasyon farki bulunmamalidir. Bu amagla
Western blotlama deneylerinde protein elde edildikten sonra protein
konsantrasyonlar1 bikinkoninik asit metodu ile (BCA) kolorimetrik olarak
(Thermo; Kat. No. 23225) olgiildii. Kisaca, elde edilen protein Ornekleri 5 kat
sulandirild1 ve 25 pl protein 6rnegi kit protokoliine gére hazirlanmis 200 ul BCA
reajent karigimi ile 96 kuyucuklu plakalarda karigtirildi. 30 dakika 37°C’de
inkiibasyon sonrasinda 562 nanometre (nm) dalga boyu kullanilarak bir mikroplaka
Olciim (Epoch; Biotek) cihazinda optik absorbans degerleri okundu. Elde edilen
absorbans degerleri, konsantrasyonu bilinen standartlarin okunmasi ile elde edilen

standart grafigine gore konsantrasyon degerlerine ¢evrildi (Sekil - 9) ve Western

36



blotlama 6ncesinde 6rneklerin protein konsantrasyonlar1 30 pg yiiklenecek sekilde

esitlendi.

BCA Standart Analizi

1,80000 -
1,60000 |
1,40000 -
1,20000 -
1,00000 -
0,30000

0,60000 |
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0,40000 |
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0,00000 . . : ; :
0,00000 500,00000 1000,00000 1500,00000 2000,00000 2500,00000

Konsantrasyon (ug/ml)

y =0,000807x + 0,049307
R?= 0,995394

Sekil - 9: BCA standart Absorbans / Konsantrasyon grafigi. Protein konsantrasyonlari
hesaplanmasi amaciyla, konsantrasyonu bilinen sigir serumu albiimin (BSA) diliisyonlarinin
absorbanslar1 6l¢tildii ve elde edilen grafige gore 6rnek konsantrasyonlart hesaplandi.

3.5.4. Western Blotlama

Esit miktarda protein igeren (30 png) 6rnekler poliakrilamid jellere (BioRad;
Kat. No. 4561043) yiiklendi ve elektroforez uygulanarak separe edildi. Sonrasinda
jeller, Western blot ile deteksiyon i¢in polivinilidin floriir (PVDF) membranlara
(Millipore; Kat. No. IP\VH00010) transfer edildi. Transfer sonrasinda membranlar
Western blot bloklama ¢ozeltisi ile 1 saat siireyle bloklandi ve +4 “C’de gece
boyunca primer antikor uygulandi. Antikor diliisyonlarinda Western blot antikor
diliisyon ¢ozeltisi kullanilmistir. (Western blot deneylerinde kullanilan antikorlarin
bilgileri Tablo 6’da sunulmustur.) Sonrasinda membranlar 3 kez TBST ile yikandi
ve 1 saat siireyle oda 1sisinda peroksidaz (HRP) ile konjuge sekonder antikor
(primer antikor tavsanda sentezlenmis ise anti-Rabbit; primer antikor farede
sentezlenmis ise anti-Mouse) uygulandi. Sekonder antikorlar 1:10000 diliisyonda

hazirlandi. Son olarak membranlara kemiluminesan substrat (BioRad; Kat. No.
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1705061) uygulandi ve bantlar goriintiilleme cihazi ile (BioRad; ChemiDoc MP)
goriintlilendi. Bant analizleri ve dansitometrik ol¢iimler Imagelab (BioRad)

yazilimi ile gerceklestirildi.

Tablo 6: Kullanilan Antikorlara iliskin Bilgiler.

Antikor Ad1 Uretici Firma Katalog Numarasi
Anti-PFKFB2 Abcam AB70157
Anti-PFKFB3 Proteintech 13763-1-AP
Anti-PFKFB4 Abcam AP8154
Anti-FLAG (DYKDDDDK) Origene TA50011
Anti-a-tubulin Cell Signaling 3873
Anti-B-aktin Cell Signaling 3700
Anti-Oct-1 Cell Signaling 8157
Anti-Siklin D3 Cell Signaling 2936
Anti-Fosfo-PFKFB2 Cell Signaling 13064
Anti-Fosfo-PFKFB3 Proteintech Ozel Uretim
Anti-Rabbit 1gG Cell Signaling 7074
Anti-Mouse 1gG Cell Signaling 7076
Histon H3 Cell Signaling 4499

3.6. Immunfloresan Konfokal Mikroskopi (Immunsitokimya - IF-1C)

Immunfloresan deneyleri igin HeLa hiicreleri Fibronektin ile kapl
slaytlarda (Millipore; Kat. No. PEZGS0816) biiyiitiildii. Hiicreler ekildikten bir giin
sonra plazmid transfeksiyonlar1 gergeklestirildi. (Transfeksiyon yontemi baslik
3.8.”de detayl1 anlatilmistir.) Transfeksiyondan 24 saat sonra hiicreler % 4 formalin
(Pierce; Kat. No. 28906) kullanilarak fikse edildi. 15 dakikalik fikzasyon
sonrasinda slaytlara immunfloresan bloklama soliisyonu uygulandi. 1 saatlik
bloklama sonrasinda immunfloresan antikor diliisyon soliisyonu ile 1:1000 diliie
edilmis farede sentezlenmis FLAG (DYKDDDDK) antikoru (Origene; Kat. No.
TAS50011) bir gece siireyle +4 C’de uygulandi. Sonrasinda 3 kez PBS ile yikanmis
slaytlara yine antikor diliisyon soliisyonu ile 1:1000 diliie edilmis Alexa-Fluor-488
konjuge fare sekonder antikoru (Cell Signaling; Kat. No. 4408) uygulandi. 1 saatlik
inkiibasyondan sonra slaytlar tekrar 3 kez PBS ile yikand1 ve F-aktin boyanmas1 ve
sitoplazma isaretlemesi icin 15 dakika siireyle Falloidin (Cell Signaling; Kat. No.
8953) uygulandi. Bu asamadan sonra tekrar 1 kez PBS ile yikanan slaytlarin st

separatorleri alt kisimdan (lam) ayrildi ve DAPI igeren yapistirict soliisyon (Cell
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Signaling; Kat. No. 9071) damlatildi. Uzeri lamel ile kapatildiktan sonra iyice
kurumasi i¢in karanlikta bir gece bekletildi. Sonrasinda A-1R (Nikon) konfokal

mikroskop ile goriintiileme yapildi.

3.7. Immunhistokimya

Insanlardan elde edilmis doku kesitlerinde endojen PFKFB2
ekspresyonunun saptanmasi ve normal dokular ile karsilastirilmast i¢in bir pankreas
tiimorili doku array'i (BioChain; Kat. No. Z7020090) satin alinmistir. Kesitler ilk
once deparafinize ve rehidre edilip 10 dakika endojen peroksidaz inaktive
edilmistir. Sitrat tamponu ile antijen maskelenmesi kaldirilmis ve %3’liikk BSA ile
slaytlar bloklanmistir. +4°C’de bir gece boyunca primer antikor (PFKFB2 antikoru;
abcam, Kat. No.: ab70157) ile inkiibe edildi. PBS ile 3 kez yikanip ticari bir
immunhistokimya deteksiyon reajenti (Cell Signaling Technologies; Kat. No.
8114) ile 30 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. 3 kez PBS ile yikanarak HRP
susbstratr ile 10 dakika inkiibe edildi. Arkaplan boyamasi i¢in Hematoksilen
(Sigma; Kat. No. H3136) uygulanip 5 dakika bekledikten sonra kapatma soliisyonu
uygulanarak slaytlar lamel ile kapatildi. Isik mikroskobunda slaytlar

goriintiilenerek mikroskobik goriintiiler kaydedildi.

3.8. Transfeksiyon

Calismalar kapsaminda kurgulanan deneylerde ihtiyag¢ duyulan gen
ekspresyonu artis manipiilasyonlari, plazmid aracili over-ekspresyon yontemi
kullanilarak ve ihtiya¢ duyulan gen ekspresyonu azaltilmasi manipiilasyonlari, gen-
spesifik tasarlanmig siRNA molekiilleri araciliiyla gergeklestirilen ekspresyon
baskilama yontemi ile saglandi. PFKFB2’nin genetik olarak silinmesi amaciyla
yine plazmid aracilt over-ekspresyon kullanilmistir ve Cas9 enzimi ile birlikte
PFKFB2 spesifik gRNA ekspresyonu saglanmistir. Detaylar ilgili alt basgliklarda

verilmistir.
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3.8.1. Plazmid Transfeksiyonu

3.8.1.1. Transient (Gegici) Transfeksiyon

PFKFB2 ekspresyon artisinin etkilerinin anlagilmasi amaciyla hiicrelerde
PFKFB2 varyantlarinin plazmid araciligi ekspresyonu saglandi. (Kullanilan
plazmidlerin bilgileri ve klonlanmasma iliskin bilgiler Bashik 3.13.2°de
sunulmustur.) Bunun i¢in dncelikle hiicreler % 80 yayginliga sahip olacak sekilde
6-kuyucuklu plakalara ekildi ve bir sonraki giin plazmidler uygulandi. Plazmid
transfeksiyonu Lipofectamine 3000 kullanilarak gergeklestirildi ve iiretici firmanin
protokolii takip edildi. Kisaca, Lipofectamine 3000 ve 2 pg plazmid DNA’s1 ayri
tiiplerde OptiMEM ile diliie edildi ve 1:1 oraninda karistirildi. Hiicrelerin besiyeri
taze besiyeri ile degistirildi ve transfeksiyon karigimi hiicrelere damlatarak

uygulandi.

3.8.1.2. Stabil (Kalic1) Transfeksiyon

Hiicrelerin stabil transfeksiyonu igin, transient transfekte edilen hiicrelere
seleksiyon uygulandi. PFKFB2 over-ekspresyon deneylerinde selektif amacl
blastisidin (5 pg/ml), CRISPR deneylerinde ise puromisin (2 pg/ml) kullanildi.
Antibiyotik, transfekte edilmemis ve hi¢bir manipiilasyon yapilmamis bir hiicre
grubuna da uygulandi ve hiicre grubunda canli hiicre kalmadiginda seleksiyon sona
erdirildi. Sonrasinda hiicreler 96-kuyucuklu plakalara seri diliisyon teknigi ile
aktarildi. Kisaca, bir kuyucuga bir hiicre gelecek sekilde hiicreler besiyeri ile diliie
edildi ve kuyucuklara ekildi. 1 hafta sonra tek bir hiicreden tek bir koloni olugsmus
kuyucuklar isaretlendi ve iki haftanin sonunda 96-kuyucuklu plakadan tripsinize
edilerek 24-kuyucuklu plakalara aktarildilar. Gergek zamanli QPCR ve Western
blotlama kullanilarak hiicre manipiilasyonlar1 dogrulandi. Elde edilen hiicreler ile

planlanan deneyler gergeklestirildi.
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3.8.1.3. PFKFB2’nin CRISPR/Cas9 ile Inaktivasyonu Amaciyla Plazmid
Transfeksiyonu

CRISPR aracilt gen silinmesi manipiilasyonlari i¢in ticari bir kit satin alindi
(Origene; Kat. No. KN211359). Bu kit 4 plazmid igermektedir. Bunlar sirasi ile
kontrol gRNA igeren pCas-guide (GE100003) vektori, PFKFB2’ye spesifik
gRNA-1 ve gRNA-2 igeren iki pCas-guide vektori (KN211329G1 ve
KN211329G2) ve homolog rekombinasyon ile PFKFB2 silinen bolgeye entegre
olmasi planlanan pUC-Luc-Puro (KN211329LP-D) vektoridiir. Vektor
diyagramlar1 Sekil-10’da gosterilmistir. Bu sistemde kontrol gRNA, gRNA-1 ve
gRNA-2 igeren plazmidlerin her biri ayr1 ayri, pUC plazmidi ile birlikte transfekte
edildi (ko-transfeksiyon). Bu islem temel olarak 3.8.1.1. ile ayn1 sekilde uygulandi,
fakat kullanilan toplam 2 pg DNA’nin 1 pg’t gRNA ve Cas9 kodlayan plazmid, 1
pug’1 ise pUC plazmidi igerecek sekilde ayarlandi. Boylelikle PFKFB2 gen
inaktivasyonu gergeklestirilen bolgeye homolog rekombinasyon ile Luc-Puro

ekspresyon kasetleri entegrasyonu hedeflendi.

A Your Targst Sequence B
Loxp Loxp
LHA RHA
4 {EH-EH
PoK -> LoxP PGK A LoxP
e \
s pCas-Guide \
LHA RHA
J uc
% & P > LoxP PGK PA LoxP
) €|t Luc-pure — TS
LHA RHA
> LoxP PGK PA LoxP
o o mBFP-Neo _Cm. >IN ——
LHA / RHA
LHA RHA
EZH)-TH
PGK
Kromozom r, b Homolog Tamir
AT
Degistirilmis Kromozom ~ Lix; l'oxn

PGK

Sekil - 10: Calismada kullamilan CRISPR plazmidleri diyagrami. A. Bu sistemde pCas-Guide
ve pUC plazmidleri ko-transfekte edilerek hedef bolge inaktivasyonu sonrast homolog tamir
mekanizmasi ile ayn1 bolgeye Puro (puromisin direng geni) eklenebilmektedir ve bu sayede ilgili
genin ¢ikarildig1 hiicreler secilebilmektedir. B. Bu sistemde antibiyotik direng geni ve reporter
proteini segilebilmektedir ve caligmamzda Luc-Puro (Lusiferaz - Puromisin) kombinasyonu
secilmistir.
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3.8.2. siRNA Transfeksiyonu

siRNA transfeksiyonlarinda Lipofectamine RNAIMAX kullanilmistir.
Transfeksiyonlar {iretici tarafindan Onerilen protokole gore yapilmistir. Kisaca,
Lipofectamine ve siRNA (Applied Biosystems) ayr1 1,5 ml santrifiij tiiplerinde
OptiMEM ile diliie edilmistir. Daha sonra tiip igerikleri 1:1 oranda birbirine
karistirllmistir ve %50 yayginlhiktaki hiicrelere uygulanmistir. Final siRNA
konsantrasyonu 10 nM kullanilmistir. Calismada kullanilan siRNA molekiilleri

katalog numaralar1 Tablo 7°de belirtilmistir.

Tablo 7: Kullanilan siRNA Molekiillerine Iliskin Bilgiler.

siRNA Adi Katalog Numarasi
Kontrol siRNA-1 4390843
Kontrol siRNA-2 4390846
PFKFB2 siRNA-1 4390824- s10355
PFKFB2 siRNA-2 4390824- s10356
PFKFB3 siRNA-1 4390824- s10357
PFKFB3 siRNA-2 4390824- s10359

3.9. Tiimérijenik Potansiyel Deneyleri

3.9.1. Yumusak Agarda Koloni Formasyonu

Bazal laminaya tutunmadan canliligin1 devam ettirebilme ve gogalabilme
karsinomlarin en karakteristik 6zelliklerinden biridir (Fridman ve ark., 1990). in
vitro olarak, yumusak agar deneyleri karsinomlarin bu 06zelligini Olgebilen
(anchorage-independent growth) en giivenilir yontemlerden biri olarak kabul
edilmektedir (Cheung ve ark., 2004). Yumusak agar testleri daha dnce tarif edildigi
gibi yapilmistir (Telang ve ark., 2006). Kisaca; 60x15mm hiicre kiiltiir petrilerine
%0,7 yogunluktaki agaroz (42°C) igeren besiyerinden 3 ml eklendi ve agarin
sogumasi ve katilagsmasi icin oda 1sisinda 30 dakika beklendi. Daha sonra son

konsantrasyonu %0,35 olacak sekilde sivi agaroz ilave edilen ve hiicre yogunlugu
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1,5 x 10* olacak sekilde hiicre igeren besiyeri hazirlandi. Bu sivi agaroz-hiicre
karisimindan % 0,7 agaroz-besiyeri igeren her bir petriye 3 ml eklendi. Hiicreler 30
dakika oda 1s1sinda birakildiktan sonra inkiibatore kaldirildi. Haftada iki kez % 0,35
agaroz iceren besiyerinden 0,5 ml eklendi. 3 hafta sonra koloniler ¢ap olarak ve say1
olarak  olgiildii.  Olgiimler  i¢in  Image J  yazilmu  kullamld:

(http://rsbweb.nih.qov/ij/).

3.9.2. Koloni Formasyonu

Koloni formasyonu (Klonojenik analiz) deneyi, yumusak agarda koloni
formasyonu ile benzer sekilde, tiimor hiicrelerinin onkojenik potansiyelini 6lgmeye
yoneliktir. Yumusak agar deneyinde, agaroz katilmasi ile 3 boyutlu yar kati
ortamda olusan koloniler incelenebilirken, koloni formasyonu deneylerinde 2
boyutlu yiizeyde biiyliyen hiicrelerin, tek bir hiicreden koloni olusturabilme giicii
dl¢iilmektedir. Bu deney igin kullanilacak hiicreler, hiicre sayis1 1 x 10° olacak
sekilde hiicre kiiltiirii petrilerine toplam 5 ml besiyeri icerisinde ekilmis ve bir hafta
biiyiitiilmiistiir. Sonrasinda, besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler metanol ile -20°C’de
10 dakika fikse edildi. Fikzasyondan sonra 10 dakika %0,05 tripan mavisi ¢ozeltisi
(metanolde ¢oziinmiis) uygulanan petriler 5 defa PBS ile yikandi ve kolonilerin
goriintiileri  mikroskobik ve makroskobik olarak kaydedildi. Goriintiilerin
incelenmesi ile test edilen hiicrelerin koloni olusturabilme yetenekleri

karsilastirildi.

3.9.3. invazyon

Invazyon deneyi, tiimér hiicrelerinin bazal lamina invazyon yetenegini
6lgmek {izere tasarlanmis ve bazal laminayi in vitro taklit eden Matrigel (Corning;
Kat. No. 354228) kullanilarak gerceklestirilen bir deneydir (Justus ve ark., 2014).
Kisaca, hiicreler 12 saat FBS igermeyen besiyerinde inkiibe edildi ve 20x10? hiicre

FBS icermeyen 500 pl besiyerinde siispansiye edilerek ve tabani biiylime faktorii

43


http://rsbweb.nih.gov/ij/

azaltilmig bazal lamina bilesenleri (ekstraselliller matriks) ile kapli 8 ym'lik
membran igeren Boyden invazyon haznelerinin (Millipore; Kat.No. PIEP12L04)
iist bdlmesine aktarildi. Kemoatraktan olarak alt bolmeye 500-750 uL % 5 FBS
iceren normal besiyeri eklendi. 24 saat sonra, iist bolmedeki invaze olmamis
hiicreler 1slatilmis Q-tip ile uzaklastirildiktan sonra invaze olan hiicreler metanolde
fikse edildi (2 dk) ve %2 etanol igerisindeki %0.2 kristal viole sollisyonunda
boyandi (15 dk). Boyali hiicreler invert 151k mikroskobunda (Accu Scope) 20X lik
objektif altinda en az ii¢ sahada sayildi. Normal plakalarda biiyiiyen hiicrelerle
veriler normalize edildi ve kontrol hiicreleri baz alinarak invazyon % seklinde

hesaplandi.

3.9.4. Yara lyilesmesi Deneyi

Yara iyilesmesi deneyi, tiimdr hiicrelerinin go¢ yeteneklerini 6lgmek iizere
kullanilan bir yontemdir (Rodriguez ve ark., 2005). Bu deney i¢in hiicreler sayilarak
%80 yayginlikta olacak sekilde 6-kuyucuklu plakalara ekildi. Bir giin sonra 10
ul’lik bir pipet ucu yardimiyla plakalarda “+” isareti olacak sekilde 2 ¢izik
(hiicrelerin uzaklastirildigi bolge) olusturuldu ve invert mikroskop ile baslangig
goriintlileri kaydedildi. Sonrasinda 6, 12, 24 ve 36 saat sonra gorlintiiler
kaydedilerek hiicre gruplar1 karsilastirilarak migrasyon yetenegi farklar

karsilastirildi.

3.9.5. Sfer Formasyonu

Hiicrelerin ylizey bagimsiz biiyiimelerini gdsterebilmek icin; 1X B27
Supplement (Gibco; Kat. No.:17504044), 2 ug/ml Heparin (Stem Cell Tehcologies;
Kat. No.: 7980), 20 ng/ml EGF (Invitrogen; Kat. No.: PHG0311L), 10 ng/ml FGF
(Gibco; Kat. No.: PHG0261), 5 ng/ml gentamisin igeren DMEM besiyeri kullanildi.
24-kuyucuklu “ultralow attachment” plakalara, kuyu basia 750 hiicre ekildi ve
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37°C’de %5’lik CO2’li inkiibatore kaldirildi. Kiirecik (sfer) olusumunun takibi,

hiicre ekiminden 7 giin sonra goriintii alinarak yapildi.

3.9.6. Tlac Direnci Deneyi

Kemoterapotiklere direng, kanserin 6nemli 6zelliklerindendir ve tedavide
karsilasilan en 6nemli gili¢lilklerdendir. Gemsitabin, pankreatik kanser tedavisinde
siklikla kullanilan bir niikleozid analogudur. ilag direnci deneyleri igin Gemko
(Kogak Farma) kullanildi ve Uludag Universitesi Kemoterapi Ilag¢ Hazirlama

Merkezi’nden temin edildi.

3.10. Fruktoz-2,6-Bisfosfat Analizleri

Hiicreler soguk PBS ile iki kez yikandi ve 100 mM NaOH soliisyonunda 80
°C’de 5 dk lize edildi. Lizatlarin pH’1 soguk asetik asit (1 M) ve HEPES ile 7.2’ye
diistiriildii. Schaftingen ve ark. (1980) tarafindan tanimlanan yontem kullanilarak
Fru-2,6-BP konsantrasyonu kinetik spektrofotometrik olarak belirlendi. Bu
yontemde &rnekler 25 °C’de 10 dakika boyunca; 50 mM Tris, 2mM Mg*?, 1 mM
Fruktoz-6-fosfat, 0,15 mM NAD, 10 kU/I Pirofosfat-baglh fosfofruktokinaz-1, 0,45
kU/I aldolaz, 0,5 kU/I tirozfosfat izomeraz, 1,7 kU/I gliserol-3-fosfat dehidrojenaz
ve 0,5 mM pirofosfat bulunan ortamda inkiibe edildiler. 0,5 mM pirofosfat
eklenmesiyle baslatilan reaksiyon boyunca dakikada bir 339 nanometre dalga
boyunda absorbans degerleri 6lgiildii. Orneklerin Fru-2,6-BP konsantrasyonlari,
Ol¢iilen standartlara gore hazirlanmis grafige gore (Sekil - 11) hesaplandi ve total

proteine normalize edildi.
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Fruktoz-2,6-bisfosfat Standart Analizi

Konsantrasyon
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Sekil - 11: Fruktoz-2,6-bisfosfat standart absorbans degisim hizi / Konsantrasyon grafigi.
Hiicrelerden elde edilen lizatlardaki Fru-2,6-BP konsantrasyonlar1 hesaplanmasi amactyla, bilinen
konsantrasyonlarda Fru-2,6-BP’in reaksiyondaki varligina gore absorbans degisim hizlar1 6l¢iildii
ve elde edilen grafige gore orneklerin konsantrasyonlari hesaplandi.

3.11. Glikoz Alimm1 Analizi

Glikoz alim analizi i¢in hiicreler glikoz icermeyen besiyerine ekildi ve 30
dakika siire boyunca glikoz agisindan ag birakildi. Besiyerlerine hizlica 2-[**C]-
Deoksiglikoz (0.25 pCi/ml; PerkinElmer Life Sciences) eklendi ve 15 dakika
stireyle 37 “C’de inkiibe edildi. 15 dakika sonunda kuyucuklar FBS ve glikoz
icermeyen soguk besiyeri ile 3 kez yikandi ve 500 pl % 0.1 Sodyum dodesil stilfat
uygulandi. Ornekler 1,5 ml tiip icerisine toplandi ve 350 pl érnek cam sintillasyon
Olctim kaplarina aktarildi. Her birinin {izerine 5 ml sintillasyon sivis1 (Microscint-
40) eklenerek karistirildi ve Tri-Carb 2910 sivi sintillasyon analiz cihazinda
(PerkinElmer) 6rneklerin CPM (dakikadaki sintillasyon sayis1) degerleri okundu.
Geri kalan 150 pl lizat ile protein konsantrasyonu 6l¢iildii (Baslik 3.5.3°de anlatilan

yontem ile). CPM degerleri protein konsatrasyonuna gore normalize edildi.

46



3.12. Glikoliz Analizi

Glikoliz analizi daha once tarif edildigi gibi, enolaz reaksiyonu ile
gerceklestirildi (Imbert-Fernandez ve ark., 2014; Yalcin ve ark., 2014). Deney
kisaca, kullanilan glikoz molekiiliiniin 5. konumundaki karbon atomuna bagl
hidrojenin ve bu hidrojen ile enolaz reaksiyonunda sentezlenen H.O molekiiliiniin
radyoaktif olmasmma dayanmaktadir. Deneyin gergeklestirilmesi igin kisaca; 6
kuyucuklu plakalarda biiyiitiilmiis hiicrelerin besiyeri, 500 pl 1 pCi 5-[*H]-glikoz
iceren besiyeri ile degistirildi ve 30 dakika siireyle 37 °C’de inkiibe edildi.
Sonrasinda besiyerleri toplandi ve herhangi bir 6lii hiicrenin uzaklastirilmasi
amaciyla 5 dakika 8000 rpm’de santrifiij edildi. Deney sonucunda olusmus *H,0
molekiiliiniin besiyerinde bulunan normal H20 molekiillerinden ayrimi amaciyla
kapali1 bir evoporasyon teknigi uygulandi. Kisaca, bir sintillasyon tiipiine 1 ml H,0O
eklendi ve icerisine agz1 agik olacak sekilde 500 pl hacimli bir santrifiij tiipli kondu.
Bu santrifiij tiipiiniin igerisine 150 pl hiicrelerden toplanmis besiyeri koyuldu ve
sintillasyon tiipleri, agz1 sikica kapali olacak sekilde 48 saat boyunca 37 “C’de
inkiibe edildi. Bu sayede &rneklerden alman besiyerlerinde bulunan 3H>0’nun
sintillasyon tiipii igerisindeki H2O’ya difiizyonu saglandi. 48 saat sonra santrifiij
tiipleri, sintillasyon tiipleri icerisinden c¢ikarildi ve sintillasyon tiiplerine 5 ml
sintillasyon sivist (Microscint-40) eklenerek karistirildi ve Tri-Carb 2910 sivi
sintillasyon analiz cihazinda (PerkinElmer) orneklerin CPM (dakikadaki
sintillasyon sayis1) degerleri okundu. Protein konsantrasyonlarmma gore
normalizasyon i¢in hiicrelere, besiyeri toplandiktan sonra 500 pl % 0.1 sodyum
dodesil stilfat uyguland1 ve protein konsantrasyonlar1 6l¢iildii (Baslhik 3.5.3’de
anlatilan yontem ile). CPM degerleri protein konsatrasyonuna gore normalize
edildi. Glikoz alimi ve glikoliz analizleri yapilamayan durumlarda hiicre
besiyerlerindeki laktat konsantrasyonu ticari bir kit ile (Biovision; Kat. No. K627)

oOl¢iilerek laktat analizi yapildi.
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3.13. Akis Sitometri

3.13.1. Hiicre Siklusu Analizi

Hiicre dongiisii analizi i¢in Muse hiicre siklusu analiz kiti (Millipore; Kat.
No.: MCH100106) kullanildi. Hiicreler tripsinize edildi ve pellet iizerine 500 pl
%70’lik etanol eklenerek -20°C’de 3 saat boyunca fikse edildi. Fiksasyon
sonrasinda santrifiijleme ile etanol uzaklastirildi “Cell Cycle Reagent” eklendi.
Hiicreler oda sicakliginda, karanlikta 20 dakika inkiibasyon sonrasinda hiicrelerin
dongii fazlarindaki dagilimlari, 5000 event ile Muse® cihazinda (Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dalr) degerlendirildi.

3.13.2. Apoptoz Analizi

Apoptoz analizi i¢gin Muse apoptoz analiz kiti (Millipore; Kat. No.:
MCH100105) kullanildi. Hiicreler tripsinize edildi ve %1 FBS icerisinde siispanse
edildi. Sonrasinda 100 pl “Annexin V & Dead Cell Reagent” adli analiz reaktif
eklendi ve hiicreler Muse® cihazinda (Uludag Universitesi Tip Fakiiltesi

Biyokimya Anabilim Dal1) analiz edildi.

3.14. Plazmid Uretimi ve Klonlama

3.14.1. Bakteriyel Transformasyon ve Plazmid Ekstraksiyonu

Bakteriyel transformasyon i¢in ticari olarak satilan bir E.coli susu kullanild1
(NEB; Kat. No. C2987). Transformasyon i¢in, 50 pl hiicreye 50 ng plazmid
uyguland1 ve hafifce karistirarak 30 dakika buz iizerinde bekletildi. Sonrasinda 30
saniye siireyle 42 °C 1s1 soku uygulandi ve hemen tekrar 5 dakika siireyle buz

tizerinde bekletildi. Bakteri karigimi iizerine 950 pl S.O.C. besiyeri (NEB; Kat. No.
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B9020) eklendi ve 37 °C’de 1 saat siireyle inkiibe edildi. 1 saatlik ilk tiretim
sonrasinda bakterilerin seleksiyonu amaciyla antibiyotikli LB Agar kullanildi ve 37
°C inkiibatorde 8 saat inkiibe edildi. Olusan koloniler antibiyotikli Luria Broth
besiyerinde tekrar 37 “C’de 8 saat iiretildi. Seleksiyon amaciyla pPCMV6-Entry i¢in
kanamisin (30 pg/ml) veya pPCMV6-A-BSD i¢in ampisilin (100 pg/ml) kullanildi.
Plazmid ekstraksiyonu ticari bir kit kullanilarak yapildi1 (QIAGEN; Kat. No: 27104)

ve liretici firmanin protokolii takip edildi.

3.14.2. PFKFB2’nin pCMV6-BSD vektoriine klonlanmasi

PFKFB2’nin iPDE, iPDE+KRAS ve MIA PaCa-2 hiicrelerinde stabil
ekspresyonunun saglanmasi amaciyla ticari olarak satin alinan PFKFB2 varyant-1
ve PFKFB2 varyant-2 klonlanmis pCMV6-Entry vektorlerinde (Origene; Kat. No.
RC211329 ve RC219676) bulunan PFKFB2 kodlayan bdlge (Daha 6nce firma
tarafindan Sgfl ve Mlul ile Klonlanmis), pPCMV6-BSD vektoriine (Origene; Kat.
No. PS100022) klonlandi. Bu klonlama i¢in her iki vektdrde de kesim alan1 bulunan
BamH1 (NEB; Kat. No. R3136) ve Pmel (NEB; Kat. No. R0560) enzimleri
kullanildi1. Vektor haritalar1 ve kesim bolgeleri Sekil-12°de gortilmektedir.
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Schematic of the multiple cloning sites:
PCMV6-Entry
Koza!:“
EcoR | n 1 RBS Sgf 1 Ascl

CTATAGGGCGGCCGGGAATTCGTCGACTGGATCCGGTACCGAGGAGATCTGCCGCCGCGATCGCCGGCGCGCCAGATCT

Hind Il Nhe! Rsrll Miu | Not | Xho I Myc.Tag

CAAGCTTAACTAGCTAGCGGACCG ACG CGT ACG CGG CCG CTC GAG CAG AAA CTC ATC TCA GAA GAG
T R T R P L E Q K L I S E E

EcoRV DDK.Tag Fsel
GAT CTG GCA GCA AAT GAT ATC CTG GAT TAC AAG GAT GAC GAC GAT AAG G 'AA ACGGCCGGCC
D L A A N D I L D p 4 K D D D D K V  seop

B P,

& (2)
2,
& o
< %

pCMV6-A-BSD £ .,

]
m Asc |
= 55kb Hind 1l
o
Rsr Il
$- Miu |
> Sto
° P
svao o
Schematic of the multiple cloning sites:
Kozak
pCMV6-A-BSD Coneeneus
EcoR | n 1 RBS Sgfl Ascl
CTATAGGGCGGCCGGGAATTCGTCGACTGGATCCGGTACCGAGGAGATCTGCCGCCGCGATCGCCGGCGCGCCAGATCT
Hind Il Miu | Notl  Xhol Fsel
CAAGCTTAACTAGTTAGCGGACCG ACG CGT TAA GCGGCCGCACTCGAGGTTTAAACGGCCGGCCGCGGAGCT
T R stop

Sekil - 12: Calismada kullanilan ekspresyon vektorleri. A. pPCMV6-Entry vektorii. B. pCMV6-
A-BSD vektorii. Her iki vektorde kesim bolgesi olarak kullanilmis BamH1 ve Pmel restriksiyon
bolgeleri sekanslar lizerinde isaretlenmistir.
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[k olarak PFKFB2 varyant-1 ve 2 kodlayan 1’er pug plazmid ve pCMV6-
BSD plazmidi her iki kesim enzimiyle 37 °C’de reaksiyona sokuldu. 1 saat siiren
restriksiyon reaksiyonu sonrast DNA’lar, bir DNA saflastirma kiti kullanilarak
(Macherey Negel, Kat. No. 740609.50) saflastirildi ve agaroz jel elektroforezi ile
separe edildi (Sekil - 13-A ve 13-B). Elde edilen saf DNA fragmentleri, yine
BamH1 ve Pmel ile restrikte edilmis pCMV6-BSD plazmidi ile ticari bir kit
kullanarak 1 saat siireyle oda 1sisinda ligaz reaksiyonuna sokuldu ve sonrasinda
3.13.1.’de anlatildig1 sekilde kompetent bakteri hiicrelerine transformasyonu

saglandi.

Bakteri iiremesi sonrasinda, bakteri kolonilerinden elde edilen plazmidler
ile restriksiyon kontrolii gerceklestirildi. Bu kontrolde, elde edilen klonlanmis
plazmidler, tekrar BamH1 ve Pmel enzimleri ile restrikte edildi ve klonlanmak
istenen PFKFB2 c¢DNA boyutunda fragment olup olmadigi kontrol edildi.
Sonuglara gore; P2-v1 klonlanmis plazmidlerden 7 adetinde (Sekil - 13-C), P2-v2
klonlanmis plazmidlerde ise 1 adetinde (Sekil - 13-D) ~1500 baz ¢ifti liriin goriildii
ve bu plazmidler pozitif kabul edildi. Son bir kontrol olarak HeLa hiicrelerinde
transient over-ekspresyon gergeklestirilerek PFKFB2 ekspresyonuna etkisi orjin
plazmid olan pCMV6-Entry plazmidleri ile karsilastirilarak degerlendirildi ve
pozitif plazmidler pPCMV6-P2-v1-BSD (PFKFB2 transkript varyant-1) ve pCMV6-
P2-v2-BSD (PFKFB2 transkript varyant-2) olarak adlandirildi ve over-ekspresyon

deneylerinde kullanildi.

3.15. istatistiksel Analizler

Iki grup arasi matematiksel farkin karsilastirildig: istatistiksel analizlerde
¢ift kuyruklu (2-tailed) t-testi kullanildi. (Deneye gore esli veya iki ornek esit
olmayan varyans t-testi secildi.) Istatistiksel analizlerde elde edilen p degerleri

bulgular ile beraber sunuldu ve p<0,05, p<0,001 anlamli olarak degerlendirildi.
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Sekil - 13: PFKFB2 ¢DNA klonlanmasi. A. PFKFB2 varyant-1 kodlayan pCMV6-Entry vektorii
restrikte edildikten sonra alman jel elektroforez goriintiisii. Insert kirmizi ile isaretlenmistir. B.
PFKFB2 varyant-2 kodlayan pCMV6-Entry vektorii restriksiyonu sonrasi alinan agaroz jel
elektroforez goriintiisii. Insert kirmizi olarak isaretlenmistir. Goriilen iic adet bant aymi olup
birlestirilerek kullanilmistir. C. Plazmid ekstraksiyonu sonrasinda elde edilen PFKFB2 varyant-1
klonlanmig pCMV6-A-BSD plazmidlerinin BamH1 ve Xhol enzimleri ile restriksiyonu sonrasi
alman jel elektroforez goriintiisii. Kirmizi ile isaretlenmis bdlge restriksiyon sonrasi 1500 baz ¢ifti
biiyiikliigiinde bolgeyi gostermektedir. D. Plazmid ekstraksiyonu sonrasinda elde edilen PFKFB2
varyant-2 klonlanmig pCMV6-A-BSD plazmidlerinin BamH1 ve Xhol enzimleri ile restriksiyonu
sonrasinda alinan jel elektroforez goriintiisii. Kirmizi ile isaretli bolge restriksiyonu sonrasit 1500
baz ¢ifti biiyilikliigiindeki bolgeyi gostermektedir.
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4. BULGULAR

4.1. PFKFB2’nin Kanser Hiicrelerinde Ekspresyonu ve Lokalizasyonu

4.1.1. PFKFB2 Ekspresyonu Kanser Dokularinda Artmaktadir.

PFKFB2’nin kanser biyolojisindeki roliiniin incelenmesi amaci ile ilk olarak
kanser dokularindaki PFKFB2 ekspresyonlari, karsilik gelen normal dokular ile
karsilastirildi. Bu amagcla ilk olarak ONCOMINE veri tabaninda bulunan
orneklerdeki PFKFB2 mRNA ekspresyon verileri incelendi. Sonrasinda
dondrlerden toplanmis normal ve tiimdr kesitleri iceren doku kesiti setleri

kullanilarak immunhistokimyasal boyama yapildi.

4.1.1.1. ONCOMINE Veritabam Analizi

Yapilan veritabani analizi sonucunda, PFKFB2 mRNA ekspresyonlarinin
pankreatik adenokarsinomalarda, normal pankreas dokusuna gore 2,05 kat arttig1
(p=0,026<0,05) (Sekil - 14-A); duktal invaziv meme karsinomlarinda, duktal
meme hiicrelerine gore 4,492 kat arttig1 (p=0,007<0,01) (Sekil - 14-B); serviks
skuamoz hiicre karsinomlarinda, serviks skuamoz epitel hiicrelerine gore 1,686 kat

arttig1 (p=0,004<0,01) (Sekil - 14-C) saptandi.
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Sekil - 14: ONCOMINE veritabanindan elde edilen veri setlerinde yapilan analizlere gore
kanser dokularinda, karsihk gelen normal dokulara gore PFKFB2 ekspresyonu onemli
oranda artmaktadir. A) Pankreatik adenokarsinoma veri seti. B) Meme karsinomu veri seti. C)
Serviks skuamoz hiicre karsinomu veri seti.
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4.1.1.2. Immunhistokimya Analizi Sonuglar

Incelenen doku kesitlerinde, PFKFB2 ekspresyonunun, karsilik gelen
normal dokuya gore arttigi goriildi. Sekil - 15°de gorildiigi gibi, timor
dokularinda daha koyu boyanma elde edildi. Benzer sekilde, normal dokularda
hiicre niikleuslar1 goriiniir iken, timor dokularinda niikleuslarin goriiniirliik kayba,
PFKFB2’nin niikleusa lokalize oldugunu diisiindiiren ilk ipucu olarak

degerlendirildi.

Sekil - 15: Pankreatik adenokarsinoma dokularinda PFKFB2 ekspresyonu, pankreas normal
dokusuna gore artmaktadir. AB ve C normal pankreas dokusu; D,E ve F pankreatik
adenokarsinoma dokusu.
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4.1.2. PFKFB2 Kanser Hiicre Hatlarinda Eksprese Edilmektedir.

Kanser dokularindaki PFKFB2 mRNA ekspresyon artis1 ve doku
kesitlerindeki PFKFB2 protein miktar1 artisi gozlendikten sonra farkli bolge
timdrlerinden elde edilmis hiicre modellerindeki PFKFB2 ekspresyonlar
karsilastirildi. HeLa (serviks), A549 (akciger), A375 (melanoma), MCF7 (meme),
HCT116 (kolon), DU145 (prostat) ve Panc1 (pankreas) hiicre hatlar1 farkli dokulari
yansitmasi amacityla secildi ve hiicreler normal kosullarda biiyiitiildii. Elde edilen
lizatlardan mRNA ve protein elde edilerek PFKFB2 ekspresyonu agisindan

incelendi.
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Sekil - 16: Farkhh dokulardan elde edilmis farkhh kanser hiicre hatlarinda PFKFB2
ekspresyonu tespit edilmistir. A) Normal kosullarda biiyiitiilmiis hiicrelerdeki PFKFB2 mRNA
ekspresyonlari. Endojen kontrol olarak B-aktin kullanilmistir. B) Normal kosullarda biiyiitiilmiis
hiicrelerdeki PFKFB2 protein miktarlari. Yiikleme kontrolii olarak B-aktin kullanilmustir.
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PFKFB2 mRNA ekspresyonu en diisiik A549 hiicresinde saptand1 ve relatif
kantitasyon hesaplamasinda A549 hiicrelerindeki ekspresyon 1 (bir) kabul edildi.
Diger hiicrelerde sirasi ile ekspresyonlar; HeLa: 6,0563 +0,2199, A549: 1+0,1679,
A375: 2,9699 + 0,2326, MCF7: 4,6579 + 0,4691, HCT116: 5,9688 + 1,4691,
DU145: 7,0965 + 0,5741 ve Pancl: 8,1285 + 0,3769 olarak belirlendi (Sekil - 16-
A).

Elde edilen protein lizatlar1 Western blotlama ile analiz edildi ve incelenen

tiim hiicrelerde PFKFB2 protein ekspresyonu saptandi (Sekil - 16-B).

4.1.3. PFKFB2’nin Her iki Varyanti Kanser Hiicre Hatlarinda Eksprese
Edilmektedir.

PFKFB2’nin iki izoformu ve bu izoformlari1 kodlayan iki mRNA varyanti
bulunmaktadir (Sekil - 17-A). Literatiirde PFKFB2 kirpilma varyantlar1 ve
ekspresyon profillerine iliskin bilgi smirli oldugundan PFKFB2 ekspresyonu
saptanan hiicre hatlarinda eksprese edilen PFKFB2 varyantlari incelendi. Bu
varyantlar tarafindan kodlanan proteinler arasinda yalmizca 4 kDa fark
bulundugundan, ayrimin mRNA temelinde yapilmasi planlandi ve varyant spesifik

primerler kullanilarak hiicre hatlarinda PFKFB2 varyant ekspresyonlari saptandi.

Bu amagla dizayn edilen primeler (Baslik 3.4.3), ilk olarak spesifite 6l¢iimii
amaciyla P2-v1 ve P2-v2 kodladig: bilinen plazmidler kullanilarak test edildi. P2-
v1 spesifik primer ¢iftinin yalnizca P2-v1 plazmidini, P2-v2 spesifik primer ¢iftinin
ise yalnizca P2-v2 plazmidini amplifiye ettigi goriildi (Sekil - 17-B). Bu test ve
dogrulama sonras1 PCR reaksiyonu HelLa, A549, A375, MCF7, HCT116, DU145,
Pancl hiicrelerinden elde edilmis c¢cDNA’lar kullanilarak gerceklestirildi ve
incelenen tiim hiicre hatlarinda her iki PFKFB2 varyanti ekspresyonunun

gerceklestigi saptandi (Sekil - 17-C).

57



A

E1 gE2 gE3 g E4 g E5 g E6 g E7 g E8 g E9 gE10gE11 gE12gE13 sy E14

PFKFB2 Varyant 1

E1 gE2 g E3 g E4 g E5 g E6 g E7 g E8 g E9 gE10gE11gE12gE13

PFKFB2 Varyant 2
B . = P2-v1 P2-v2
Primerler = plazmid  plazmid
700 .
600
P2-v1 sw0 «o -_—
400

700

P2-v2 5o s -

400 | s
C - 2 © a5 A N e A
Baz Cifti S SRR R G
Primerler A R S 2R R L
700
P2-v1 001 L e Y e e e -

400

700 — —

P2-v2 ggg—_—_—-——-—
400

500 —— —

B-aktin —————— —

200

Sekil - 17: Kanser hiicre hatlarinda PFKFB2’nin her iki varyanti eksprese edilmektedir. A)

PFKFB2 mRNA varyantlar1 ekson siralamalari. PFKFB2 varyant-1 Ekson 1’den Ekson 14’e tim

eksonlart igerirken, PFKFB2 varyant-2 Ekson 14 yerine Ekson 15 igerir. B) Tasarlanan PFKFB2

varyant spesifik primer ¢iftinin kontrolii. (- : DNA i¢cermeyen negatif kontrol.) C) Hiicre hatlarindaki

P2-vl ve P2-v2 ekspresyonlari. Yiikleme kontrolii olarak B-aktin primerleri ile yapilan PCR
kullanilmistir. Markor degerleri baz ¢ifti olarak verilmistir.

4.1.4. PFKFB2 Hiicre Niikleusuna Lokalize Olmaktadir.

Kanser hiicrelerinde PFKFB2 ekspresyonu saptandiktan  sonra,
PFKFB2’nin hiicre i¢i lokalizasyonu incelendi. Daha 6nceki ¢aligsmalar (Yalcin ve
ark., 2009a; Yalcin ve ark., 2014) PFKFB3’iin niikleusa lokalize oldugunu
gosterdiginden, PFKFB2 icin gecerli benzer bir durum olup olmadigi arastirildi. Bu
amagla, HeLLa, HCT116 ve Pancl olmak {izere normal kosullarda biiyiitiilmiis {i¢

hiicre hattindan sitoplazma ve niikleus protein lizatlar1 elde edildi ve Western
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blotlama ile PFKFB2 ve PFKFB3 lokalizasyonlar1 incelendi. Yapilan analizde
endojen eksprese edilen PFKFB2 nin niikleusa lokalize oldugu goriildii (Sekil - 18).

HeLa HCT116 Panc1
S.E. NNE. S.E. N.E. S.E. N.E.

PFKFB2 — =TT

PFKFB3--. — R e
Oct1 — r—— ——

a-tubulin | e oo —

Sekil - 18: Endojen eksprese edilen PFKFB2; HeLa, HCT116 ve Pancl hiicrelerinde niikleusa
lokalize olmaktadir. Octl niikleus markdrii, a-tubulin sitoplazma markérii olarak kullanilmistir.
S.E.: Sitoplazmik ekstrakt ve N.E.: Niikleus ekstrakt.

Her ne kadar antikorlar ilgili proteine karsilik spesifik iiretilse dahi bazi
durumlarda bir antikor benzer izoformlar1 taniyabilir. Bu amagla kontrol i¢in HeLa
hiicrelerine kontrol siRNA, PFKFB2 spesifik siRNA, kontrol vektorii ve P2-v1
vektorli transfekte edildi. Sonrasinda PFKFB2 ekspresyonu ve lokalizasyonu
incelendi. Goriilen bantlar kontroller ile karsilastirildi. PFKFB2 siRNA
orneklerinde sitoplazma ve niikleus bantlarinda azalma, P2-v1l over-ekspresyon
orneklerinde ise PFKFB2 bantlarinda artma gortiildi. Boylelikle, kullanilan
antikorun spesifitesi dogrulandi (Sekil - 19).
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Kontrol PFKFB2 Kontrol P2-v1
siRNA siRNA Vek Vek
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Sekil - 19: Kullamlan PFKFB2 antikoru, PFKFB2’ye spesifiktir. siRNA uygulanmasi ile
PFKFB2 protein miktarinin azalmasi ve P2-v1 over-ekspresyonu ile PFKFB2 protein miktarinin
artmasi kullanilan antikorun spesifik oldugunu gostermektedir. Oct-1 niikleus markérii, a-tubulin
sitoplazmik markor olarak ve FLAG, over-ekspresyon dogrulamasi amaciyla kullanilmistir. S.E.:
Sitoplazmik ekstrakt ve N.E.: Niikleus ekstrakti

4.15. PFKFB2 Transkript Varyant-1, Varyant-2’ye Gore Daha Yiiksek
Oranda Niikleusa Lokalize Olmaktadir.

PFKFB2 varyantlarinin intraselliiler lokalizasyonlarmin incelenmesi
amaciyla Mia PaCa-2 hiicrelerinde P2-v1 ve P2-v2 over-eksprese edildikten 48 saat
sonra sitoplazma — niikleus ayristirilmasi yapildi ve Western blotlama ile PFKFB2
lokalizasyonu analiz edildi. Deney sonucuna gore P2-v1’in P2-v2’ye gore ~2,5 kat

daha fazla niikleusa lokalizasyon oranina sahip oldugu goriildii (Sekil - 20).
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Sekil - 20: Mia PaCa-2 hiicrelerinde P2-v1, P2-v2’ye oranla 2,5 kat daha fazla niikleusa
lokalize olmaktadir. N.E. FLAG bant dansitometresi, S.E. FLAG bant dansitometresine
boliinenerek Niikleus Lokalizasyonu Orani elde edildi. S.E.: Sitoplazmik ekstrakt, N.E.: Niikleus
ekstrakti
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Lokalizasyon goriintiilemesi amaciyla immunsitokimya kullanild1 ve bu
deney icin HeLa hiicreleri segildi. (Immunfldresan deneylerde hiicre sekli
uygunlugu sebebi ile HelLa hiicrelerinin kullanimi olduk¢a yaygindir.) HelLa
hiicrelerinde her iki PFKFB2 varyanti ayr1 hiicre gruplarinda over-eksprese edildi
ve FLAG antikoru ile immunsitokimya yapildi. Hazirlanan slaytlar bir konfokal
mikroskop ile goriintiilendi ve incelemeler sonucunda P2-v1’in P2-v2’ye gore daha

yiiksek oranda niikleusta bulundugu tespit edildi (Sekil - 21).

DAPI FLAG Falloidin Birlestirilmis

P2-v1

\
P2-v2

Sekil - 21: P2-vl, P2-v2’ye oranla daha fazla niikleusa lokalizasyona sahiptir. FLAG ile
isaretlenmis P2-v1 ve P2-v2 proteinlerini kodlayan plazmidler HeLa hiicrelerinde eksprese edildi ve
immunfloresan konfokal mikroskobi ile FLAG goriintiilendi. Niikleus boyamasi i¢in DAPI,
sitoplazma boyamasi i¢in Falloydin kullanildi.

PFKFB3’iin niikleusa lokalizasyonu 472. Konumda bulunan KKPR amino
asitleri sayesinde olmaktadir (Li ve ark., 2018; Yalcin ve ark., 2009a). Benzeri bir
niikleusa lokalizasyon sekansi agisindan PFKFB2 varyantlari analiz edildi ve P2-
vl’de 459. Konumda PVRMRRN ve 477. Konumda RRPR olmak {izere iki
niikleusa lokalizasyon sinyali bolgesi; P2-v2’de ise 459. Konumda RRRP olmak
tizere bir niikleusa lokalizasyon bdlgesi belirlendi (Sekil - 22-A).
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Son olarak PFKFB2 varyantlarinin daha detayli lokalizasyon analizi
amactyla hiicre lizatlar1 sitoplazma/niikleus/niikleus-kromatin bagli seklinde
ayristirildi. Benzer sekilde Western blotlama ile PFKFB2 lokalizasyonu incelendi
ve sonug olarak (i) P2-v1’in niikleusa lokalizasyonu ve (ii) P2-v2’nin niikleusta
goriilmemesi ile P2-v1’in daha yiliksek oranda niikleusa lokalizasyon gosterdigi
dogruland1. Her iki PFKFB2 varyanti da kromatin bagl ekstraktlarda saptanmadi.
PFKFB2’nin niikleusta kromatine baglanmadigi anlasildi (Sekil - 22-B).

A
441 459 477 505
AVNTHRDKPTNNFPKNQTPVRMRRNSFTPLSSSNTIRRPRNYSVGSRPLKPLSPLRAQDMQEGAD
P2-v1
421 459 471
FKLTPVAYGCKVETIKLNVEAVNTHRDKPTAAETTLAVRRRPSAASLMLPC
P2-v2
B
Vek P2-v1 P2-v2
S.E. N.E. K.B. S.E. N.E. K.B. S.E. N.E. K.B.
— m—
FLAG -— —
Histone H3 — C — ——

Sekil - 22: PFKFB2 varyantlari niikleusa lokalizasyon sinyali (NLS) bolgeleri icermektedir ve
niikleusta kromatine baglanmamaktadir. A) PFKFB2 varyantlarinin protein sekanslar
gosterilmistir. Niikleusa lokalizasyon bolgesi sekanslari isaretlenmistir. Her iki PFKFB2 varyanti
NLS igermektedir. B) P2-vl niikleusa lokalize olmaktadir, fakat kromatine baglandigi tespit
edilmemistir. S.E.: Sitoplazmik ekstrakt, N.E.: Niikleus ekstrakti, K.B.: Kromatine bagl niikleus
ekstrakti.
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4.2. KRAS®?D’pin iPDE Hiicrelerin Onkojenik Transformasyonuna Ve
PFKFB Enzimlerine Etkileri

42.1. KRAS®G?D jle iPDE Hiicrelerinin Onkojenik Transformasyonu
Proliferasyon, Glikoliz ve Fru-2,6-BP Miktarlarim Artirir.

KRAS®P°nin  iPDE hiicrelerde proliferasyona etkisinin anlagilmasi
amactyla iPDE ve iPDE+KRAS hiicreler, 75 x 10%kuyucuk olacak sekilde 6-
kuyucuklu plakalara ekildi ve 72 saat sonra hiicre sayilar1 hemositometrik olarak
degerlendirildi. iPDE+KRAS hiicrelerin, iPDE hiicrelere oranla daha fazla prolife
olduklar1 goriildii. (iPDE: 232,2 + 15,7 x 10° hiicre/kuyucuk; iPDE+KRAS:
299x10%+ 8,9 x 10° hiicre/kuyucuk; p=0,0065<0,05) (Sekil - 23).
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Sekil - 23: iPDE+KRAS hiicrelerinin proliferasyonu, iPDE hiicrelerden daha hizh
gerceklesmektedir. Istatistiksel anlamli farklilik * ile gdsterilmistir.

KRASC?P*nin iPDE hiicrelerin glikoz alima, glikoliz hizina ve Fru-2,6-
BP konsantrasyonuna etkilerinin incelenmesi amaciyla iPDE ve iPDE+KRAS
hiicreleri 6-kuyucuklu plakalara ekildi ve ilgili deneyler uygun metodlar ile
gerceklestirildi. KRASC®!?P ile transformasyonun glikoz alimimi anlamli oranda

etkilemedigini (iPDE: 164,798 + 44,71; iPDE+KRAS: 196,65 + 30,47
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p=0,43>0,05) ve glikolitik aktiviteyi (iPDE: 5,17 + 0,22; iPDE+KRAS: 6,36 +
0,44; p=0,0257<0,05) artirdig1 goriildii (Sekil - 24). Glikoliz artis1 ile dogru orantili
olacak sekilde Fru-2,6-BP konsantrasyonunun (iPDE: 62 + 8,9, iPDE+KRAS: 147
+ 15,9; p=0,003<0,05) da iPDE+KRAS hiicrelerde daha fazla oldugu goriildii
(Sekil - 25).
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Sekil - 24: KRAS ile transformasyon pankreatik duktal hiicrelerde glikoz alimm ciddi
anlamda etkilemezken glikolizi artirir. Degerler protein konsantrasyonlarina normalize edilerek
cpm/mg protein olarak verilmistir. Istatistiksel anlamli farklilik * ile gosterilmistir. A) Glikoz alimi.

B) Glikoliz.
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Sekil - 25: iPDE+KRAS hiicrelerde Fru-2,6-BP konsantrasyonu iPDE hiicrelere gore daha
fazladr. Istatistiksel anlamli farklilik * ile gdsterilmistir.
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4.2.2. KRASC1?D Ekspresyonu PFKFB3 mMRNA Ekspresyonunu Artirirken
PFKFB2 Ekspresyonunu Azaltir.

KRAS®?P°nin Fru-2,6-BP konsantrasyonunu artirmasi, PFKFB enzim
ekspresyon ve aktiviteleri lizerine etkisinin ne oldugu sorusunu giindeme getirdi.
Bu sepeble iPDE ve iPDE+KRAS hiicrelerden RNA lizatlar elde edilerek gercek-
zamanli qPCR ile PFKFB 1 - 4 enzim ekspresyonlar1 incelendi. PFKFBI1
ekspresyonu, her iki hiicrede de tespit edilemedi. PFKFB2 mRNA ekspresyonunun
iPDE+KRAS hiicrelerde iPDE hiicrelere oranla yaklasik %20 daha az oldugu
(iPDE: 1 + 0,15; iPDE+KRAS: 0,78 + 0,24 p=0,261>0,05), PFKFB3
ekspresyonunun iPDE+KRAS hiicrelerde iPDE hiicrelere gore yaklasik 3 kat daha
fazla oldugu (iPDE: 1 + 0,06; iPDE+KRAS: 3,56 + 0,19 p=0,0007<0,001) ve
PFKFB4 ekspresyonunun iPDE+KRAS hiicrelerde % 20 oraninda arttig1 (iPDE 1
+ 0,06 ; iPDE+KRAS: 1,21 + 0,03 p=0,012<0,05) tespit edildi (Sekil - 26).
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Sekil - 26: iPDE ve iPDE+KRAS hiicrelerde tespit edilmis PFKFB enzimleri mRNA
ekspresyonlarl. Endojen kontrol olarak p-aktin kullanildi ve sonuglar iPDE hiicresindeki
ekspresyonlara gore relatif olarak verildi. Istatistiksel anlaml1 farklilik * ile gosterilmistir.

65



4.2.3. KRAS®P jle Onkojenik Transformasyon PFKFB2 Total Protein
Miktarim Azaltirken PFKFB2’nin Niikleusa Lokalizasyonunu Etkilemez.

KRASC'?P*nin iPDE hiicrelerde PFKFB2 ve PFKFB3 protein miktarlarina
etkisi Western blotlama ile incelendi. mRNA sonuglari ile uyumlu bir sekilde,
1PDE+KRAS hiicrelerde PFKFB2 total protein miktariin azaldigi (iPDE:1 + 0,01;
iIPDE+KRAS: 0,55 + 0,02, p=0,0089<0,05) ve PFKFB3 total protein miktarinin
artig1 (iPDE:1 + 0,01; iPDE+KRAS: 2,2 + 0,03, p=0,0079<0,05) tespit edildi
(Sekil- 27).
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Sekil - 27: KRAS ile transformasyon sonucunda iPDE hiicrelerde PFKFB2 total protein
miktar1 azahirken, PFKFB3 total protein miktar1 artmaktadir. A) iPDE ve iPDE+KRAS
hiicrelerden elde edilen lizatlar ile yapilan Western blot analizi. B) Western blot analizinin
dansitometrik 6l¢iimii. Dansitometreler B-aktin’e gore normalize edilmistir.

Sonrasinda, KRAS®?P°nin PFKFB2 ve PFKFB3 niikleusa lokalizasyonlar
tizerine etkisi incelendi. Elde edilen hiicre lizatlarinda sitoplazma ve niikleus
aynistirildi. PFKFB2 ve PFKFB3 protein miktarlar1 incelendi. Ilging bir sekilde,
KRAS®!?D ile onkojenik transformasyon sonrasi, PFKFB3’iin relatif niikleusa
lokalizasyon oraninin azaldigit (iPDE:1 + 0,03; iPDE+KRAS: 0,12 + 0,01,
p=0,011<0,05), PFKFB2’nin relatif niikleusa lokalizasyon oraninin ise
degismedigi (iPDE:1 + 0,02; IPDE+KRAS: 0,95 + 0,03, p=0,316>0,05) saptand:
(Sekil - 28).
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Sekil - 28: KRAS ile gerceklesen transformasyon PFKFB2’nin niikleusa lokalizasyonunu
etkilemezken, PFKFB3’iin niikleusa lokalizasyonunu azaltir. A) iPDE ve iPDE+KRAS
hiicrelerden elde edilen sitoplazmik ve niikleus lizatlar1 ile yapilan Western blot analizi. S.E.:
sitoplazmik ekstrakt N.E.: Niikleus ekstrakti. B) Western blot analizinin dansitometrik 6lgiimii.
Sitoplazmik bantlar a-tubulin dansitometresine ve niikleus bantlar1 Oct-1 dansitometresine gore
normalize edilmistir ve niikleus bant dansitometreleri sitoplazmik dansitometre degerlerine
boliinerek lokalizasyon orani elde edilmistir.

4.2.4. iPDE ve iPDE+KRAS Hiicrelerinde PFKFB2’nin Fosforilasyonu
Niikleusa Lokalizasyon i¢cin Gerekli Degildir.

[k olarak iPDE ve iPDE+KRAS hiicrelerinden elde edilen total protein
lizatlarinda  fosfo-Ser-488-PFKFB2 ve fosfo-Ser-461-PFKFB3  miktarlar
incelendi. Total PFKFB2 ve PFKFB3 ile dogru orantili sekilde, p-PFKFB2 protein
miktarinin azaldigi, p-PFKFB3 miktarinin arttig goriildi (Sekil - 29-A).

Transkripsiyon faktorleri, bazi hormon reseptorleri gibi pek ¢ok proteinin
fosforilasyon ile aktivasyon sonrasinda niikleusa lokalize oldugu bilinmektedir
(Nardozzi ve ark., 2010). Bu amagla elde edilen sitoplazmik ve niikleus lizatlarinda
fosfo-Ser-488-PFKFB2 ve Ser-461-PFKFB3 lokalizasyonlari incelendi. Her iki
enzimin fosforlanmig proteinlerinin yalnizca sitoplazma lizatlarinda bulundugu
tespit edildi (Sekil - 29-B). Siklin D3’iin hiicre i¢i lokalizasyonu incelendiginde,
onkojenik KRAS ekspresyonundan beklendigi sekilde, iPDE+KRAS hiicrelerde
niikleus bantlarindaki Siklin D3’{in arttig1 goriildi (Sekil - 29-B).
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Sekil - 29: Fosforlanma ile aktivasyon, PFKFB2 ve PFKFB3’iin niikleusa lokalizasyonunu
etkilemez. A) iPDE ve iPDE+KRAS hiicrelerinden elde edilen total lizatlar ile yapilan Western blot
analizi. B) iPDE ve iPDE+KRAS hiicrelerinden elde edilen sitoplazmik ve niikleus lizatlar1 ile
yapilan Western blot analizi. S.E.: Sitoplazmik ekstrakt, N.E.: Niikleus ekstrakti.

4.2.5. KRASC?D jle Onkojenik Transformasyon PFKFB2 Transkript Varyant-
1 Ekspresyonunu Azaltirken, Transkript Varyant-2 Ekspresyonunu
Etkilemez.

KRAS®!?P jle onkojenik transformasyonun PFKFB2 varyantlari
ekspresyonlarina etkisinin kontrol edilmesi i¢in, daha once farkli hiicre hatlarina
uygulanan PCR ydntemi ve agaroz jel goriintiileme (Baslik 4.1.3. ve Sekil - 17-C)
uygulandi. iPDE ve iPDE+KRAS hiicrelerden elde edilen mRNA ornekleri ile
varyant spesifik tasarlanmig PFKFB2 primer ¢iftleri kullanilarak PCR reaksiyonu
gergeklestirildi.

Agaroz jel elektroforezi sonucunda, KRAS®'P ile transformasyonun,
yalnizca P2-vl mRNA ekspresyonunu azalttigi, P2-v2 ekspresyonunu degistirici

bir etkisi olmadig1 goriildii (Sekil - 30).
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Sekil - 30: KRASC!?P ekspresyonu iPDE hiicrelerde, P2-v1 ekspresyonunu azaltirken P2-v2
ekspresyonunu etkilemez. iPDE ve iPDE+KRAS hiicrelerden elde edilen mRNA’lardan
sentezlenen cDNA’lar kullanilarak yapilan PCR analizleri. Kullanilan primer ¢ifti solda
belirtilmistir. Yiikleme kontrolii olarak B-aktin primerleri ile yapilan PCR kullanilmistir. Markor
degerleri baz gifti olarak verilmistir.

4.2.6. iPDE Hiicrelerde PFKFB2 Transkript Varyant-2 Diisiik Oranda
Niikleusa Lokalizasyona Sahipken, iPDE+KRAS Hiicrelerinde Yiiksek
Oranda Niikleusta Saptanmaktadir.

PFKFB2  varyantlarmin  iPDE  ve  iPDE+KRAS  hiicrelerde
lokalizasyonlarinin incelenmesi amaciyla her iki varyanti kodlayan plazmidler
kullanilarak P2-v1 ve P2-v2 over-eksprese edildi. (Kontrol amaciyla herhangi bir
gen kodlamayan, fakat gen kodlayan bolge disinda ayni sekansi igeren kontrol
plazmidi kullanildi.) Elde edilen hiicre pelletlerinin sitoplazma ve niikleus protein

igcerikleri Western blotlama ile incelendi.

Sonuglara gore, incelenen her iki hiicre hattinda da P2-v1’in daha yiiksek
niikleusa lokalizasyon oranina sahip oldugu goriildii (iPDE: 100; iPDE+KRAS:
84,67). Fakat ilging bir sekilde, P2-v2’nin iPDE+KRAS hiicrelerde, iPDE hiicrelere
gore yaklasik 3 kat daha fazla niikleusa lokalizasyon gosterdigi (iPDE: 17,37;
1IPDE+KRAS: 59,51) saptand1 (Sekil - 31). Dansitometre analizi yapilirken iPDE
hiicrelerdeki P2-v1 niikleus/sitoplazmik oran1 100 kabul edilerek relatif hesaplama
kullanildi.
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Sekil - 31: P2-vl, iPDE ve iPDE+KRAS hiicrelerin her ikisinde P2-v2’ye gore daha fazla
niikleusa lokalizasyon gostermektedir. A) iPDE ve iPDE+KRAS hiicrelerde kontrol vektorii, P2-
vl ve P2-v2 over-cksprese edilmistir ve sitoplazma-niikleus ayrigtirilarak Western blot analizi
yapilmistir. S.E.: Sitoplazmik ekstrakt, N.E.: Niikleus ekstrakti. B) Western blot analizinin
dansitometrik Ol¢limii sonucu hesaplanmis niikleusa lokalizasyon oranlart. Oranlar, iPDE
hiicrelerdeki P2-v1 niikleus lokalizasyon oranina gore relatif hesaplanmuistir.
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4.3. PFKFB2 ve PFKFB3 Over-ekspresyon ve Baskilanmasinin iPDE ve
iPDE+KRAS Hiicrelerinin Glikolitik Ozelliklerine Etkileri

4.3.1. iPDE ve iPDE+KRAS Hiicrelerde PFKFB2 Varyantlar1 Over-
ekspresyonu

PFKFB2 varyantlarinin iPDE ve iPDE+KRAS hiicrelerinde glikolitik
ozelliklere etkisinin ¢alisilmas: amaciyla P2-vl ve P2-v2 kodlayan plazmidler
hiicrelere transfekte edildi. Deneyler transfeksiyondan 48 saat sonra
gerceklestirildi. Elde edilen hiicre pelletlerinden RNA saflastirildi ve cDNA
sentezlendi. Ger¢ek zamanli PCR ile PFKFB2 ekspresyonlari kontrol edildi.

PFKFB2 mRNA ekspresyonlari sirast ile: iPDE-vek: 1 £ 0,06, iPDE-P2-v1:
7606,07 = 506,41, iPDE-P2-v2: 12100,21 + 537,04; iPDE+KRAS-vek: 0,59 + 0,02,
IPDE+KRAS-P2-v1: 1326,51 £ 30,11 ve iPDE+KRAS-P2-v2: 1944,19 + 76,62
olarak tespit edildi (Sekil - 32).
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Sekil - 32: Vektor, P2-vl ve P2-v2 ile transfekte edilmis iPDE ve iPDE+KRAS hiicrelerinin
PFKFB2 mRNA ekspresyonlari. B-aktin endojen kontrol olarak kullanilmigtir ve degerler iPDE
hiicrelerdeki PFKFB2 ekspresyonuna gore relatif olarak verilmistir.
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Sonrasinda, benzer sekilde elde edilen pelletlerden total protein lizatlar elde
edildi ve Western blotlama ile protein ekspresyonu dogrulandi (Sekil - 33). Her iki
hiicrede, her iki varyantin over-ekspresyonunun basarili oldugu goriildiikten sonra

ilgili deneyler gergeklestirildi.

iPDE iPDE+KRAS
Hiicre Vek P2-vi P2-v2 Hiicre Vek P2-vi P2-v2

FLAG N — ——
PFKFB2 e = Sy — — — S

B-aklin  eomme———  S———

Sekil - 33: Transfekte edilmemis hiicre ve Vektor, P2-v1 ve P2-v2 ile transfekte edilmis iPDE
ve iPDE+KRAS hiicrelerinin total protein miktarlari. Over-cksprese PFKFB2’nin gosterilmesi
icin FLAG ve yiikleme kontrolii olarak -aktin kullanilmistir.

4.3.2. P2-vl Over-Ekspresyonunun Glikoz Allmina Etkisi Yoktur ve P2-v2
Over-ekspresyonu Yalmzca iPDE+KRAS Hiicrelerde Glikoz Alimimi Artirir.

Transfekte edilen iPDE ve iPDE+KRAS hiicreler ile ilk olarak glikoz alimi
degerlendirildi ve PFKFB2 varyantlarinin glikoz alimma etkisi olgiildii. Hiicre
gruplarimin glikoz alimlart sirasi ile; iPDE-Vek: 387,72 + 13,19, iPDE-P2-v1:
324,17 + 25,66 (p=0,16>0,05), iPDE-P2-v2: 394,64 + 9,91 (p=0,51>0,05);
IPDE+KRAS-Vek: 422,80 =+ 43,49, iPDE+KRAS-P2-vl: 491,47 + 10,11
(p=0,10>0,05) ve iPDE+KRAS-P2-v2: 554,39 + 11,70 (p=0,027<0,05) olarak
olgtildii (Sekil - 34).
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Sekil - 34: Vektor, P2-v1 ve P2-v2 ile transfekte edilmis iPDE ve iPDE+KRAS hiicrelerinin
glikoz alim degerleri. Olcililen CPM degerleri hiicrelerin protein konsantrasyonlarina normalize
edilerek CPM/mg protein olarak verilmistir. Istatistiksel anlamli farklilik * ile gdsterilmistir.
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4.3.3. PFKFB2 Varyantlarn1 Over-ekspresyonu iPDE ve iPDE+KRAS
Hiicrelerde Glikolizi Etkilemez.

Glikoz alimi sonrasinda transfekte edilmis hiicrelerin glikoliz hizlar
degerlendirildi ve PFKFB2 varyantlarmin glikolize etkisi ol¢iildii. Hiicre
gruplarimin glikoliz degerleri sirasi ile; iPDE-Vek: 61,86 + 3,82, iPDE-P2-v1: 50,30
+ 29,15 (p=0,56>0,05), iPDE-P2-v2: 66,61 + 10,21 (p=0,51>0,05); iPDE+KRAS-
Vek: 60,24 + 13,46, iPDE+KRAS-P2-v1: 72,27 + 17,77 (p=0,40>0,05) ve
IPDE+KRAS-P2-v2: 79,98 + 23,67 (p=0,29>0,05) olarak ol¢iildii (Sekil - 35).
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Sekil - 35: Vektor, P2-v1 ve P2-v2 ile transfekte edilmis iPDE ve iPDE+KRAS hiicrelerinin
glikoliz degerleri. Olgiillen CPM degerleri hiicrelerin protein konsantrasyonlarma normalize
edilerek CPM/mg protein olarak verilmistir.

4.3.4. PFKFB2 Over-ekspresyonu iPDE+KRAS Hiicrelerinde Fru-2,6-BP
Konsantrasyonunu Artirir.

P2-vl ve P2-v2 over-eksprese eden iPDE ve iPDE+KRAS hiicreleri son
olarak Fru-2,6-BP miktarlar1 agisindan degerlendirildi. Hiicre gruplarinin Fru-2,6-
BP degerleri sirasi ile; iPDE-vek: 154 + 53 pmol/mg protein, iPDE-P2-v1: 210 + 4
pmol/mg protein (p=0,20>0,05), iPDE-P2-v2: 214 + 42 pmol/mg protein
(p=0,20>0,05); iPDE+KRAS-vek: 328 + 39 pmol/mg protein, iPDE+KRAS-P2-
v1: 642 + 163 pmol/mg protein (p=0,072>0,05) ve iPDE+KRAS-P2-v2: 564 + 42
pmol/mg protein (p=0,002<0,05) olarak olgiildii (Sekil - 36). Sonuglara gore,
yalmizca P2-v2 over-ekspresyonunun iPDE+KRAS hiicrelerde Fru-2,6-BP

konsantrasyonunu anlamli sekilde artirdigi goriildii.
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Sekil - 36: Vektor, P2-v1 ve P2-v2 ile transfekte edilmis iPDE ve iPDE+KRAS hiicrelerinin
hiicre-i¢ci  Fru-2,6-BP  degerleri. Olgiilen Fru-2,6-BP  degerleri  hiicrelerin  protein
konsantrasyonlarina normalize edilerek pmol/mg protein olarak verilmistir. Istatistiksel anlamli
farklilik * ile gosterilmistir.

4.3.5. PFKFB2 ve PFKFB3’uin iPDE ve iPDE+KRAS Hiicrelerinde siRNA
Aracil1 Baskilanmasi

iPDE ve iPDE+KRAS hiicrelerinde endojen eksprese edilen PFKFB2 ve
PFKFB3’iin glikoliz iligkili rollerinin anlagilmasi amaciyla gen ekspresyonlari
siRNA kullanilarak baskilandi. Deneylerde 2 adet genomda karsiligi olmayan
kontrol siRNA (Kontrol sil ve Kontrol si2) ve 2 adet PFKFB2 spesifik SiRNA (FB2
sil ve FB2 si2), 2 adet PFKFB3 siRNA (FB3 sil ve FB3 si2) kullanildi. Deneyler
siRNA transfeksiyonundan 72 saat sonra gerceklestirildi. Gen ekspresyonlarinin

baskilanmasinin kontrolii i¢in ger¢ek zamanli PCR kullanildi.

PFKFB2 ekspresyonlart sirasi ile; iPDE-Kontrol sil: 1 + 0,12, iPDE-
Kontrol si2: 0,78 + 0,71, iPDE-FB2 sil: 0,13 + 0,06, iPDE-FB2 si2: 0,10 + 0,18,
IPDE-FB3 sil: 0,37 = 0,30, iPDE-FB3 si2: 0,64 + 0,09; iPDE+KRAS-Kontrol sil:
0,69 = 0,27, iPDE+KRAS-Kontrol si2: 0,60 = 0,19, iPDE+KRAS-FB2 sil: 0,13 +
0,09, iPDE+KRAS-FB2 si2: 0,09 + 0,04, iPDE+KRAS-FB3 sil: 0,33 + 0,23,
IPDE+KRAS-FB3 si2: 0,75 + 0,21 olarak saptandi (Sekil - 37).
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PFKFB3 ekspresyonlart sirasi ile; iPDE-Kontrol sil: 1 £+ 0,06, iPDE-
Kontrol si2: 0,97 £+ 0,02, iPDE-FB2 sil: 0,88 + 0,05, iPDE-FB2 si2: 0,68 + 0,21,
IPDE-FB3 sil: 0,14 = 0,10, iPDE-FB3 si2: 0,07 + 0,19; iPDE+KRAS-Kontrol sil:
3,21 £ 0,07, iPDE+KRAS-Kontrol si2: 7,18 + 0,09, iPDE+KRAS-FB2 sil: 4,92 +
0,04, iPDE+KRAS-FB2 si2: 3,04 + 0,02, iPDE+KRAS-FB3 sil: 0,63 + 0,07,
IPDE+KRAS-FB3 si2: 0,29 + 0,09 olarak saptandi (Sekil - 37). Elde edilen tiim

sonuglar iPDE-Kontrol sil hiicrelerine gore relatif olarak hesaplanmustir.
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Sekil - 37: iPDE ve iPDE+KRAS hiicrelerde siRNA aracih PFKFB2 ve PFKFB3 mRNA
ekspresyonu baskilanmasinin gercek zamanh PCR ile dogrulanmasi. Endojen kontrol olarak f3-
aktin kullanilmistir ve ekspresyonlar iPDE-Kontrol sil ekspresyonlarina gore relatif hesaplanmuistir.

4.3.6. PFKFB2’nin siRNA Aracili Baskilanmasi iPDE ve iPDE+KRAS
Hiicrelerinde Glikoz Alimini Etkilemezken, PFKFB3’iin Baskilanmasi Glikoz
Alimimi Azaltir.

siRNA uygulanmas: ile PFKFB2 ve PFKFB3 mRNA ekspresyonlarinin
baskilanmasinin basarili oldugu goriildiikten sonra, ilk olarak elde edilen hiicrelerin

glikoz alimlar1 degerlendirildi.
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Hiicrelerin glikoz alimlart sirast ile: iPDE-Kontrol sil: 9634,19 + 40,30
cpm/mg protein, iPDE-Kontrol si2: 12136,03 + 82,02 cpm/mg protein, iPDE-FB2
sil: 10451,58 + 53,03 cpm/mg protein, iPDE-FB2 si2: 12596,22 + 59,39 cpm/mg
protein, iPDE-FB3 sil: 5479,64 + 43,13 cpm/mg protein, iPDE-FB3 si2: 5994,05
+ 49,49 cpm/mg protein; iPDE+KRAS-Kontrol sil: 7820,47 + 78,48 cpm/mg
protein, IPDE+KRAS-Kontrol si2: 10303,28 + 95,45 cpm/mg protein,
IPDE+KRAS-FB2 sil: 12662,95 + 95,45 cpm/mg protein, iPDE+KRAS-FB2 si2:
9085 + 72,83 cpm/mg protein, iPDE+KRAS-FB3 sil: 4865,35 + 48,08 cpm/mg
protein, iPDE+KRAS-FB3 si2: 5929,43 + 60,81 olarak saptandi (Sekil - 38). 2
farkli PFKFB3 siRNA ile transfekte edilmis hiicrenin, 2 Kontrol siRNA grubuna
gore ikili karsilagtirma istatistiksel sonuglari (t-testi) iPDE hiicreleri i¢in sirastyla
FB3sil - Kontroll: 0,0002, FB3sil - Kontrol2: 0,004, FB3si2 - Kontrol2: 0,0011
ve FB3 si2 - Kontrol2: 0,008 olarak ve iPDE+KRAS hiicreleri igin ise sirasiyla
FB3sil - Kontrol1: 0,002, FB3sil - Kontrol2: 0,002, FB3si2 - Kontrol2: 0,0016 ve
FB3 si2 - Kontrol2: 0,03 olarak belirlendi. Yapilan tiim karsilagtirmalarda p degeri
0,05°den kiigiiktiir. Elde edilen sonuclara gore yalnica PFKFB3’{in baskilanmasi
hem iPDE hem de iPDE+KRAS hiicrelerinde glikoz alimin1 azaltmaktadir.

Kontrol si1
Kontrol si2
FB2 si1
FB2 si2
FB3 si1
FB3 si2

gaoncn

Glikoz Alimi

iPDE iPDE+KRAS

Sekil - 38: PFKFB2 ve PFKFB3 baskilanmis iPDE ve iPDE+KRAS hiicrelerinde glikoz alhhm
degerleri. Olgiilen CPM degerleri hiicrelerin protein konsantrasyonlaria normalize edilerek glikoz
alimi deneyi sonuglart CPM/mg protein olarak verilmistir. Istatistiksel anlamli farklihk * ile
gosterilmistir.
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4.3.7. PFKFB2’nin ve PFKFB3’iin siRNA Aracili Baskilanmalar1 iPDE ve
iPDE+KRAS Hiicrelerinde Glikolizi Etkilemez.

Glikoz alimi 6lglimiinden sonra PFKFB2 ve PFKFB3 baskilanmis iPDE ve
iPDE+KRAS hiicrelerinde glikoliz 6l¢iildii.

Hiicrelerin glikoliz oranlar1 sirasi ile: iPDE-Kontrol sil: 49,16 + 0,08
cpm/mg protein, iPDE-Kontrol si2: 48,91 + 1,77 cpm/mg protein, iPDE-FB2 sil:
56,55 + 1,31 cpm/mg protein, iPDE-FB2 si2: 44,97 + 0,70 cpm/mg protein, iPDE-
FB3 sil: 39,56 £ 0,06 cpm/mg protein, iPDE-FB3 si2: 38,12 £ 2,71 cpm/mg
protein; iPDE+KRAS-Kontrol sil: 65,56 + 1,58 cpm/mg protein, iPDE+KRAS-
Kontrol si2: 71,85 + 4,67 cpm/mg protein, iIPDE+KRAS-FB2 sil: 70,13 + 0,03
cpm/mg protein, IPDE+KRAS-FB2 si2: 7529 + 1,62 cpm/mg protein,
IPDE+KRAS-FB3 sil: 58,79 + 0,37 cpm/mg protein, iPDE+KRAS-FB3 si2: 58,61
+ 0,80 olarak saptand1 (Sekil - 39). Gruplar arasinda istatistiksel anlamli fark tespit
edilmedi. Sonuglara gore her iki PFKFB izoformunun siRNA aracili baskilanmasi

iPDE ve iPDE+KRAS hiicrelerinde glikoliz tizerinde anlamli etkiye sebep

olmamustir.
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Sekil - 39: PFKFB2 ve PFKFB3 baskilanmis iPDE ve iPDE+KRAS hiicrelerinde glikoliz
degerleri. Olgiilen CPM degerleri hiicrelerin protein konsantrasyonlarma normalize edilerek
CPM/mg protein olarak verilmistir.
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4.3.8. PFKFB3’iin siRNA Aracih Baskilanmasi Her iki Hiicrede Fru-2,6-BP
Konsantrasyonunu Diisiiriirken, PFKFB2’nin siRNA Aracili Baskilanmasi
Yalmizca iPDE+KRAS Hiicrelerde Fru-2,6-BP Konsantrasyonunu Diisiiriir.

Son olarak, PFKFB2 ve PFKFB3 siRNA ile transfekte edilmis iPDE ve
iPDE+KRAS hiicreleri kullanilarak hiicrelerin Fru-2,6-BP konsantrasyonlari
degerlendirildi.

Fru-2,6-BP konsantrasyonlar sirasi ile: iPDE-Kontrol sil: 62 £ 9 pmol/mg
protein, iPDE-FB2 sil: 61 + 23 pmol/mg protein (p=0,94>0,05), iPDE-FB2 si2: 58
+ 3 pmol/mg protein (p=0,50>0,05), iPDE-FB3 sil: 4 + 2 pmol/mg protein
(p=0,0004<0,001), iPDE-FB3 si2: 20 + 3 pmol/mg protein (p=0,0015<0,01);
iIPDE+KRAS-Kontrol sil: 147 £ 16 pmol/mg protein, iPDE+KRAS-FB2 sil: 17 £
1 pmol/mg protein (p=0,00014<0,001), iPDE+KRAS-FB2 si2: 35 + 13 pmol/mg
protein (p=0,00071<0,001), iPDE+KRAS-FB3 sil: 12 + 1 pmol/mg protein
(p=0,00012<0,001), IPDE+KRAS-FB3 si2: 8 + 5 pmol/mg protein
(p=0,00013<0,001) olarak saptandi (Sekil - 40). Deney sonucuna gore, ilging bir
sekilde, PFKFB3’iin baskilanmasi her iki hiicrede de (iPDE ve iPDE+KRAS) Fru-
2,6-BP miktarinda azalmaya sebep oluyor olsa da, PFKFB2’nin baskilanmasi
yalnizca iPDE+KRAS hiicrelerinde Fru-2,6-BP miktarin1 azaltmistir.
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Sekil - 40: PFKFB2 ve PFKFB3 baskilanmis iPDE ve iPDE+KRAS hiicrelerinde hiicre-i¢i Fru-
2,6-BP konsantrasyonlar1. Olgiilen Fru-2,6-BP degerleri hiicrelerin protein konsantrasyonlarina
normalize edilerek pmol/mg protein olarak verilmistir. Istatistiksel anlamli farklilk * ile
gosterilmistir.
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4.4. PFKFB2 Varyantlar1 Stabil Ekspresyonunun iPDE ve iPDE+KRAS
Hiicrelerinde Onkojenik Potansiyele Etkileri

4.4.1. iPDE ve iPDE+KRAS Hiicrelerinde PFKFB2 Varyantlar1 Stabil Over-
ekspresyonu ve Proliferasyona Etkileri

iPDE ve iPDE+KRAS hiicrelerinde PFKFB2 varyantlarinin onkojenik
ozelliklere etkisinin galisilmasi amaci ile, P2-v1l ve P2-v2 kodlayan plazmidler
(Bolim 3.14.2°de elde edilmis P2-v1-BSD ve P2-v2-BSD plazmidleri) iPDE ve
iIPDE+KRAS hiicrelere transfekte edildi. Transfeksiyondan 48 saat sonra
blastisidin ile seleksiyona basland1i ve bir hafta siireyle seleksiyon uygulandi
(Boliim 3.8.1.2.). Elde edilen hiicreler biiyiitiilerek ilk olarak ekspresyon kontrolleri
gerceklestirildi ve ilk olarak hiicre gruplarindan RNA saflastirildi ve cDNA
sentezlenerek gercek zamanli PCR ile PFKFB2 ekspresyonlari analiz edildi.

PFKFB2 mRNA ekspresyonlari sirasi ile: iPDE-Vek: 1 + 0,4, iPDE-P2-v1:
4,16 + 0,16, iPDE-P2-v2: 3,47 + 0,03; iPDE+KRAS-Vek: 0,37 + 0,07,
IPDE+KRAS-P2-v1: 2,51 + 0,05 ve iPDE+KRAS-P2-v2: 2,15 + 0,088 olarak tespit
edildi (Sekil - 41).

mRNA Ekspresyonlari
(Kat Degisimi)

Vek P2-v1P2-v2 Vek P2-v1P2-v2
iPDE iPDE+KRAS

Sekil - 41: Stabil P2-v1 ve P2-v2 eksprese eden iPDE ve iPDE+KRAS hiicrelerinin PFKFB2
mRNA ekspresyonlari. Endojen kontrol olarak B-aktin kullanilmistir ve ekspresyonlar iPDE-Vek
hiicrelere gore relatif olarak hesaplanmistir.
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Sonrasinda, ayni hiicre gruplart kullanilarak PFKFB2 protein miktarlari
Western blotlama ile 6l¢iildii ve hiicrelerde PFKFB2 stabil over-ekspresyonunun
basartyla gerceklestigi anlasildi (Sekil - 42). (ileri deneylerde yalnizca
iIPDE+KRAS hiicreler kullanildigindan, Western blotlama sonucu yalnizca bu

hiicreler i¢in verilmistir.)

Vek P2-v1 P2-v2

PFKFB2 - ...

PFKFB3 | s st

B-aktin | . Sa— S—

Sekil - 42: P2-v1 ve P2-v2 stabil over-eksprese eden iPDE+KRAS hiicrelerinin PFKFB2 ve
PFKFB3 protein miktarlari. Yiikleme kontrolii olarak $-aktin kullanilmistir.

Stabil P2-v1 ve P2-v2 ekspresyonunun iPDE ve iPDE+KRAS hiicrelerinde
proliferasyona etkisinin degerlendirilmesi amaciyla her hiicre grubu 6-kuyucuklu
plakalara 40x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi. 48 saat ve 72 saat sonra
hiicreler tripsinize edilerek hemasitometrik olarak sayildi. 48 saat sonra hiicre
sayilari: iPDE-Vek: 111,5+ 4,24 x10% hiicre/kuyucuk, iPDE-P2-v1: 99,5 + 7,07
x10* hiicre/kuyucuk, iPDE-P2-v2: 102,7 + 24,4 x10* hiicre/kuyucuk ve
iPDE+KRAS-Vek: 134,0 + 0,7 x10* hiicre/kuyucuk, iPDE+KRAS-P2-v1: 152,2 +
15,2 x10* hiicre/kuyucuk ve iPDE+KRAS-P2-v2: 124,5+ 12,7 x10% hiicre/kuyucuk
olarak belirlendi. 72 saat sonra hiicre sayilari ise: iPDE-Vek: 125,0 + 9,89 x10*
hiicre/kuyucuk, iPDE-P2-v1: 132,5 + 10,60 x10* hiicre/kuyucuk, iPDE-P2-v2:
144,5 + 0,7 x10* hiicre/kuyucuk ve iPDE+KRAS-Vek: 2205 + 33,23 x10*
hiicre/kuyucuk, iPDE+KRAS-P2-vl: 235,5 + 6,34 x10* hiicre/kuyucuk ve
iPDE+KRAS-P2-v2: 200,5 + 13,43 x10% hiicre/kuyucuk olarak belirlendi (Sekil -
43). Deney sonucunda, hiicre gruplar1 arasinda énemli bir proliferasyon farki tespit

edilmedi.
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Sekil - 43: Vektor, P2-v1 ve P2-v2 stabil eksprese eden iPDE ve iPDE+KRAS hiicrelerinin
proliferasyonu. Hiicre proliferesyonlar: hemasitometrik sayim ile belirlenmistir.

44.2. IPDE+KRAS Hiicrelerinde PFKFB2 Varyantlar1 Ekspresyonu
Yumusak Agarda Daha Az Sayida, Fakat Daha Biiyiik Koloniler Olusmasini
Saglar.

PFKFB2 varyantlar1 stabil over-eksprese eden iPDE ve iIPDE+KRAS
hiicreleri ile ilk olarak yumusak agarda koloni formasyonu analizi gergeklestirildi.
Ekilen hiicreler iki hafta biiyiitiildiikkten sonra makroskobik ve mikroskobik

gorintiileri kaydedilerek koloni sayilar1 ve biiyiikliikleri a¢isindan incelendi.

iPDE-Vek, iPDE-P2-v1 ve iPDE-P2-v2 hiicre gruplarinin yumusak agarda

koloni olusturmadig: goriildii (Sekil olarak gdsterilmemistir.).

iPDE+KRAS hiicrelerde ise hem P2-vl ekspresyonu, hem de P2-v2
ekspresyonu sonucunda daha az sayida, fakat daha biiyiik koloniler olustugu
goriildi (Sekil - 44). Gruplardaki ortalama koloni sayilar;; iPDE+KRAS-Vek:
449,50 + 129,55; iPDE+KRAS-P2-v1: 144,66 + 76,60 (p = 0,034 < 0,05) ve
IPDE+KRAS-P2-v2: 197,16 £ 26,71 (p = 0,007 < 0,05) olarak analiz edildi (Sekil
- 45-A). Ortalama koloni biiyiikliikleri ise; iPDE+KRAS-Vek: 459,803 + 103,523;
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iIPDE+KRAS-P2-v1: 1005,715 £ 269,325 (p = 0,047 < 0,05) ve iPDE+KRAS-P2-
v2: 955,224 + 76,463 (p = 0,003 < 0,05) olarak tespit edildi (Sekil - 45-B).

Mikroskobik goriintiileme sonrasinda koloniler fikse edilerek kristal violet
ile boyandi ve makroskobik goriintiiler kaydedildi (Sekil - 46).

Vek

P2-v1

P2-v2

Sekil - 44: Vektor, P2-vl ve P2-v2 stabil over-eksprese eden hiicrelerin yumusak agar
kolonilerinin mikroskobik goriintiisii. Koloni goriintiileri invert mikroskop ile kaydedilmistir.
Alian 9 goriintiiniin rastgele 3 tanesi sonucu yansitmasi i¢in eklenmistir.
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Sekil - 45: Vektor, P2-vl ve P2-v2 stabil over-eksprese eden hiicrelerin yumusak agar
kolonilerinin analizi. Kolonilerin mikroskobik goriintiileri ImageJ ile analiz edilmistir. Analizde
minimum 50 piksel ve 0,05 “circularity” kullanilmistir. Sonuglar alinan 9 gériintii kullanilarak analiz
edilmistir. Istatistiksel anlamli farklilik * ile gsterilmistir. A) Ortalama Koloni Sayis1. B) Ortalama
Koloni Biiyiikliigii.

Sekil - 46: Vektor, P2-v1 ve P2-v2 stabil over-eksprese eden iPDE+KRAS hﬁcrelerinin.
yumusak agar kolonilerinin makroskobik goriintiileri. Koloniler metanol ile fikse edilerek
kristal violet ile boyanmugtir.

4.4.3. Koloni Formasyon Deneyinde iPDE+KRAS Hiicrelerinde P2-v2
Ekspresyonu Koloni Olusturmaz, Yaygin Ureme Saglar.

Vektor, P2-vl ve P2-v2 stabil eksprese eden iPDE ve iPDE+KRAS
hiicreleri ile koloni formasyon analizi gergeklestirildi. Hiicrelerin ekilmesinden bir
hafta sonra hiicrelerin makroskobik ve mikroskobik goriintiileri kaydedildi ve
incelendi. P2-v1 eksprese eden hiicrelerde makroskobik veya mikroskobik olarak
vektore gore onemli bir farklilik gozlenmedi. Yanisira, P2-v2 eksprese eden

hiicrelerde makroskobik incelemede koloni olusumu goriilmedi (Sekil - 47).
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Mikroskobik olarak incelendiginde ise, koloni olusturmak yerine, hiicrelerin yaygin

tiredikleri tespit edildi (Sekil - 48).

Sekil - 47 :'V;ktiir, P2-v1 ve P2-v2 stabil over-eksprese eden iPDE ve iPDE+KRAS hiicrelerinin
makroskobik koloni formasyon analizi sonucu. Vektér ve P2-v1’de makroskobik koloniler
goriilebilmekte iken, P2-v2’de ¢ok az miktarda koloni saptanmustir.

Vek

Sekil - 48: Vektor, P2-v1 ve P2-v2 stabil over-eksprese eden iPDE ve iPDE+KRAS hiicrelerinin
mikroskobik koloni formasyon analizi sonucu. Vektor ve P2-v1 hiicreler koloni olusturarak
iirerken P2-v2 hiicreler yaygin iireme géstermektedir.
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4.4.4. PFKFB2 Stabil Ekspresyonu iPDE+KRAS Hiicrelerinde Twist mRNA
Ekspresyonunu Azaltirken Slug Ekspresyonunu Artirmaktadir.

IPDE+KRAS-P2-v2 hiicrelerinde koloni formasyonu deneyinde yaygin
tireme goriilmesi ile EMT (Epitelyal-mezensimal doniisiim) markdrleri incelendi.
Kontrol amagli iPDE hiicre gruplar1 da deneye dahil edildi. Hiicrelerden elde edilen
lizatlardan RNA izole edilerek saflastirildi ve cDNA sentezlenerek gercek zamanli
PCR analizi uygulandi. Twist, ZEB1, Snail ve Slug transkripsiyon faktorlerinin

mRNA ekspresyonlar1 incelendi.

Twist ekspresyonlari sirasi ile; iPDE-Vek: 1,00 + 0,16, iPDE-P2-v1: 1,55 +
0,12 (p=0,046<0,05) , iPDE-P2-v2: 1,19 £+ 0,06 (p=0,3>0,05), iPDE+KRAS-Vek:
3,21 £ 0,27, iPDE+KRAS-P2-v1: 1,70 + 0,14 (p=0,002<0,05) ve iPDE+KRAS-
P2-v2: 1,66 = 0,09 (p=0,0044<0,05) olarak belirlendi (Sekil - 49-A). ZEB1
ekspresyonlar1 sirasi ile; iPDE-Vek: 1,00 = 0,06, iPDE-P2-v1: 1,15 + 0,06
(p=0,21>0,05), iPDE-P2-v2: 1,00 + 0,13 (p=1), IPDE+KRAS-Vek: 2,09 £+ 0,11,
IPDE+KRAS-P2-v1: 3,84 + 0,26 (p=0,059>0,05) ve iPDE+KRAS-P2-v2: 2,16 +
0,8 (p=0,94>0,05) olarak belirlendi (Sekil - 49-B).

Snail (SNAI1) ekspresyonlari sirasi ile; iPDE-Vek: 1,00 = 0,15, iPDE-P2-
vl: 1,89 + 0,03 (p=0,95>0,05), iIPDE-P2-v2: 1,18 + 0,04 (p=0,43>0,05),
IPDE+KRAS-Vek: 3,95 + 0,31, iPDE+KRAS-P2-v1: 3,36 = 0,87 (p=0,61>0,05)
ve iPDE+KRAS-P2-v2: 3,47 + 0,31 (p=0,38>0,05) olarak belirlendi (Sekil - 50-
A). Slug (SNAI2) ekspresyonlari sirasi ile; iPDE-Vek: 1,00 = 0,03, iPDE-P2-v1:
1,34 + 0,09 (p=0,13>0,05), iPDE-P2-v2: 091 <+ 0,08 (p=0,45>0,05),
IPDE+KRAS-Vek: 0,27 + 0,01, iPDE+KRAS-P2-v1: 0,62 + 0,04 (p=0,002<0,05)
ve iPDE+KRAS-P2-v2: 0,52 + 0,08 (p=0,03<0,05) olarak belirlendi ($ekil - 50-
B).

Zebl ve Snail mRNA ekspresyonlarinda iPDE+KRAS hiicrelerinde gruplar
arast anlamli bir farklilik goriilmedi, fakat her iki PFKFB2 varyantinin stabil over-

ekspresyonunun Twist ekspresyonunu azalttigi ve Slug ekspresyonunu artirdigi

goriildii (Sekil - 49 ve Sekil - 50).
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Sekil - 49: PFKFB2 varyantlari ile stabil transfekte edilmis iPDE ve iPDE+KRAS hiicrelerinin
Twist ve ZEB1 mRNA ekspresyonlari. Gen ekspresyonlar1 iPDE-Vek ekspresyonlarina gore
relatif olarak hesaplanmistir ve endojen kontrol olarak -aktin kullanilmistir. A) Twist ekspresyonu.
B) ZEB1 ekspresyonu. Istatistiksel anlaml farklilik * ile gdsterilmistir.

Snail Slug
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mRNA ekspresyonlari
(Kat Degisimi)

0,0
Vek P2-v1P2-v2 Vek P2-v1P2-v2 Vek P2-v1P2-v2 Vek P2-v1P2-v2
Sekil - 50: PFKFB2 varyantlari ile stabil transfekte edilmis iPDE ve iPDE+KRAS hiicrelerinin
Snail ve Slug mRNA ekspresyonlari. Gen ekspresyonlar1 iPDE-Vek ekspresyonlarina gore relatif
olarak hesaplanmistir ve endojen kontrol olarak B-aktin kullanilmistir. A) Snail ekspresyonu. B)
Slug ekspresyonu. Istatistiksel anlaml1 farklilik * ile gosterilmistir.
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4.4.5. PFKFB2 Varyantlarinin Stabil Ekspresyonu iPDE+KRAS Hiicrelerinde
PFKFB3 mRNA Ekspresyonunu Azaltir.

PFKFB2 varyantlar ile stabil transfekte edilmis iPDE ve iPDE+KRAS
hiicrelerin PFKFB3 mRNA ekspresyonlari incelendi.

Ekspresyonlar: iPDE-Vek: 1,00 + 0,07, iPDE-P2-vl: 1,25 + 0,2
(p=0,41>0,05), iPDE-P2-v2: 0,98 + 0,05 (p=0,54>0,05), iPDE+KRAS-Vek: 7,33
+ 0,24, iPDE+KRAS-P2-v1: 4,29 + 0,23 (p=0,011<0,05) ve iPDE+KRAS-P2-v2:
4,17 + 0,51 olarak belirlendi (p=0,044<0,05) (Sekil - 51). Sonuglara gore
iIPDE+KRAS hiicrelerde PFKFB2 varyantlarinin uzun siireli ve stabil over-

ekspresyonunun PFKFB3 ekspresyonlarini azalttigi gortildii.

(Kat Degigsimi)
~ o L5

MmRNA ekspresyonlari
[\ ]

i
Bbe |

Vek P2-v1P2-v2 Vek P2-v1P2-v2

Sekil - 51: PFKFB2 varyantlari ile stabil transfekte edilmis iPDE ve iPDE+KRAS hiicrelerinin
PFKFB3 mRNA ekspresyonlari. Gen ekspresyonlari iPDE-Vek ekspresyonlarina gore relatif
olarak hesaplanmustir ve endojen kontrol olarak B-aktin kullanilmustir. Istatistiksel anlaml farklilik
* ile gosterilmistir.
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4.4.6. PFKFB2 Varyantlar1 Ekspresyonu iPDE+KRAS Hiicrelerin Sfer
Formasyonunu Etkilememektedir.

Vektor, P2-vl ve P2-v2 stabil eksprese eden iPDE ve iPDE+KRAS
hiicrelerinin sfer olusturma yetenekleri incelendi. Ekilen hiicreler bir hafta sonra
sfer sekli ve biiyiikliigii agisindan mikroskobik olarak incelendi. Hiicreler arasinda

sfer olusturma yetenegi acisindan bir fark saptanmadi (Sekil - 52).

Vek P2-v1

Sekil - 52: Vektor, P2-vl ve P2-v2 stabil eksprese eden iPDE+KRAS hiicrelerinin sfer
formasyonu yeteneklerinde bir fark gozlenmemistir. Goriintiilemeler, hiicreler ekildikten yedi

giin sonra yapilmistir.
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45. PDA (Mia PaCa-2, Pancl, s2vpl0, BxPC-3) Hiicrelerinde Endojen
PFKFB2 Ekspresyonu ve Lokalizasyonlar:

4.5.1. PDA Hiicrelerinde PFKFB2 Eksprese Olmaktadir.

Pankreatik duktal adenokarsinoma hiicreleri ile calismalara baslamadan
once farkli PDA hiicre hatlarinin PFKFB2 ekspresyonlari incelendi. Bu amagla ilk
olarak Mia PaCa-2, Pancl, s2vpl0 ve BxPC-3 hiicrelerinden elde edilen mRNA
lizatlar1 kullanilarak cDNA sentezlendi ve ger¢ek zamanli PCR ile analiz edildi.
Hiicre hatlarinda ekspresyonlar sirastyla; Mia PaCa-2: 1,00 + 0,032, Pancl: 4,54 +
0,298, s2vp10: 2,19 + 0,931 ve BxPC-3: 3,759 + 0,17 seklinde tespit edildi (Sekil -
53).

)

w om

(Kat Degisim

-
1

Y, 3, $2 54»
“ () L, A,
A, (o P70 C.s

Q-.?
Sekil - 53: Normal biiyiitiilmiis PDA hiicrelerindeki PFKFB2 mRNA ekspresyonlari. Endojen
kontrol olarak B-aktin kullanilmistir ve sonuglar en diisiik ekspresyon saptanmis Mia PaCa-2
hiicrelerine gore relatif verilmistir.

MRNA Ekspresyonlari

A
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Sonrasinda, PDA hiicre hatlarinda PFKFB2 protein miktarlart Western
blotlama ile analiz edildi. Sekil - 54’de goriildiigii gibi mRNA ekspresyonu
saptanmis tiim hiicre hatlarinda PFKFB2 protein ekspresyonu da saptandi. Endojen
PFKFB2 ekspresyonu ozellikle Pancl ve BxPC-3 hiicre hatlarinda yiiksek olarak
degerlendirildi (Sekil - 54).

® N Q o
@VQ@ ‘2‘;\0 éﬁQ\ e‘go Q‘V\\ Q“:{b
pe) o .
PFKFB2 — R -—
(k.p.s.)
PFKFB3 | T —
B-aktin | C— G C—

Sekil - 54: Normal biiyiitiilmiis PDA hiicrelerindeki total PFKFB2 ve PFKFB3 protein
miktarlarl. Yikleme kontrolii olarak B-aktin kullanildi ve PFKFB2 analiz edilen membrana
bantlarin karsilastirilabilmesi amaciyla ek olarak P2-v1 ve P2-v2 over-eksprese eden hiicre protein
lizatlar1 yiiklendi. u.p.s.: Uzun pozlama siiresi, k.p.s.: Kisa pozlama siiresi.

4.5.2. PDA Hiicrelerinde Her Iki PFKFB2 Varyanti Eksprese Olmaktadir.

PDA hiicrelerinde PFKFB2 mRNA ve protein ekspresyonu saptandiktan
sonra, hiicre i¢i PFKFB2 varyantlarinin mRNA ekspresyonlar1 PCR ve agaroz jel
elektroforezi ile incelendi. Normal sartlarda biiyiitiilmiis Mia PaCa-2, Pancl,
s2vp10 ve BXPC-3 hiicrelerinden elde edilmis cDNA’lar kullanilarak P2-v1 ve P2-
v2 spesifik primerler ve B-aktin primerleri ile PCR gerceklestirildi. %1°lik agaroz

jelde elektroforez ile ayrilip goriintiilendi.

Analiz sonucunda incelenen tiim hiicrelerde P2-v1 ve P2-v2 ekspresyonu
saptandi. En fazla P2-vl ve P2-v2 ekspresyonu Pancl hiicrelerinde goriildii ve

ozellikle BxPC-3 hiicrelerinde en diisiikk P2-v1 ekspresyonu saptandi (Sekil - 55).
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Baz Cifti

Primerler Mia-2 Panc1 s2vp10 BxPC-3

700
P2-vl e e
400

700

P2-v2 §3§ e e G e w——
400

500

. 400
B-aktin — — — —
200

Sekil - 55: PDA hiicrelerinde P2-v1 ve P2-v2 ekspresyonlari. Hiicrelerden elde edilen cDNA’lar
sablon olarak kullanilarak P2-vl ve P2-v2 primer giftleri ile PCR uygulandi. Yiikleme kontrolii
olarak B-aktin primerleri ile yapilan PCR kullanildi. DNA fragmentleri %1 agaroz jelde separe
edildi. Markor degerleri baz ¢ifti olarak verilmistir.

4.5.3. PDA Hiicrelerinde Endojen PFKFB2 Niikleusa Lokalize Olmaktadir.

Son olarak PDA hiicrelerinde endojen eksprese edilen PFKFB2’nin hiicre
ici lokalizasyonu incelendi. Normal kosullarda biiyiitiilmiis hiicrelerden elde edilen
pelletler kullanilarak sitoplazma ve niikleus ayrilmasi yapildi ve lizatlar Western
blotlama ile incelendi. Incelenen tiim hiicre hatlarinda PFKFB2’nin niikleusa

lokalizasyonu gozlendi (Sekil - 56).

Mia-2 Panc1 s2vpi10 BxPC-3
S.E. N.E. S.E. N.E. S.E. N.E. S.E. N.E.

PFKFB2 e i [l = TN —= g —
Oct-1 — .

a-tubulin P o e e

Sekil - 56: Endojen eksprese edilen PFKFB2, PDA hiicrelerinde sitoplazmanin yanisira
niikleusa da lokalize olur. Oct-1 niikleus markori, o-tubulin sitoplazmik markor olarak
kullanilmistir. S.E.: Sitoplazmik ekstrakt, N.E.: Niikleus ekstrakti.
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4.6. PFKFB2 Over-ekspresyonunun PDA Hiicrelerinde (Mia PaCa-2, Pancl)
Glikolitik Ozelliklere ve Proliferasyona Etkileri

4.6.1. Mia PaCa-2 ve Pancl Hiicrelerinde PFKFB2 Varyantlarinin Plazmid
Aracih Over-ekspresyonu.

Pankreatik duktal adenokarsinom hiicreleri olan Mia PaCa-2 ve Pancl
hiicrelerinde PFKFB2 varyantlarmin glikolitik fenotipe etkisinin ¢alisilmasi
amaciyla Vektor, P2-v1 ve P2-v2 plazmidleri Mia PaCa-2 ve Pancl hiicrelerinde
over-eksprese edildi. 48 saat sonra ilgili deneyler gergeklestirildi. Deneyler
yapilmadan 6nce over-ekspresyon dogrulamasi igin hiicrelerden RNA ve protein
lizatlar1 elde edilerek gergek zamanli PCR ve Western blotlama ile over-ekspresyon

dogrulandi.

Transfekte edilmis Mia PaCa-2 hiicrelerinde PFKFB2 mRNA
ekspresyonlar1 Vektor: 1 £+ 0,08, P2-v1: 829,94 + 48,55 ve P2-v2: 608,43 + 25,11
olarak saptandi (Sekil - 57-A). Ayn1 zamanda Western blotlama yapilarak FLAG
ve PFKFB2 antikorlar1 uygulandi ve P2-vl ve P2-v2 hiicrelerinde artmis
ekspresyon saptandi (Sekil - 57-B).

A B
E 1000 |
C ~ 800 - \
§Z 0 I FLAG WP
"'<J E | PFKFB2
L. -—

Vek P21 P2v2  PB-aktin SEGEDGED

Sekil - 57: Mia PaCa-2 hiicrelerinde PFKFB2 varyantlar1 over-ekspresyonu. A) PFKFB2
mRNA ekspresyonlari. Endojen kontrol olarak B-aktin kullanilmistir ve ekspresyonlar Vektor
ekspresyonununa gore relatif verilmigtir. B) PFKFB2 total protein miktarlar1 Western blot analizi.
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Transfekte edilmis Pancl hiicrelerinde ise PFKFB2 mRNA ekspresyonlari
Vektor: 1 + 0,07, P2-v1: 407,00 + 4,17 ve P2-v2: 512,98 + 24,76 olarak saptandi
(Sekil - 58-A). Ayni1 zamanda Western blotlama yapilarak FLAG ve PFKFB2
antikorlar1 uygulandi ve P2-v1 ve P2-v2 hiicrelerinde artmis ekspresyon saptandi
(Sekil - 58-B).
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Sekil - 58: Panc-1 hiicrelerinde PFKFB2 varyantlar1 over-ekspresyonu. A) PFKFB2 mRNA
ekspresyonlari. Endojen kontrol olarak B-aktin kullanilmistir ve ekspresyonlar Vektor
ekspresyonununa gore relatif verilmistir. B) PFKFB2 total protein miktarlar1t Western blot analizi.

4.6.2. Mia PaCa-2 Hiicrelerinde PFKFB2 Varyantlarimin Plazmid Aracih
Over-ekspresyonu Proliferasyonu Artirirken Pancl Hiicrelerinde Onemli
Farka Yol A¢cmaz.

Mia PaCa-2 hiicrelerinde, transfeksiyondan 24 saat sonra transfekte edilmis
hiicreler tripsinize edilerek kaldirildi ve 10 x 10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde
sayilarak tekrar 6-kuyucuklu plakalara ekildi. 48 saat ve 72 saat sonra hiicreler
tekrar tripsinize edilerek hemasitometrik olarak sayilarak hiicre proliferasyonlari
incelendi. Mia PaCa-2 hiicre proliferasyonlari sirasi ile 48 saat sonra Vek: 31,66 +
560 x 10* hiicre/kuyucuk, P2-vl: 43,75 + 5,17 x 10* hiicre/kuyucuk
(p=0,022<0,05) ve P2-v2: 43,65 + 4,00 (p=0,084>0,05) olarak; 72 saat sonra ise
Vek: 82,9 £ 3,80 x 10* hiicre/kuyucuk, P2-v1:107,15 + 6,42 x 10* hiicre/kuyucuk
(p=0,037<0,05) ve P2-v2 115,75 + 4,29 x 10* hiicre/kuyucuk (p=0,009<0,05)
olarak belirlendi. Vektor ile karsilastirildiginda her iki PFKFB2 varyantinin Mia
PaCa-2 hiicrelerinin proliferasyonunu anlamli sekilde artirdig1 goriildii (Sekil - 59).
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Sekil - 59: Mia PaCa-2 hiicrelerinde P2-v1 ve P2-v2 transient over-ekspresyonu hiicre
proliferasyonunu artirir. istatistiksel anlamli farklilik * ile gdsterilmistir.

Pancl hiicrelerinde de ayni transfeksiyon ve hiicre ekim yontemi kullanildi.
Fakat Pancl hiicreleri Mia PaCa-2 hiicrelerine gore daha yavas prolifere

olduklarindan, hiicre proliferasyonlar1 72 saat ve 96 saat sonra incelendi.

Pancl hiicre proliferasyonlar siras1 ile 72 saat sonra Vek: 44,16 + 3,90 x
10* hiicre/kuyucuk, P2-v1: 49,4 + 7,48 x 10* hiicre/kuyucuk (p=0,38>0,05) ve P2-
v2: 45,4 +3,590 x 10* hiicre/kuyucuk (p=0,19>0,05) olarak; 96 saat sonra ise Vek:
53,75 + 5,7 x 10* hiicre/kuyucuk, P2-vl: 62,5 + 4,82 x 10* hiicre/kuyucuk
(p=0,06>0,05) ve P2-v2 56,5 + 2,97 x 10* hiicre/kuyucuk (p=0,49>0,05) olarak
belirlendi. Vektor ile karsilastirildiginda PFKFB2 varyantlar1 over-ekspresyonunun
Pancl hiicrelerinin proliferasyonunu anlamli sekilde etkilemedigi goriildii (Sekil -

60).
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Sekil - 60: Pancl hiicrelerinde PFKFB2 varyantlarimin transient over-ekspresyonu
proliferasyonu anlamh oranda etkilemez.

4.6.3. PDA Hiicrelerinde (Mia PaCa-2 ve Pancl) PFKFB2 Varyantlar1 Over-
ekspresyonu Fru-2,6-BP Konsantrasyonunu Artirir.

Mia PaCa-2 ve Pancl hiicrelerinin Vektor, P2-vl ve P2-v2 ile
transfeksiyonundan sonra hiicre i¢i Fru-2,6-BP konsantrasyonlar1 6l¢iildii. Bu
amagcla transfeksiyonlardan 48 saat sonra hiicre pelletleri topland1 ve elde edilen
pelletler -80 °C derin dondurucuda saklandi. Analiz zamaninda ¢dzdiiriilerek uygun
lizatlar hazirlandi ve Fru-2,6-BP analizi gergeklestirildi (Baslik 3.10). Sonuglar
hiicre protein konsantrasyonlarina normalize edildi ve pmol/mg protein olarak

verildi.

Mia PaCa-2 hiicreleri igin sonuglar; Vek: 67 + 2 pmol/mg protein, P2-v1:
155 + 46 pmol/mg protein (p=0,023<0,05) ve P2-v2: 285 + 90 pmol/mg protein
(p=0,022<0,05) olarak belirlendi (Sekil - 61-A). Panc] hiicrelerinde ise sonuglar;
Vek: 84 + 20 pmol/mg protein, P2-v1: 81 + 5 pmol/mg protein (p=0,6>0,05) ve
P2-v2: 139 + 19 pmol/mg protein (p=0,009<0,05) olarak belirlendi (Sekil - 61-B).

Sonuglara gore, Mia PaCa-2 hiicrelerinde her iki varyantin over-ekspresyonu Fru-
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2,6-BP miktarini artirmisken, Pancl hiicrelerinde yalnizca P2-v2 over-ekspresyonu

Fru-2,6-BP miktarinmi artirmaktadir.
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Sekil - 61: Mia PaCa-2 hiicrelerinde P2-v1 ve P2-v2 Fru-2,6-BP konsantrasyonunu artirirken,
Pancl hiicrelerinde yalmiz P2-v2 over-ekspresyonu hiicre i¢i Fru-2,6-BP konsantrasyonunu
artirir. Olgiilen Fru-2,6-BP degerleri hiicrelerin protein konsantrasyonlara normalize edilerek
pmol/mg protein olarak verilmistir. Istatistiksel anlamli farklilik * ile gdsterilmistir. A) Vek, P2-v1
ve P2-v2 ile transfekte edilmis Mia PaCa-2 hiicrelerinin Fru-2,6-BP seviyeleri. B) Vek, P2-v1 ve
P2-v2 ile transfekte edilmis Panc1 hiicrelerinin Fru-2,6-BP seviyeleri.

4.6.4. PDA Hiicrelerinde (Mia PaCa-2 ve Pancl) P2-v2 Over-ekspresyonu
Glikoz Alimin1 Artirir.

Sonrasinda Mia PaCa-2 ve Pancl hiicrelerinde P2-vl ve P2-v2 over-
ekspresyonlarinin  glikoz alimma etkisi degerlendirildi. Transfekte edilmis
hiicrelerde 48 saat sonra glikoz alimi deneyi gergeklestirildi. Sonuglar protein

miktarlarina normalize edildi ve cpm/mg protein olarak verildi.

Mia PaCa-2 hiicreleri i¢in glikoz alim sonuglari; Vek: 1287,82 + 13,75
cpm/mg protein, P2-v1: 1188,44 + 53,46 cpm/mg protein (p=0,3>0,05) ve P2-v2:
1436,27 + 4,21 cpm/mg protein (p=0,041<0,05) olarak belirlendi (Sekil - 62-A).
Pancl hiicrelerinde ise sonuglar; Vek: 100,49 £4,71 cpm/mg protein, P2-v1: 116,75
+ 4,00 cpm/mg protein (p=0,12>0,05) ve P2-v2: 151,09 + 8,68 cpm/mg protein
(p=0,026<0,05) olarak belirlendi (Sekil - 62-B). Sonuglara gore, 6zellikle P2-

v2’nin glikoz alimini her iki hiicrede anlamli sekilde artirdig: goriildi.
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Sekil - 62: P2-vl over-ekspresyonu Mia PaCa-2 ve Pancl hiicrelerinde glikoz alimim ciddi
oranda etkilemezken, P2-v2 over-ekspresyonu her iki hiicrede glikoz alimim artirr.
Istatistiksel anlamli farklilik * ile gdsterilmistir. A) Mia PaCa-2 hiicrelerinin glikoz alimi. B) Pancl
hiicrelerinin glikoz alimu.

4.6.5. PDA Hiicrelerinde (Mia PaCa-2 ve Pancl) PFKFB2 Varyantlar1 Over-
ekspresyonunun Glikoliz Uzerine Onemli Etkisi Yoktur.

Son olarak gegcici transfekte edilmis Mia PaCa-2 ve Pancl1 hiicrelerinde P2-
vl ve P2-v2 over-ekspresyonlarmin glikolize etkisi degerlendirildi. Transfekte
edilmis hiicrelerde 48 saat sonra glikoliz deneyi gerceklestirildi. Sonuglar protein

miktarlarina normalize edildi ve cpm/mg protein olarak verildi.

Mia PaCa-2 hiicreleri igin glikoliz sonuglari; Vek: 16,88 + 0,14 cpm/mg
protein, P2-v1: 18,7 + 0,26 cpm/mg protein (p=0,051>0,05) ve P2-v2: 19,48 + 1,09
cpm/mg protein (p=0,22>0,05) olarak belirlendi (Sekil - 63-A). Panc1 hiicrelerinde
ise sonuclar; Vek: 37,68 £ 5,76 cpm/mg protein, P2-v1: 35,12 + 9,68 cpm/mg
protein (p=0,63>0,05) ve P2-v2: 34,96 + 2,85 cpm/mg protein (p=0,52>0,05)
olarak belirlendi (Sekil - 63-B). Sonuglara gore, PFKFB2 varyantlarinin glikoliz

tizerine 6nemli bir etkisi saptanmadi.
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Sekil - 63: PFKFB2 over-ekspresyonu Mia PaCa-2 ve Pancl hiicrelerinde glikolizi ciddi
oranda etkilemez. A) Mia PaCa-2 hiicrelerinin glikoliz degerleri. B) Pancl hiicrelerinin
glikoliz degerleri.
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4.7. PFKFB2 Stabil Ekspresyonunun Mia PaCa-2 Hiicrelerinde Onkojenik
Ozelliklere Etkileri

4.7.1. PFKFB2 Varyantlarinin Mia PaCa-2 Hiicrelerinde Stabil Over-
ekspresyonu.

PFKFB2 varyantlarinin PDA hiicrelerinde onkojenik etkisinin ¢aligilmasi
amaci ile stabil PFKFB2 varyantlar1 over-eksprese eden hiicreler kullanilmasi
planland1 ve kullanilacak PDA hiicre hatt1 olarak Mia PaCa-2 secildi (incelenen
PDA hiicre hatlar1 arasinda en diisik PFKFB2 ekspresyonu Mia PaCa-2’de
saptandi. (Baslik 4.5.1)).

Mia PaCa-2 hiicrelerinde PFKFB2’nin onkojenik 6zelliklere etkisinin
calisilmasi amaci ile, P2-v1 ve P2-v2 kodlayan plazmidler (Boliim 3.14.2°de elde
edilmis P2-v1-BSD ve P2-v2-BSD plazmidleri) transfekte edildi. Transfeksiyondan
48 saat sonra blastisidin ile seleksiyona baslandi ve bir hafta siireyle seleksiyon
uygulandi (Boliim 3.8.1.2.). Elde edilen hiicreler 96 kuyucuklu plakalarda
biiyiitiildii ve biiyliyen koloniler 24 kuyucuklu plakalara aktarildi. Ekspresyon
kontrolii gergeklestirildi ve PFKFB2 ekspresyonu yiiksek koloniler secilerek 6
kuyucuklu plakalarda biiyiitiildii (Ilk kontrol gosterilmemistir.) Sonrasinda en
yiiksek ekspresyona sahip P2-v1l ve P2-v2 klonlar tekrar biiyiitiilerek ikinci kez
ekspresyon kontrolleri gergeklestirildi. Bu amagla ilk olarak hiicre gruplarindan
RNA saflastirildi ve ¢cDNA sentezlenerek gercek zamanli PCR ile PFKFB2
ekspresyonlar1 analiz edildi. Elde edilen hiicreler Mia-Vek, Mia-P2-v1 ve Mia-P2-

v2 klonlar1 olarak adlandirildi ve ileri deneyler gergeklestirildi.
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PFKFB2 mRNA ekspresyonlari sirasi ile: Vek: 1 +0,4, P2-v1: 15,16 £ 0,86
ve P2-v2: 17,85 £+ 0,03 olarak tespit edildi (Sekil - 64). Endojen kontrol olarak [3-
aktin kullanilmistir ve sonuglar Vektor’deki PFKFB2 ekspresyonuna relatif

verilmistir.
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Sekil - 64: Vektor, P2-vl ve P2-v2 stabil eksprese eden Mia PaCa-2 hiicrelerinin PFKFB2
mRNA ekspresyonlari. Endojen kontrol olarak B-aktin kullanilmistir ve ekspresyonlar Vektor
eksprese eden Mia PaCa-2 hiicrelere gore relatif olarak verilmistir.

Benzer sekilde hiicrelerden elde edilen pelletlerden protein lizatlar
hazirlanarak Western blotlama yapildi. P2-vl ve P2-v2 over-eksprese eden

hiicrelerde Vektor’e gére PFKFB2 bant yogunlugu artist saptandi (Sekil - 65).

Vek P2-vi  P2-v2

PFKFB2 a::. ‘ “

B-aktin '

\
}
-
3

—— —

Sekil - 65: Vektor, P2-v1 ve P2-v2 stabil over-eksprese eden Mia PaCa-2 hiicrelerinin Western
blotlama goriintiisii. B-aktin ylikleme kontrolii olarak kullanilmistir.
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Son olarak stabil transfekte Mia PaCa-2 hiicrelerinden elde edilen cDNA’lar
kullanilarak PCR ile varyant ekspresyonlari incelendi. Agaroz jel goriintiilemesi
sonucunda, P2-v1 over-eksprese eden hiicrelerde P2-v1 bant yogunlugu artis1 ve
P2-v2 over-eksprese eden hiicrelerde P2-v2 bant yogunlugu artis1 goriilerek,

ekspresyonlarin varyantlara 6zgiin oldugu dogrulandi (Sekil - 66).

Primer Cifti Vek P2-v1 P2-v2
P2-v1 (s  ww

P2-V2 v s

B-aktin | e c—— —

Sekil - 66: Vektor, P2-v1 ve P2-v2 stabil over-eksprese eden Mia PaCa-2 hiicrelerinin PFKFB2
varyant spesifik primerler ile PCR sonrasi agaroz jel elektroforez goriintiisii. Yiikleme
kontrolii olarak B-aktin primerleri ile yapilan PCR kullanildi. DNA fragmentleri %1 agaroz jelde
ayristirildr.

4.7.2. PFKFB2 Varyantlarinin Stabil Over-ekspresyonu Mia PaCa-2
Hiicrelerinin Proliferasyonunu Artirir.

Elde edilen Mia-Vek, Mia-P2-v1 ve Mia-P2-v2 hiicreleri ile ilk olarak hiicre
proliferasyonlar1 degerlendirildi. Hiicreler 6 kuyucuklu plakalara 200 x 103
hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekildi ve 4 giin (96 saat) siireyle proliferasyonlari

izlendi. Her giin ilgili hiicreler tripsinize edilerek hemasitometrik olarak sayildi.

Proliferasyonlar degerlendirildiginde, 24 saat i¢in; Vek: 250 + 11,54 x 103
hiicre/kuyucuk, P2-v1: 250 = 20 x 10® hiicre/kuyucuk (p=1>0,05) ve P2-v2: 255 +
19,14 x 10® hiicre/kuyucuk (p=0,62>0,05) olarak saptandh.

48 saat icin; Vek: 330 £ 20 x 10° hiicre/kuyucuk, P2-v1: 335+ 19,14 x 103
hiicre/kuyucuk (p=0,10>0,05) ve P2-v2: 383 =+ 34,44 x 10° hiicre/kuyucuk
(p=0,16>0,05) olarak saptandi.
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72 saat icin; Vek: 335 £ 25,16 x 10° hiicre/kuyucuk, P2-v1: 390 + 11,55 x
10® hiicre/kuyucuk (p=0,15>0,05) ve P2-v2: 436 + 35,77 x 10® hiicre/kuyucuk
(p=0,06>0,05) olarak saptandi.

Son olarak 96 saat icin; Vek: 500 = 37,41 x 102 hiicre/kuyucuk, P2-v1: 560
+ 43,20 x 10% hiicre/kuyucuk (p=0,06>0,05) ve P2-v2: 835 + 30 x 103
hiicre/kuyucuk (p=0,014<0,05) olarak saptand1 (Sekil - 67).

Sonuglara gore Vektor’e gore istatistiksel anlamli farklilik yalnizca 96. saat

yapilan sayimda P2-v2 stabil over-eksprese eden hiicrelerde saptandi.
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Sekil - 67: P2-v2 stabil over-ekspresyonu, Mia PaCa-2 hiicrelerinin proliferasyonunu ciddi
oranda artirir. Stabil PFKFB2 varyantlar1 ekspresyonu Mia PaCa-2 hiicrelerinin proliferasyonunu
artirmaktadir. P2-v2, P2-v1’e oranla proliferasyonu daha fazla artirir. Istatistiksel anlamli farklilik
* ile gosterilmistir.
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4.7.3. PFKFB2 Varyantlarinin Stabil Over-Ekspresyonu Mia PaCa-2
Hiicrelerinin Koloni Formasyonunu Etkilemez Fakat P2-v2 Ekspresyonu
Yaygin Ureme Saglar.

Vektor, P2-v1 ve P2-v2 stabil eksprese eden Mia PaCa-2 hiicreleri ile koloni
formasyon analizi gerceklestirildi. Hiicrelerin ekilmesinden bir hafta sonra
hiicrelerin makroskobik ve mikroskobik goriintiileri kaydedildi ve incelendi. P2-v1
eksprese eden hiicrelerde makroskobik veya mikroskobik olarak vektdre gore
onemli bir farklilik gozlenmedi (Sekil - 68). Yanisira, P2-v2 eksprese eden
hiicrelerde makroskobik incelemede Vektor'e gore farklilik go6zlenmezken,
mikroskobik olarak incelendiginde ise, koloni olusumunun yanisira, hiicrelerin
yaygin sekilde, boliiniirken birbirinden oldukga uzaklasarak tirekleri goriildii (Sekil
- 69).

Sekil - 68: Vektor, P2-vl ve P2-v2 stabil over-eksprese eden Mia PaCa-2 hiicrelerinin

makroskobik koloni formasyon analizi sonucu.
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Sekil - 69: P2-v2 stabil over-ekspresyonu Mia PaCa-2 hiicrelerinde daha yaygin iireme saglar.
Koloni formasyonu analizi sonucunda mikroskobik goriintiiler 10x biiylitmede kaydedilmistir.
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4.7.4. Mia PaCa-2 Hiicrelerinde P2-v2 Stabil Over-ekspresyonu Migrasyonu
Artirir.

P2-v2 stabil over-ekspresyonunun Mia PaCa-2 hiicrelerinde Vektor ve P2-
vl stabil over-ekspresyonuna gore daha yaygin ilireme saglamasi gozlendikten
sonra, P2-v2’nin hiicre migrasyonunu artirmis olabileceginden siiphelenilerek
hiicreler ile yara iyilesmesi deneyi yapildi (Baslik 3.9.4.). Yara olusturduktan 6, 12,
24 ve 36 saat sonra 10x biiylitmede mikroskobik goriintiiler kaydedildi. Sonuglar
incelendiginde, P2-v2 stabil eksprese eden hiicrelerin Vektor ve P2-vl’e gore

olusturulan yaray1 daha hizli kapattigi goriildii.

Vek P2-v1

R
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Sekil - 70: P2-v2 over-espresyonu Mia PaCa-2 hiicrelerinde migrasyon yetenegini artirir.
Mikroskobik goriintiiler 10x biiyiitmede 151k mikroskobunda kaydedilmistir.
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4.7.5. Mia PaCa-2 Hiicrelerinde PFKFB2 Varyant-2 Stabil Over-ekspresyonu
Vimentin ve Fibronektin mRNA Ekspresyonlarim Artirir.

P2-v2 over ekspresyonunun Mia PaCa-2 hiicrelerinde (i) koloni formasyon
deneyinde yaygin iireme gostermesi ve (ii) yara iyilesmesi deneyinde yaray1 daha
hizl1 kapatmasi, migrasyon yeteneginin arttigini diisiindiirmektedir. Migrasyon
artis1, bazi hiicre ylizey protein ekspresyonlarinda degisim ile gergeklesir. Bu
sebeple stabil PFKFB2 varyantlar1 eksprese eden Mia PaCa-2 hiicrelerinden elde
edilen cDNA’lar ile ger¢ek zamanli PCR analizi gerceklestirildi ve hiicreler
Vimentin ve Fibronektin ekspresyonu agisindan analiz edildi. Vimentin
ekspresyonlari: Vek: 1,00 + 0,04, P2-v1: 1,59 £+ 0,02 (p=0,016>0,05) ve P2-v2:
4,02 £ 0,05 (p=0,0006<0,001) olarak belirlendi (Sekil - 71-A). Fibronektin
ekspresyonlari: Vek: 1,00 + 0,04, P2-v1: 0,04 £ 0,02 (p=0,008<0,05), P2-v2: 6,06
+ 0,18 (p=0,017<0,05) olarak belirlendi (Sekil - 71-B).

Sonuglara gore P2-v2 stabil over-ekspresyonu Mia PaCa-2 hiicrelerinde
Vimentin ve Fibronektin ekspresyonlarmi artirmustir. Ilging bir sekilde P2-v1 over-
eksprese eden Mia PaCa-2 hiicrelerinde ise Fibronektin ekspresyonu ciddi sekilde

azalmstir.
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mRNA Ekspresyonlari
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MRNA Ekspresyonlari
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Vek P2-v1 P2-v2 Vek P2-vi P2-v2
Sekil - 71: P2-v2 stabil over-ekspresyonu Mia PaCa-2 hiicrelerinde Vimentin ve Fibronektin
MRNA ekspresyonlarimt artirir. Endojen kontrol olarak B-aktin kullanilmigtir ve sonuglar
Vektor’deki ekspresyonlara gore relatif olarak verilmistir. Istatistiksel anlamli farklilik * ile
gosterilmistir. A) Vimentin mRNA ekspresyonu. B) Fibronektin mRNA ekspresyonu.
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4.8. PFKFB2 Baskilanmasinin PDA Hiicrelerinde (Pancl ve BxPC-3)
Glikolitik ve Onkojenik Ozelliklere Etkileri

4.8.1. PFKFB2’nin Pancl ve BxPC-3 Hiicrelerinde siRNA Aracili
Baskilanmasi

Endojen PFKFB2’nin PDA hiicrelerinde etkilerinin anlagilmas1 amaciyla,
SIRNA aracili baskilama deneyleri i¢in Pancl ve BxPC-3 hiicrelerinin kullanimina
karar verildi (Bu hiicreler, endojen PFKFB2 ekspresyonlar1 yiiksek olarak tespit
edilmislerdir (Baslik 4.5.1.)). Hiicreler siRNA’lar ile transfekte edildi ve deneyler
transfeksiyondan 72 saat sonra gergeklestirildi (Baslik 3.8.2.). ilk olarak baskilama
basarisinin 6l¢imii i¢in kontrol siRNA’lar ve PFKFB2 siRNA’lar ile transfekte
edilmis hiicrelerden RNA izole edildi ve cDNA sentezlenerek gercek zamanli PCR
analizi ile PFKFB2 mRNA ekspresyonlari kontrol edildi.

Pancl hiicrelerinde PFKFB2 mRNA ekspresyonlart Kontrol sil: 1,00 +
0,18, Kontrol si2: 0,82 + 0,08, FB2 sil: 0,36 + 0,05 ve FB2 si2: 0,20 + 0,01 olarak
belirlendi (Sekil - 72-A). BXPC-3 hiicrelerinde mRNA ekspresyonlar1 Kontrol sil:
1,00 £+ 0,08, Kontrol si2: 0,93 + 0,02, FB2 sil: 0,33 + 0,09 ve FB2 si2: 0,30 + 0,04
olarak belirlendi (Sekil - 72-B).

Total PFKFB2 mRNA ekspresyonundan sonra, siRNA’larin her bir varyanti
baskilamasi PCR ile incelendi. Bu amagla, Pancl hiicrelerinden elde edilen
cDNA’lar kullanilarak P2-v1 ve P2-v2 spesifik primerler ile PCR gergeklestirildi.
Agaroz jelde elektroforez ile ayrilip goriintillendi. Iki PFKFB2 siRNA
molekiiliiniin de her iki varyantin mRNA ekspresyonunu baskiladigi belirlendi

(Sekil - 73).

SIRNA molekiilleri ile PFKFB2 mRNA ekspresyonu baskilanmasinin

basarili oldugu goriildiikten sonra fonksiyonel deneyler gerceklestirildi.
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Sekil - 72: PFKFB2 spesifik siRNA uygulanmasi PFKFB2 mRNA ekspresyonunu azaltir.
mRNA ekspresyon kontrolii transfeksiyondan 3 giin sonra gergeklestirildi ve f-aktin endojen kontrol
olarak kullanildi. Degerler Kontrol si-1 hiicrelerinin PFKFB2 ekspresyonlarina gore relatif olarak
verildi. A) Panc1 hiicreleri. B) BXPC-3 hiicreleri.

. A Kontrol Kontrol PFKFB2 PFKFB2
Primer Cifti SiRNA-1 siRNA-2 siRNA-1 siRNA-2
P 2 1 -—— D -
=V —
—— | ——

P2-v2

B-aktin|

Sekil - 73: PFKFB2 spesifik siRNA uygulamasi her iki PFKFB2 transkript varyantini
baskilamaktadir. siRNA uygulanmis hiicrelerden elde edilen cDNA’lar sablon olarak kullanilarak
P2-v1 ve P2-v2 primer ciftleri ile PCR uygulandi. Yiikleme kontrolii olarak -aktin primerleri ile
yapilan PCR kullanildi. DNA fragmentleri %1 agaroz jelde separe edildi.
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4.8.2. Pancl Hiicrelerinde PFKFB2’nin siRNA Aracili Baskilanmasi Fru-2,6-
BP Konsantrasyonunu Azaltir.

siRNA molekiillerinin PFKFB2 ekspresyonunu baskilamadaki basarisi
goriildiikten sonra, ilk olarak Panc1 hiicrelerinde PFKFB2 baskilamasinin Fru-2,6-
BP konsantrasyonuna etkisi incelendi. Bu amacla 2 kontrol ve 2 PFKFB2 siRNA
molekiilii ile transfekte edilen Pancl hiicrelerinden 72 saat sonra ornekler alinarak
Fru-2,6-BP miktarlar1 agisindan degerlendirildi. Ornekler total proteine normalize
edilerek verildi. Pancl hiicrelerinde Fru-2,6-BP miktarlar1 Kontrol sil: 104 + 39,7
pmol/mg protein, Kontrol si2: 73 + 21,6 pmol/mg protein, FB2 sil: 22 + 9,4
pmol/mg protein ve 30 + 3,4 pmol/mg protein olarak belirlendi (Sekil - 74). Iki
kontrol siRNA ile iki PFKFB2 siRNA uygulanan gruplarin ikili istatistiklerinde p
degerleri sirasi ile: Kontrol sil - FB2 sil: 0,033, Kontrol si2 - FB2 sil: 0,019,
Kontrol sil - FB2 si2: 0,09, Kontrol si2 - FB2 si2: 0,039 olarak tespit edildi ve p
degerlerinin hepsinin 0,05’den kiigiik oldugu goriildii.

PFKFB2 mRNA ekspresyonunun siRNA aracili baskilamasinin hiicre-i¢i

Fru-2,6-BP miktarlarinin azalmasini sagladig goriildii.

c’g 1,6 -

= 14

::E 1.2 -

S o

w o 10-

“C_) et

I7) o 0,8 -

= O

ME 06

O = * *

ol © 0,4 -

1

N E ]

gsg

= 0,0 -

S At = A

E (\\,{0\6 (\\So\e ?614 ?614
N 0

Sekil - 74: Pancl hiicrelerinde PFKFB2 mRNA ekspresyonunun siRNA aracili baskilanmasi
Fru-2,6-BP konsantrasyonunu azaltir. Olgiilen Fru-2,6-BP degerleri hiicrelerin protein
konsantrasyonlarina normalize edilerek pmol/mg protein olarak verilmistir. Istatistiksel anlamli
farklilik * ile gdsterilmistir.

110



4.8.3. Pancl Hiicrelerinde PFKFB2’nin siRNA Aracili Baskilanmasi Glikoz
Allmin1 Etkilemezken Glikolizi Azaltir.

Sonrasinda Pancl hiicrelerinde PFKFB2 baskilamasinin glikoliz ve glikoz
alimina etkisi incelendi. Bu amagla 2 kontrol ve 2 PFKFB2 siRNA molekiilii ile
transfekte edilen Pancl hiicrelerinde 72 saat sonra glikoz alimi1 ve glikoliz deneyleri

yapildi. Ornekler total proteine normalize edilerek cpom/mg protein olarak verildi.

Glikoz alim degerleri; Kontrol sil: 404,5674 + 24,35 cpm/mg protein,
Kontrol si2: 332,35 + 37,94 cpm/mg protein, FB2 sil: 447,11 + 63,28 cpm/mg
protein (p = 0,47 ve 0,13) ve FB2 si2: 273,97 + 28,43 cpm/mg protein (p = 0,019
ve 0,10) olarak belirlendi (Sekil - 75-A). Glikoliz degerleri ise; Kontrol sil: 51,03
+ 2,99 cpm/mg protein, Kontrol si2: 44,98 + 3,08 cpm/mg protein, FB2 sil: 34,28
+ 2,06 cpm/mg protein (p = 0,035 ve 0,06) ve FB2 si2: 32,41 + 2,80 cpm/mg protein
(p = 0,006 ve 0,01) olarak belirlendi (Sekil - 75-B).

¢ Glikoz Alimi

600 - 60
500 | 50 |
c £
£ N F
B 400 S 5 40 * *
2 £5
o 300 o o 30
£ & E
— o~ 20 i
E 200 IE
0 3]
100 | 10 -
il 0 il
° B Y - N LAY AP g
o o\ ob o¥ (O <O ('g‘l ?6‘1,
\1\0‘\\‘ \1\0‘\’6 € € \(\&x ‘&o‘\x

Sekil - 75: PFKFB2’nin siRNA ile baskilanmasi Pancl hiicrelerinde glikoz alimim
etkilemezken glikolizi azaltir. Deneyler siRNA transfeksiyonundan 72 saat sonra gergeklestirildi
ve sonuglar total proteine normalize edilerek cpm/mg protein olarak verildi. Istatistiksel anlamli
farklilik * ile gosterilmistir. A) Pancl hiicrelerinin glikoz alim degerleri. B) Pancl hiicrelerinin

glikoliz degerleri.
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Sonuglara gore, glikoz aliminda PFKFB2 siRNA uygulanan hiicrelerde
kontrol siRNA uygulanan hiicrelere gore anlamli bir fark saptanmazken, PFKFB2
ekspresyonunun siRNA aracili baskilamasimnin glikolizi her iki siRNA’nin

uygulanmasi ile anlamli miktarda azalttig1 goriildii.

4.8.4. PFKFB2’nin Baskilanmasi Pancl Hiicrelerinde Proliferasyonu Azaltir.

PFKFB2’nin siRNA aracili baskilanmasinin  Pancl hiicrelerinde
proliferasyona etkisi degerlendirildi. Bu amagla 30 x 10° hiicre/kuyucuk olacak
sekilde hiicreler 12-kuyucuklu plakalara ekilerek Kontrol siRNA’lar ve PFKFB2
siRNA’lar ile transfekte edildiler. Transfeksiyondan 48 saat sonra hiicreler
tripsinize edilerek hemasitometrik olarak sayildilar. Kontrol siRNA’larin
ortalamas1 ve PFKFB2 siRNA’larin ortalamasi hesaplanarak farklar ortaya
koyuldu. Hiicre sayilar1 Kontrol siRNA: 58,33 + 11,69 x 10°ve FB2 siRNA: 25,00
+ 8,36 x 10° olarak (p=0,0033<0,05) belirlendi (Sekil - 76). Sonuglara gore
PFKFB2 mRNA ekspresyonunun siRNA aracili baskilamasinin Pancl hiicre

proliferasyonunu azalttig1 goriildii.

80

[=2]
o

Proliferasyon (x1 03)
S 8

Kontrol siRNA FB2 siRNA

Sekil - 76: PFKFB2 ekspresyonunun siRNA aracili baskilanmasi Pancl hiicrelerinde hiicre
proliferasyonunu azaltmaktadir. istatistiksel anlamli farklilik * ile gdsterilmistir.
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4.8.5. BXPC-3 Hiicrelerinde PFKFB2’nin siRNA Aracili Baskilanmasi1 Fru-
2,6-BP Konsantrasyonunu Azaltir.

Endojen PFKFB2’nin BxPC-3 hiicrelerinde Fru-2,6-BP konsantrasyonuna
etkisinin anlagilmasi amaciyla, Kontrol sil, FB2 sil ve FB2 si2 siRNA molekiilleri
ile transfekte edilen BxPC-3 hiicrelerinden 72 saat sonra ornekler alinarak Fru-2,6-
BP miktarlar1 agisindan degerlendirildi. Ornekler total proteine normalize edilerek
verildi. BXPC-3 hiicrelerinde Fru-2,6-BP miktarlari1 Kontrol sil: 110 &= 8 pmol/mg
protein, FB2 sil: 67,14 + 2 pmol/mg protein (p=0,0011<0,05) ve 38,57 + 4
pmol/mg protein (p=0,0007<0,001) olarak belirlendi (Sekil - 77).

PFKFB2 mRNA ekspresyonunun siRNA aracili baskilamasinin BxPC-3

hiicrelerinde hiicre-i¢i Fru-2,6-BP miktarlarinin azalmasini sagladigi goriildii.
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Sekil - 77: BXPC-3 hiicrelerinde PFKFB2 mRNA ekspresyonunun siRNA aracili baskilanmasi
Fru-2,6-BP konsantrasyonunu azaltir. Olgiilen Fru-2,6-BP degerleri hiicrelerin protein
konsantrasyonlarina normalize edilerek pmol/mg protein olarak verilmistir. Istatistiksel anlamli
farklilik * ile gosterilmistir.
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4.8.6. PFKFB2’nin Baskilanmasi Pancl ve BXPC-3 Hiicrelerinde Hiicre
Siklusu Fazlar1 Dagilimini Etkilemez.

PFKFB2 baskilanmasinin hiicre siklusuna etkisinin calisilmasi amaci ile,
Kontrol siRNA, FB2 si 1 ve FB2 si2 Pancl ve BXxPC-3 hiicrelerine uygulandi. 48
saat sonra hiicreler kaldirilarak akis sitometride hiicre siklus fazlarmin dagilimi

incelendi.

Pancl hiicreleri icin; Kontrol siRNA ile transfekte edilmis hiicrelerde
GO0/G1 faz1 hiicre oran1 % 49, S fazi hiicre oran1 % 10,7 ve G2/M faz1 hiicre oran
% 40,2 olarak; PFKFB2 siRNA 1 ile transfekte edilmis hiicrelerde GO/G1 faz1 hiicre
orant % 42,1, S fazi hiicre oran1 %11,6 ve G2/M fazi1 hiicre oranm1 % 46,2 olarak ve
PFKFB2 siRNA 2 ile transfekte edilmis hiicrelerde GO/G1faz1 hiicre oranm1 % 43,8,
S fazi1 hiicre oranm1 % 11,6 ve G2/M fazi1 hiicre oran1 % 44,6 olarak belirlendi (Sekil
- 78).

Kontrol siRNA

DNA CONTENT PROFILE
G0/G149.0

S$10.7
G2/M 40.2

Count
()}
=]

1.2 3 4 656 6 7 8 9 10
DNA CONTENT INDEX

PFKFB2 siRNA-1 PFKFB2 siRNA-2
10 DNA CONTENT PROFILE 10 DNA CONTENT PROFILE
901 G0/G1 42.1 901 G0/G143.8
80] S11.6 80] S11.6
704 G2/M 46.2 701 G2/M 44.6
2 60 £ 60
3 50 3 50]
O 40] O 40]
304 30
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Sekil - 78: Kontrol ve PFKFB2 siRNA’lar ile transfekte edilmis Pancl hiicrelerinin hiicre
siklus dagilimlari. Grafikler MUSE analiz cihazindan alinmigtir. Grafiklerin sag list tarafinda
dagilim yiizdeleri verilmistir.
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BXPC-3 hiicreleri icin; Kontrol siRNA ile transfekte edilmis hiicrelerde
GO0/G1faz1 hiicre orani1 % 39,8, S faz1 hiicre oran1 % 20,5 ve G2/M fazi hiicre oranmi
% 39,6 olarak; PFKFB2 siRNA 1 ile transfekte edilmis hiicrelerde GO/G1 fazi hiicre
oran1 % 34,6, S faz1 hiicre oran1 %20,8 ve G2/M fazi hiicre oran1 % 44,5 olarak ve
PFKFB2 siRNA 2 ile transfekte edilmis hiicrelerde GO/G1faz1 hiicre oranm1 % 32,2,
S faz1 hiicre oran1 % 21,5 ve G2/M faz1 hiicre oran1 % 46,4 olarak belirlendi (Sekil
- 79).

Sonuglara gore, Pancl ve BxPC-3 hiicrelerinde PFKFB2’nin siRNA aracili

baskilanmasi, hiicre siklus fazlar1 dagilimini etkilememektedir.

Kontrol siRNA
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Sekil - 79: Kontrol ve PFKFB2 siRNA’lar ile transfekte edilmis BxPC-3 hiicrelerinin hiicre
siklus dagilimlari. Grafikler MUSE analiz cihazindan alimmistir. Grafiklerin sag st tarafinda
dagilim yiizdeleri verilmistir.
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4.8.7. Pancl Hiicrelerinde PFKFB2 Baskilanmasi Apoptozu Etkilemezken
BXPC-3 Hiicrelerinde Apoptotik Hiicre Oranim Artirir.

PFKFB2 baskilanmasinin hiicre siklusuna etkisinin calisilmasi amaci ile,
Pancl ve BxPC-3 hiicreleri kontrol siRNA ve PFKFB2 siRNA ile transfekte edildi
ve transfeksiyondan 48 saat sonra hiicreler kaldirilarak akis apoptotik hiicre oranlari

incelendi.

Pancl hiicrelerinde Kontrol siRNA ile transfekte edilmis hiicrelerde canli
hiicre orani: % 94,28, erken apoptotik hiicre orani: % 1,18, gec apoptotik hiicre
orani: % 3,24 ve 0Olii hiicre orani: % 1,30 ve PFKFB2 siRNA ile transfekte edilmis
hiicrelerde canli hiicre orani: % 92,78, erken apoptotik hiicre orani: % 1,50, geg
apoptotik hiicre orani: % 3,46 ve 6lii hiicre orani: % 2,26 olarak tespit edildi (Sekil
- 80-A).

BXPC-3 hiicrelerinde Kontrol siRNA ile transfekte edilmis hiicrelerde canli
hiicre orani: % 87,40, erken apoptotik hiicre orani: % 1,60, gec apoptotik hiicre
orani: % 7,48 ve oOlii hiicre orani: % 3,52 ve PFKFB2 siRNA ile transfekte edilmis
hiicrelerde canli hiicre orani: % 66,92, erken apoptotik hiicre orani: % 1,52, geg
apoptotik hiicre orani: % 22,30 ve 6lii hiicre orani: % 9,26 olarak tespit edildi (Sekil
- 80-B).

Sonuglara goére, PFKFB2’nin siRNA aracili baskilanmast Pancl
hiicrelerinde apoptoza yol agmazken, BxPC-3 hiicrelerinde apoptotik hiicre oranini

yaklagik 3 kat artirmistir.
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Sekil - 80: PFKFB2’nin siRNA aracih baskilanmasi Pancl hiicrelerinde apoptozu
etkilemezken, BXPC-3 hiicrelerinde apoptotik hiicre oranim artirir. Hiicre oranlari % olarak
verilmistir. A) Pancl hiicrelerinde PFKFB2 nin siRNA aracili baskilanmasinin apoptoza etkisi. B)
BxPC3 hiicrelerinde PFKFB2’nin siRNA aracili baskilanmasinin apoptoza etkisi.
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4.8.8. Pancl ve BxPC-3 Hiicrelerinde PFKFB2 Baskilanmasi Gemsitabine
Duyarhhg: Artirir.

Pankreas kanser tedavisinde siklikla gemsitabin kullanilmaktadir ve ilaglara
direng gelisimi kanser tedavisinde Onemli bir sorundur. Hiicrelerde endojen
eksprese edilen PFKFB2’nin ila¢ direngliligine etkisinin incelenmesi i¢in Kontrol
siRNA veya PFKFB2 siRNA uygulanarak PFKFB2 ekspresyonu baskilanmig
Pancl ve BXPC-3 hiicrelerine gemsitabin uygulanarak hiicre canliliklar1 incelendi.
siRNA transfeksiyonundan 1 giin sonra Pancl hiicrelerine 25 pM, BxPC3
hiicrelerine 1 uM gemsitabin uygulandi ve 2 giin sonra hiicreler tripsinize edilerek

hemasitometrik olarak sayildu.

Hiicre sayilar1 Pancl hiicrelerinde Kontrol siRNA - Tastyic1 Kontrol: 190 +
8 x 10? hiicre/kuyucuk, Kontrol siRNA - Gemsitabin: 66 + 3 x 10% hiicre/kuyucuk,
PFKFB2 siRNA - Tasiyic1 Kontrol: 187,5 + 2 x 10 hiicre/kuyucuk ve PFKFB2
SiRNA - Gemsitabin: 35 + 4 x 10® hiicre/kuyucuk olarak belirlendi (p=0,004<0,05)
(Sekil - 81-A). Yiizde olarak hesaplaninca Kontrol hiicrelerinde gemsitabin
uygulamasindan sonra hiicrelerin %34 liniin canli kaldigi, PFKFB2 siRNA
hiicrelerinde ise gemsitabin uygulamasindan sonra hiicrelerin %18,6’sinin canli

kaldig1 gorildii (Sekil - 81-B).

BXPC-3 hiicrelerinde ise Kontrol siRNA - Tastyic1 Kontrol: 245 + 10 x 103
hiicre/kuyucuk, Kontrol siRNA - Gemsitabin: 70 = 5 x 10% hiicre/kuyucuk, PFKFB2
SiRNA - Tastyic1 Kontrol: 264 + 12 x 10° hiicre/kuyucuk ve PFKFB2 siRNA -
Gemsitabin: 20 + 3 x 102 hiicre/kuyucuk olarak belirlendi (p<0,001) (Sekil - 82-A).
Yiizde olarak hesaplaninca Kontrol hiicrelerinde gemsitabin uygulamasindan sonra
hiicrelerin %28’inin canli kaldigi, PFKFB2 siRNA hiicrelerinde ise gemsitabin

uygulamasindan sonra hiicrelerin %7,6’sinin canli kaldigi goriildii (Sekil - 82-B).
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Sekil - 81: Pancl hiicrelerinde PFKFB2’nin siRNA aracili baskilanmasi gemsitabine
duyarhhg artirir. A) Kontrol siRNA ve PFKFB2 siRNA transfekte edilmis Pancl hiicrelerinin
Tastyic1 ve Gemsitabin uygulamasi sonrasi hiicre sayilari. Istatistiksel anlamli farklihik * ile
gosterilmistir. B) Kontrol sSiRNA ve PFKFB2 siRNA uygulanmis hiicrelerin Gemsitabin uygulamasi
sonrasi canli hiicre yiizdeleri.
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Sekil - 82: BxPC-3 hiicrelerinde PFKFB2’nin siRNA aracii baskilanmasi gemsitabine
duyarhhg artirir. A) Kontrol siRNA ve PFKFB2 siRNA transfekte edilmig BxPC-3 hiicrelerinin
Tastyict ve Gemsitabin uygulamasi sonrasi hiicre sayilari. Istatistiksel anlamh farklilik * ile
gosterilmistir. B) Kontrol siRNA ve PFKFB2 siRNA uygulanmis hiicrelerin Gemsitabin uygulamasi
sonras1 canli hiicre yiizdeleri.

119



4.8.9. Pancl Hiicrelerinde PFKFB2 Ekspresyonunun Baskilanmasi1 Matrijel
Invazyonunu Azaltir.

siRNA aracili baskilama deneylerinde son olarak Kontrol siRNA ve
PFKFB2 siRNA ile transfekte edilen Pancl hiicrelerinin invazyon yetenekleri
incelendi. Transfeksiyondan 24 saat sonra hiicreler matrijel kapli kuyucuklara FBS
icermeyen besiyerinde ekildi ve invaze olabilmeleri i¢in 1 giin beklendi. Sonraki
giin invaze olmus hiicreler kristal violet ile boyanarak 15tk mikroskobunda
goriintiilendi. PFKFB2’nin siRNA aracili baskilanmasinin Pancl hiicrelerinin

invazyonunu azalttig1 goriildii (Sekil - 83).

Kontrol PFKFB2
siRNA siRNA

-

Sekil - 83: PFKFB2’nin siRNA aracili baskilanmasi Pancl hiicrelerinin invazyonunu azaltir.
Invaze olan hiicreler kristal violet ile boyanarak 1gik mikroskobunda 10x biiyiitmede goriintiilenerek
rastgele 3 alanin goriintiisli kaydedilmistir.
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4.9. PFKFB2’nin CRISPR Aracili inaktivasyonunun PDA Hiicrelerinde (Mia
PaCa-2) Etkileri

4.9.1. Mia PaCa-2 Hiicrelerinde PFKFB2’nin CRISPR Aracili Inaktivasyonu

PFKFB2’nin PDA hiicrelerinde etkilerinin incelenmesi amaciyla son olarak
Mia PaCa-2 hiicrelerinde PFKFB2, CRISPR ile etkisiz hale getirildi. PFKFB2

ekspresyonunun tamamen kaybinin hiicrelere etkisi incelendi.

Mia PaCa-2 hiicreleri CRISPR plazmidleri ile transfekte edildi (Bolim
3.8.1.3.) ve puromisin ile seleksiyon uygulandi (Boliim 3.8.1.2). Canli hiicreler tek
hiicre kolonileri olarak tiretildi ve PFKFB2 protein miktarlar1 Western blotlama ile
kontrol edildi (Sonuglar gosterilmemistir.). 2 adet Kontrol plazmidi ile transfekte
edilip secilmis koloni PFKFB2** Mia PaCa-2 olarak adlandirildi. PFKFB2
ekspresyonu olmayan 2 koloni de PFKFB2”7 Mia PaCa-2 olarak adlandirildi.
Tekrar kontrol amagli hiicrelerden RNA elde edildi ve bu RNA’lardan elde edilen
cDNA’lar kullanilarak PCR uygulandi (Bolim 3.4.4. kapsaminda tasarlanmis
primerler kullanildi). PCR reaksiyonun prensibi Sekil - 84’de agiklanmigtir. PCR
driinleri, %1 agaroz jelde elektroforez uygulandi CRISPR manipiilasyonu
incelendi. Beklendigi gibi PFKFB2** hiicrelerde 293 baz cifti biiyiikliigiinde
bantlar goriiliirken PFKFB27 hiicrelerde bu bantlar goriilmedi (Sekil - 85).

ileri primer 293 baz gifti geri primer
_— —

PFKFB2 Ekson 1 ‘

ileri primer >293 baz cifti geri primer
—_—
—
‘ PFKFB2 Ekson 1

Sekil - 84: CRISPR dogrulamas i¢in gerceklestirilmis PCR reaksiyonu prensibi. CRISPR
aracili bolge inaktivasyonu sonrasinda homolog rekombinasyon ile kesilen bolgeye Luc-Puro
entegre edilmistir. Bu da tasarlanan primerler arasindaki bélgenin uzamasina sebep olmustur. (leri
primer ve Geri primer baglanma konumlari gergegi yansitmamaktadir, illistrasyon amagh
yerlestirilmistir.
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PFKFB2** PFKFB2**  PFKFB2 PFKFB2*

#1 #2 #1 #2
PFKFB2 Ekson 1 J—
Primer Cifti
B-aktin

Sekil - 85: CRISPR aracih PFKFB2 geni inaktivasyonunun PCR ile kontrolii. PFKFB2/- Mia
PaCa-2 hiicrelerinde beklendigi gibi CRISPR manipiilasyonu sonucunda Ekson 1 Cas9 ile kesilerek
kesilen bolgeye Luc-Puro ekspresyon kasedi dahil olmustur. Primerlerin ¢ogaltacagi baz ciftinin
daha uzun olmast sebebiyle bant gériilmemesi ile dogrulanmistir.

PCR dogrulamasi sonrasinda, dogrulama amagli son olarak Western
blotlama kullanildi. Hiicre kolonilerinden elde edilen lizatlardan protein ekstrakte
edildi ve PFKFB2 antikoru ile Western blotlama yapildi. Beklendigi gibi
PFKFB2*"* hiicrelerde PFKFB2 bantlar1 goriiliirken PFKFB2” hiicrelerde bu
bantlar gériilmedi (Sekil - 86).

PFKFB2** PFKFB2**  PFKFB2- PFKFB2"
#1 #2 #1 #2

PFKFB2 | = sm—

ALUDUNIN | — ——

Sekil - 86: CRISPR aracih PFKFB2 inaktivasyonunun Western blotlama ile Kontrolii.
PFKFB2” Mia PaCa-2 hiicrelerinde beklendigi gibi PFKFB2 protein ekspresyonu
gerceklesmemektedir.
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4.9.2. Mia PaCa-2 Hiicrelerinde CRISPR Aracih PFKFB2 Gen Inaktivasyonu
Gemsitabine Duyarhlig1 Artirir.

PFKFB2 geni inaktivasyonunun gemsitabin ilag duyarliligina etkisinin test
edilmesi amacryla 2 kontrol PFKFB2*"* hiicre klonu ve 2 PFKFB2”" hiicre klonu 6
kuyucuklu plakalara ekilerek tasiyici veya 300 nM gemsitabin uygulandi. 48 saat
sonra hiicreler tripsinize edilerek hemasitometrik olarak sayildi ve gemsitabin
uygulanmis hiicrelerin canliligi, ayn1 klonun tastyict uygulanmis kontroliine gore
degerlendirildi. Sonuglar canlilik yiizdesi olarak belirtildi ve sirastyla; PFKFB2*/* -
1 - Tastyict: 100 + 3,84, PFKFB2** - 1 - Gemsitabin: 65,38 + 9,42, PFKFB2** - 2
- Tasiyict: 100 + 5,10, PFKFB2*"* - 2 - Gemsitabin: 87,5 + 6,25, PFKFB2" - 1 -
Tastyici: 100 + 9,63, PFKFB27- 1 - Gemsitabin: 35,15 + 2,34, (p=0,028 ve
p=0,0026<0,05) PFKFB2™ - 2 - Tasiyict: 100 + 2,22, PFKFB2" - 2 - Gemsitabin:
29,62 £+ 9,13 (p=0,04 ve p=0,007<0,05) olarak belirlendi (Sekil - 87). Sonuglara
gore PFKFB2’nin CRISPR aracili inaktivasyonu, gemsitabine duyarlilig

artirmistir.
mmmm Kontrol
—= Gemsitabin
120
2 100 |
O T
5 80 -
T T
— 60 -
c
8 40 - * *
o\o 20 -
o A
PFKFB2*+ PFKFB2'* PFKFB2’- PFKFB2'
#1 #2 #1 #2

Sekil - 87: PFKFB2 gen inaktivasyonu gemsitabine duyarlihgi artirir. Sonuglar her klonun
Tastyici-Kontrol’iine gore relatif olarak verilmistir. Istatistiksel anlamh farklilik * ile gdsterilmistir.
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4.9.3. Mia PaCa-2 Hiicrelerinde CRISPR Aracih PFKFB2 Gen Inaktivasyonu
Hiicre I¢i Fru-2,6-bisfosfat Konsantrasyonunu Azaltir.

PFKFB2’nin CRISPR aracilt inaktivasyonunun Fru-2,6-BP
konsantrasyonuna etkisinin incelenmesi amaciyla 2 kontrol PFKFB2*"* hiicre klonu
ve 2 PFKFB2” hiicre klonu 6 kuyucuklu plakalarda biiyiitiildii ve toplanan
hiicrelerden Fru-2,6-BP lizat1 elde edildi. Lizatlardaki Fru-2,6-BP miktar1 ol¢iildii
ve total proteine normalize edildi. Sonuglar sirasiyla: PFKFB2** - 1: 51,49 + 3,36
pmol/mg protein, PFKFB2** - 2: 61,95 + 6,85 pmol/mg protein, PFKFB27" - 1:
34,81 + 0,14 pmol/mg protein (p=0,013 ve p=0,02<0,05) ve PFKFB2" - 2: 37,94
+ 4,40 pmol/mg protein (p=0,015 ve p=0,01<0,05) olarak belirlendi.

Sonuglara gore PFKFB2’nin CRISPR aracil1 inaktivasyonunun Mia PaCa-
2 hiicrelerinde hiicre i¢i Fru-2,6-BP miktarini azalttig1 goriildii (Sekil - 88).

80

60

40 -

20 -

Fruktoz-2,6-Bisfosfat
(pmol/mg protein)

® BFKFB2'* PFKFB2'" PFKFBZ- PFKFBZ"
#1 #2 #1 #2

Sekil - 88: PFKFB2’nin CRISPR aracih inaktivasyonu hiicre i¢i Fru-2,6-BP miktarim azaltir.
Sonuglar total proteine normalize edilerek pmol/mg protein olarak verilmistir. Istatistiksel anlamli
farklilik * ile gosterilmistir.

124



4.9.4. Mia PaCa-2 Hiicrelerinde CRISPR Aracii PFKFB2 Gen Inaktivasyonu
Besiyerine Salinan Laktat Miktarini Azaltir.

PFKFB2’nin CRISPR aracili inaktivasyonunun hiicre glikolizine etkisinin
dolayl1 yoldan incelenmesi amaciyla 2 kontrol PFKFB2** Mia PaCa-2 hiicre klonu
ve 2 PFKFB27- Mia PaCa-2 hiicre klonu 6 kuyucuklu plakalarda biiyiitiildii ve 24
saat inkiibasyondan sonra hiicrelerin besiyerleri toplanarak laktat analizi yapildi.
Olgiilen laktat miktar1 nmol olarak belirlenip hiicre sayisina gére normalize edildi.
Sonuglar sirastyla; PFKFB2** - 1: 5919 + 1117 nmol/10* hiicre PFKFB2** - 2:
4330 + 43,94 nmol/10* hiicre, PFKFB27 - 1: 3322 + 477,09 nmol/10* hiicre
(p=0,04<0,05 ve p=0,06>0,05) ve PFKFB27 - 2: 3055 + 38,68 nmol/10* hiicre
(p=0,04 ve p=0,03<0,05) olarak belirlendi.

Sonuglara gore PFKFB2 nin CRISPR aracili inaktivasyonunun Mia PaCa-

2 hiicrelerinde hiicre disina salinan laktat miktarini1 azalttigi gorildii (Sekil - 89).
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PFKFB2** PFKFB2** PFKFB2" PFKFB2"
#1 #2 #1 #2

Sekil - 89: PFKFB2’nin CRISPR aracili inaktivasyonu besiyerine salinan laktat miktarim

azaltir. Sonuglar hiicre sayilarina gore normalize edilerek nmol/10* hiicre olarak verilmistir.
Istatistiksel anlaml1 farklilik * ile gosterilmistir.
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4.9.5. Mia PaCa-2 Hiicrelerinde CRISPR Aracih PFKFB2 Gen Inaktivasyonu
Koloni Formasyonunu Azaltir.

PFKFB2"* ve PFKFB2’"~ Mia PaCa-2 hiicreleri kullanilarak koloni
formasyon analizi gergeklestirildi. Hiicreler 500 hiicre/kuyucuk olacak sekilde 6-
kuyucuklu plakalara ekildi ve bir hafta siireyle biiyiitiildiikten sonra metanol ile
fikse edilerek kristal violet ile boyandi. Makroskobik goriintiiler kaydedilerek
karsilastirildi. Sonuglara gore PFKFB27 hiicrelerin hem daha az sayida, hem de
daha kiigiik koloniler olusturdugu goriildi (Sekil - 90).

PFKFB2*

PFKFB2"-

Sekil - 90: PFKFB2’nin CRISPR ile inaktivasyonu Mia PaCa-2 hiicrelerinin koloni
formasyonunu azaltir. 2 farkli klonun goriintiileri makroskobik olarak kaydedilmistir.
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4.9.6. Mia PaCa-2 Hiicrelerinde CRISPR Aracili PFKFB2 Gen Inaktivasyonu
Gemsitabin Varhginda Koloni Formasyonunu Azaltir.

Son olarak PFKFB2"* ve PFKFB2’ Mia PaCa-2 hiicrelerinin koloni
formasyonu gemsitabin varliginda degerlendirildi. Hiicreler 500 hiicre/kuyucuk
olacak sekilde 6- kuyucuklu plakalara ekildi ve bir hafta stireyle 100 nM gemsitabin
varliginda biiyiitiildiikten sonra metanol ile fikse edilerek kristal violet ile boyandi.
Makroskobik goriintiiler kaydedilerek karsilastirildi. PFKFB2**  hiicrelerin
gemsitabin varliginda hayatta kalarak koloni olusturabilirdikleri, fakat PFKFB2”

hiicrelerin gemsitabin varliginda koloni olusturamadiklar: goriildii (Sekil - 91).

PFKFB2++ [&
+Gemsitabin §

PFKFB2--
+Gemsitabin

Sekil - 91: PFKFB2’nin CRISPR ile inaktivasyonu Mia PaCa-2 hiicrelerinin gemsitabin
varhginda koloni formasyonunu azaltir. 2 farkli klonun goriintiileri makroskobik olarak
kaydedilmistir.
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5. TARTISMA ve SONUC

5.1. Tammmlanmus ikinci Niikleusa Lokalize Olan PFKFB Enzimi: PFKFB2

Gergeklestirilen bu ¢alismada ilk olarak PFKFB2 izoformunun insan kanser
dokularinda ekspresyon artisi, daha sonra da farkli bélgelerden kdken alan kanser
hiicre hatlarinda ekspresyonu incelendi. Bugiine dek PFKFB2 fonksiyonunu
inceleyen ¢alismalar yapilmis olsa da, higbir ¢alismada karsilastirmali olarak kanser
tiplerindeki PFKFB2 mRNA ekspresyonu ve protein miktarlari1 incelenmemistir.
Daha once yapilan ve PFKFB2 fonksiyonunu arastiran caligmalarda Akt, AMPK,
RSK ve 14-3-3 proteinleri tarafindan  gergeklesen post-translasyonel
modifikasyonlari (Houles ve ark., 2018; Marsin ve ark., 2000; Masters ve ark.,
2002; Novellasdemunt ve ark., 2013; Rubio ve ark., 2003) ve aktivasyonlari
incelenmistir. Benzer sekilde prostat kanser hiicrelerinde androjenin AR-CAMKII-
AMPK yolagi ile (Moon ve ark., 2011) ve osteosarkomalarda olduk¢a 6nemli olan
SLIT2/ROBOI1 faktorlerinin SRC-ERK-c-MYC yolagi ile PFKFB2 ekspresyonunu
arttirdigi (Zhao ve ark., 2018) gosterilmistir. Fakat bu ¢alismalarda farkli kanser
tiplerinden koken alan dokularda ve kanser hiicre hatlarinda PFKFB2 ekspresyonu
incelenmemistir. Tez calismasi kapsaminda PFKFB2 ekspresyonunun kanser
dokularinda normal dokulardan daha fazla oldugu ve farkli dokulardan koken alan
timor hiicre hatlarinin PFKFB2 eksprese ettigi belirlendi. Daha da 6nemlisi bu
calismada, kanser hiicrelerinde eksprese edilen PFKFB2 mRNA varyantlar
incelendi ve incelenen tiim kanser hiicre hatlarinda her iki mRNA varyantinin (P2-
vl ve P2-v2) eksprese edildigi goriildii. Bu ¢alisma Oncesinde yalnizca akut
lenfoblastik 16semi hiicrelerinde P2-vl ve P2-v2 ekspresyonu ve fonksiyonu
incelenmis ve glikokortikoid tarafindan indiiklenen apoptozda rolleri oldugu

gosterilmistir (Carlet ve ark., 2010).
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6-Fosfofrukto-2-kinaz/fruktoz-2,6-bisfosfataz (PFKFB) grubu enzimlerin
kabul gdérmiis ana fonksiyonu sitoplazmada PFK-1 araciligi ile glikolizi ve
glikoneojenezi regiile etmektir (Yalcin ve ark., 2009b). Kabul gérmiis bu etki
enzimlerin tanimlanmis primer fonksiyonu olsa dahi, 2009 yilinda yayinlanan bir
aragtirmada ilk defa PFKFB3’iin niikleusa lokalize oldugu ve bu lokalizasyonun
hiicre proliferasyonunu artirici etki gosterdigi gosterilmistir (Yalcin ve ark., 2009a).
PFKFB3 disinda farkli bir PFKFB izoformu i¢in bugiine dek herhangi bir niikleus

lokalizasyonu ve niikleusta farkli bir fonksiyon yayinlanmamastir.

Niikleusa lokalizasyon gosteren glikolitik enzimlerin ilk raporlanmasinin
tarihi 1963’e kadar uzanmaktadir (McEwen ve ark., 1963) ve sonrasinda 1965
yilinda niikleusun enzimolojisi incelenirken niikleustaki metabolik enzimlerden
bahsedilmistir (Siebert ve Humphrey, 1965). ilk defa bir metabolik enzimin hiicre
niikleusunda, bilinen asil fonksiyonundan farkli bir fonksiyonu oldugu ise, 6rdek
lensinin yapisal proteinlerinden olan e-kristallin’in aslinda metabolik enzim olan
LDH oldugu anlasilarak Hendriks ve ark. (1988) tarafindan gosterilmistir. Son
yillarda pek c¢ok glikolitik enzimin ve sitrik asit siklusunda gorevli enzimin
niikleusa lokalizasyon gosterdigi belirlenmistir (Boukouris ve ark., 2016; Kim ve
Dang, 2005). Bu enzimlerden bazilari niikleusta yalnizca kendi rollerini gosterirken
(Malat dehidrojenaz (MDH2) enziminin malat iiretimi saglamas: (Lo ve ark.,
2015)), baz1 enzimlerin ise bilinen rollerine ek olarak farkli fonksiyonlar gosterdigi
bildirilmistir. Ornegin glikolitik bir enzim olan HK2, ortamda diisiik glikoz
bulundugunda Akt tarafindan fosforlanarak niikleusa lokalize olmaktadir (Wilson,
2003) ve bu lokalizasyon sonrasinda maya hiicrelerinde Migl transkripsiyon
faktoriine baglanarak karbonhidrat metabolizmas: iliskili gen ekspresyonunu regiile
ettigi gosterilmistir (Gancedo, 1992; Neary ve Pastorino, 2013; Wills, 1996).
Benzer sekilde Enolaz, sitoplazmada gorevi olan fosfoenolpiruvat iiretimini,
niikleusta da gerceklestirmektedir. Bunun yani sira niikleusta ‘MY C promotoriine
baglanan protein 1’e¢ (MBP-1) baglanarak c-Myc ekspresyonunda azalmaya yol
actigindan, timor baskilayici bir protein olarak kabul edilmesi 6nerilmistir (Feo ve
ark., 2000; Wang ve ark., 2005). Piruvat kinaz, son zamanlarda olduk¢a dikkat
ceken niikleusta farkli fonksiyonlar1 gosterilmis bir glikolitik enzimdir (Boukouris

ve ark., 2016). Piruvat kinaz enziminin 2. izoformunun (PKM2) 433. konumdaki
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lizin amino asidinin asetillenmesi niikleusa lokalizasyonu saglamaktadir (Lv ve
ark., 2013). Niikleusta PKM2’nin bir protein kinaz gibi davranarak gen
transkripsiyonunu etkiledigi (Gao ve ark., 2012), mitozun ilerleyisine katkida
bulundugu (Jiang ve ark., 2014), Oct-4’e baglanarak transkripsiyonel aktivitesini
artirdig1 (Lee ve ark., 2008) ve Histon H3’ii fosforlayarak gen transkripsiyonuna ve
tiimorigeneze katkida bulundugu (Yang ve ark., 2014) gosterilmistir.

Yalgin ve ark. (2009) tarafindan yaymlanmis ¢alismalarda PFKFB3’iin 472
ve 473. konumlarda bulunan lizin amino asitleri sayesinde niikleusa lokalize oldugu
ve Cdk1, Cdc25C ve Siklin D3 ekspresyonunu arttirarak, bir hiicre siklus inhibitorii
olan p27’yi fosforladigi ve hiicre proliferasyonunu arttirdigi gosterilmistir (Yalcin
ve ark., 2009a). Benzer sekilde PFKFB3’iin siRNA aracili baskilanmasinin HeLa
hiicrelerinde proliferasyonu, glikolizi, glikoz alimini azalttigi ve p27 protein
ekspresyonu ile apoptozu arttirdigr gortilmiistiir (Yalcin ve ark., 2014). PFKFB4’{in
bir protein kinaz gibi davranarak SRC-3’ii aktive etmesi ise, PFKFB enzimlerinin
de farkli fonksiyonlar1 olabilecegini gosteren bulgulart giiclendirmektedir

(Dasgupta ve ark., 2018).

Bu doktora tez c¢alismasinda ise ilk defa PFKFB2 enziminin hiicre
niikleusuna lokalize oldugu ve protein sekansinda niikleusa lokalizasyon sinyali
(NLS) sekanslar1 bulundurdugu gésterildi. Her ne kadar daha énce Insan Protein
Atlast kapsaminda gergeklestirilmis bir c¢alismada (Barbe ve ark. 2008)
PFKFB2’nin niikleusta bulundugu gosterilmis olsa da, ilk kez fonksiyonel olarak
bu sonug¢ dogruland1 ve PFKFB2 varyantlarinin spesifik lokalizasyonlar1 incelendi.
Ilging olarak, kanser hiicrelerinde eksprese edildigi saptanan iki PFKFB2 varyant:
olan P2-v1 ve P2-v2, farkli niikleusa lokalizasyon yetenegine sahiptir. Calismada
P2-v1 daha yiiksek niikleusa lokalizasyon gosteren varyant olarak saptanirken, P2-
v2’nin daha fazla sitoplazmik lokalizasyona sahip oldugu goriildi. Endojen
eksprese edilen PFKFB2’nin niikleusa lokalizasyonu HeLa, HCT116, Mia PaCa-2,
Pancl, s2vpl0, BxPC-3, iPDE ve iPDE+KRAS hiicrelerinde goriildii ve
varyantlarin lokalizasyon farklari HeLa, Mia PaCa-2, iPDE ve iPDE+KRAS
hiicrelerde goriilerek dogrulandi. Bu veri ile ayn1 dogrultuda, Mia PaCa-2 ve Pancl
hiicrelerinde her iki varyant over-eksprese edildiginde, P2-v2 over-ekspresyonunun
daha fazla Fru-2,6-BP artis1 sagladigi gozlendi. Sadece P2-v2’nin, iPDE+KRAS,
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Mia PaCa-2 ve Pancl hiicrelerinde glikoz alimini anlamli oranda etkiledigi tespit
edildi. Bu bulgular topluca ele alindiginda, P2-v2’nin asil fonksiyonunu
sitoplazmada gosterdigini ve P2-v1’in niikleusta fonksiyonlar1 oldugunu

diisiindiirmektedir. Bu dogrultuda hazirlanan model, Sekil - 92°de goriilmektedir.

Hiicre Membrani

W Fru-2,6-BP

|

om
P2-V1 /

Niikleus

Sekil - 92: PFKFB2 mRNA varyantlarinin hiicre-ici lokalizasyon modeli. Modele gore,
PFKFB2’nin iki transkript varyanti kanser hiicrelerinde eksprese edilmektedir ve P2-v1, P2-v2’ye
oranla daha yiiksek oranda niikleusa lokalizasyona sahipken, P2-v2 daha yiiksek oranda
sitoplazmada bulunmaktadir. P2-v2, sitoplazmada Fru-2,6-BP olusumunu katalize ederek glikoz
metabolizmasini regiile ederken, P2-v1 niikleusa lokalize olarak alternatif bir fonksiyon gorebilir.

5.2. Pankreas Kanserinde Yeni Bir Molekiiler Hedef Olarak PFKFB2

Yiiksek mortaliteye sahip pankreatik kanserlerin tedavisi i¢in yeni ilag
hedeflerinin kesfine ve yeni ila¢ hedeflerinin kesfi i¢in de pankreas kanserlerinin
olusum siirecinin daha iyi anlasilmasina ihtiyag duyulmaktadir (Baines ve ark.,
2011; Bournet ve ark., 2013a; Hezel ve ark., 2006). 1970’lerden giiniimiize
pankreas kanserleri konusunda bilgimiz gelismis olsa dahi giiniimiizde tedavi
secenekleri hala sinirli kalmaktadir. Pankreas kanserlerinde (ve pek cok diger
kanser tipinde de) ‘kanser baslatici olay’ olarak nitelendirilmis (Lohr ve ark., 2005)
Ras aktivasyonu, tedavi i¢in molekiiler bir hedef olarak degerlendirilmis olsa da,

giinimiizde hala etkin ve klinikte kullanima sahip bir Ras inhibitorii
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kesfedilememistir. RAS genleri, %33 mutasyon oraniyla insan kanserlerinde en sik
goriilen mutasyonlardan biridir (Karnoub ve Weinberg, 2008). Mutant Ras
proteinleri siirekli GTP bagh aktif halde kalir ve Ras inhibitorii gelistirilmesi i¢in
ilk hedeflenen nokta, genellikle protein kinazlarda ATP baglanmasinin kii¢iik
molekiillerle inhibisyonu gibi, Ras-GTP baglanmasinin bozulmast olarak
diistiniilmiis, fakat GTP’nin Ras proteinlerine baglanma afinitesinin yiiksek olmasi
(pikomolar diizeyde) bu girisimlerin basarisizlikla sonuglanmasina sebep olmustur

(Baines ve ark., 2011).

[k zamanlarda Ras proteinlerinin yalmzca hiicre membraninda bulundugu
diisiiniilityorken, zamanla Ras’in golgi, mitokondri, endoplazmik retikulum gibi
membrana sahip tiim hiicre organellerinin membranlarinda bulundugu goriilmiistiir
(Fehrenbacher ve ark., 2009). Bu genis konumlanma, Ras’in pek ¢ok farkli hiicre
fonksiyonunda rol almasimi agiklamaktadir. Ras proteinlerinin membrana
lokalizasyonu icin post-translasyonel lipid modifikasyonu onemlidir ve Ras
proteinleri C-terminal pozisyonda CAAX motifi (C: Sistein- A: Alifatik amino asit
ve X: terminal amino asit) igermektedir. Bu motif Farnesil transferaz (FTaz)
enzimleri tarafindan taninarak farnesil izoprenoid lipid eklenir (Baines ve ark.,
2011; Basso ve ark., 2006; Fehrenbacher ve ark., 2009). Ras’in membran iliskisinin
ve fonksiyonunun bozulmasi amaciyla pek ¢ok FTaz inhibitorleri sentezlenmis
(CAAX epidomimetikleri, peptidomimetikler, farnesil difosfat analoglar1 vs.) ve
klinik 6ncesi ¢alismalarda hiicre kiiltiirii (James ve ark., 1993) ve fare modellerinde
(Kohl ve ark., 1993; Kohl ve ark., 1995) basarili olsalar da klinik anlamda ‘Ras
inhibitorii’ olarak basarisiz olmuslardir (Baines ve ark., 2011; Rowinsky, 2006).
Bunun iki ana sebebi bulunmaktadir; birincisi, her ne kadar FTaz inhibitorlerinin
HRAS fonksiyonunu inhibe etmekte basarili oldugu bulunmus olsa dahi, KRAS ve
NRAS fonksiyonlarina etkisinin zayif oldugu gosterilmistir (James ve ark., 1996).
Bunun nedeni ise, FTaz inhibe edildiginde, alternatif bir enzim olan Geranilgeranil
transferaz (GGTaz) ile prenilasyon sayesinde KRAS ve NRAS, FTaz
inhibisyonunun sonuglarindan kurtulmakta ve fonksiyonuna devam etmektedir
(Whyte ve ark., 1997). ikinci neden ise, her ne kadar FTaz inhibitorleri ‘Ras
inhibitorii’ olarak diisiiniilmiis olsa da, hiicre igerisinde bu enzimlerin pek ¢ok farkli

substratt bulunmaktadir (Basso ve ark., 2005). Dolayisiyla etki gdzlenmis
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caligmalardaki tiimdr inhibisyonunun nedeni, diger farnesillenmis proteinlerin
fonksiyonlarmin inhibisyonu sebepli olabilir (Baines ve ark., 2011). Bir diger Ras
inhibisyonu yaklasiminda, farnesillenmis Ras proteinlerinin  membrana
lokalizasyonunu inhibe etme amacl farnesil izoprenoid iceren kii¢iik molekiiller
sentezlenmis ve Ozellikle bunlardan salirasib, Ras’in membrana baglanmasini
engellemekte basarili olmustur (Blum ve ark., 2008). Salirasib, Ras’in membrana
baglanmasin1 saglayan Ras eskort proteinlerinden Galektin ile kompetisyona
girerek Ras’in membrana baglanmasini engellemektedir (Blum ve ark., 2008; Paz

ve ark., 2001). Salirasib su an faz-1I klinik ¢aligmalarda denenmektedir.

Bunlarin yanisira son zamanlarda Ras’in efektér molekiillerinin inhibisyonu
dikkat c¢ekmektedir. Ras’in inhibisyonunun zorlugu, arastirmacilart efektor
yolaklar1 inhibe ederek Ras’in biyolojik etkilerini engellemeyi diistinmek
durumunda birakmistir (Baines ve ark., 2011). Ras o6zellikle, Raf-MEK-ERK-
MAPK sinyal yolagi, PI3K-AKT-mTOR sinyal yolagi, RalGEF-Ral yolag: gibi ana
sinyal yolaklarini etkilediginden bu yolaklarda bulunan proteinlerin inhibisyonu
icin kiigiik molekiiller sentezlenerek klinik Oncesi ve klinik ¢aligmalarda
denenmektedir (Baines ve ark., 2011; Berg ve Soreide, 2012; Campbell ve ark.,
2007; Fehrenbacher ve ark., 2009). Ras, ayn1 zamanda hiicrelerin glikoliz gibi
metabolik fonksiyonlarini da arttirarak glikolitik pek ¢ok enzimin ekspresyon ve
fonksiyonunu regiile etmektedir (Chesney ve Telang, 2013; Pylayeva-Gupta ve
ark., 2011). Onkojenik Ras’in HIF-1a artis1 ile GLUT1 (glikoz transport proteini)
ekspresyonunu artirarak hiicrelere daha fazla glikoz girisi sagladigi (Chen ve ark.,
2001) ve HK, PFK1 ve LDH gibi énemli glikolitik enzimlerin (Kole ve ark., 1991,
Rarnanathan ve ark., 2005) ekspresyonunu ve aktivitesini artirdigi gosterilmistir
(Bryant ve ark.,, 2014). Benzer sekilde akciger fibroblastlarinin Ras ile
transformasyonunun PFKFB3 protein miktarin1 ve hiicre-igi Fru-2,6-BP
konsantrasyonunu artirdig1 gosterilen bir calismada (Telang ve ark., 2006) Ras ile
transforme  olmus  PFKFB3**  hiicreler ~ yumusak agarda  koloni
olusturabilmislerken, Ras ile transforme olmus PFKFB3*" hiicreler koloni
olusturmamistir. Bu durum Ras ekspresyonunun hiicrelere sagladigi onkojenik

ozelliklerin PFKFB3 gerektirdigini gostermektedir (Telang ve ark., 2006).
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Bu calismada ilk olarak KRAS®'?®’nin (buradan sonra yalnizca KRAS
olarak kullanilacaktir.) iPDE hiicrelerinde glikolitik o6zelliklere ve PFKFB
enzimlerine etkisi incelendi. KRAS ekspresyonunun iPDE hiicrelerinde
proliferasyonu, glikoz alimimi ve glikolizi artirdig1 saptandi. Ozellikle PFKFB3
mRNA ekspresyonunu ve protein miktarini 6nemli oranda artirdigi gorildi.
PFKFB4 ekspresyonunda Onemli degisime yol agmadigi ve PFKFB2 mRNA
ekspresyonunu ve protein miktarm azalttigi goriildii. Ilging olarak, PFKFB2
varyantlar1 incelendiginde P2-vl mRNA ekspresyonunun azaldigi, P2-v2
ekspresyonunun degismedigi saptandi. PFKFB2 ve PFKFB3 enzimlerinin her iki
hiicrede niikleusa lokalizasyonu incelendiginde ise, her iki enzimin de hem iPDE,
hem de iPDE+KRAS hiicrelerinde niikleusa lokalizasyona sahip oldugu gozlendi.
Fakat ilgin¢ bir sekilde, iPDE+KRAS hiicrelerinde PFKFB3 ekspresyonu artmis
olsa dahi, PFKFB3’iin niikleusa lokalizasyon oraninin KRAS ile
transformasyondan sonra azaldig1 goriildii. PFKFB2’nin ise iPDE ve iPDE+KRAS
hiicrelerinde niikleusa lokalizasyon orani benzer olarak saptandi. Bu veriler ilk defa
KRAS ile gergeklesen onkojenik transformasyonun PDA hiicrelerinde PFKFB3
mRNA ekspresyonunu ve protein miktarint artirdigint gosterdi. Her ne kadar
Telang ve ark. (2006) tarafindan daha 6nce Ras’in PFKFB3 protein miktarimni
artirdig1 gosterilmis olsa dahi, (i) caligmada akciger fibroblast hiicreleri kullanilmis

SV12

ve (ii) caligmada incelenen etki mutant HRA ekspresyonu ile elde edilmisti.

iPDE ve iPDE+KRAS hiicrelerinde gerceklestirilen over-ekspresyon
caligmalarinda iPDE hiicrelerinde PFKFB2 varyantlar1 over-ekspresyonu glikoz
alimi, glikoliz ve Fru-2,6-BP konsantrasyonlarinda anlamli degisikliklere sebep
olmadi. iPDE+KRAS hiicrelerde ise her iki varyantin over-ekspresyonu Fru-2,6-
BP konsantrasyonunu arttirsa da, yalnizca P2-v2 over-ekspresyonu glikoz alimini
anlamli oranda yiikselttigi gozlendi. Glikolizde ise her iki varyantin over-
ekspresyonunda bir degisiklik saptanmamistir. P2-v2 over-ekspresyonu glikoz
alimin artirirken P2-v1 over-ekspresyonunun artirmamasi niikleusa lokalizasyonu
ile iligkili olabilirken, iPDE hiicrelerde fenotipik bir degisikligin goriilmemesi,
onkojenik KRAS’m aktive ettigi sinyal yollar1 ile PFKFB2’nin aktivitesini
artirdigin1 gosteriyor olabilir. Her ne kadar iPDE ve iPDE+KRAS hiicrelerinde

yapilan analizde endojen eksprese edilen total PFKFB2’nin fosforlanmig miktari da
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azaliyor gibi goziikse de, calismada incelenen tek fosforilasyon noktasi 488. serin
amino asididir ve bu fosforilasyon yalnizca P2-v1’de gergeklesmektedir (P2-v2
izoformu 476 amino asit icermektedir.). Bu sebeple KRAS ekspresyonunun
PFKFB2 izoformlarinin aktivitesine (Serin 466 fosforilasyonu vb.) etkileri ileri

calismalarda daha detayli incelenmelidir.

iPDE ve iPDE+KRAS hiicrelerinde PFKFB2 ve PFKFB3 enzimlerinin
siRNA aracili baskilanmasinin glikolizi etkilemedigi gorildi. PFKFB2’nin
baskilanmasi glikoz alimini etkilemezken, PFKFB3’{in baskilanmas1 glikoz alimin1
azalttr. Ilging olarak PFKFB3’iin her iki hiicrede baskilanmas1 Fru-2,6-BP
konsantrasyonunu azaltirken, PFKFB2’nin baskilanmasinin iPDE hiicrelerde bir
etkiye neden olmazken, iPDE+KRAS hiicrelerde Fru-2,6-BP konsantrasyonunu
azalttig goriildi. Yalnizca bu etkiye bakarak, belki de PFKFB2’nin sentezlenecek
kiigiik molekiiller ile inhibisyonunun PFKFB3 inhibisyonuna gére mutant KRAS
tagtyan kanserler i¢in daha segici olabilecegi diisiiniilebilir. Bu durumun sebepleri

daha iyi arastirilmalidir.

Yumusak agarda koloni formasyonu transforme hiicrelerin segici bir
ozelligidir ve bazi ¢alismalarda yiiksek tiimorijenik 6zellikteki hiicrelerin se¢imi
icin kullanildigi raporlanmistir (Gajdosik ve ark., 2018). Bu sebeple yapilmisg
yumusak agar ¢alismalarinda iPDE hiicreler koloni olusturazken, iPDE+KRAS
hiicrelerin koloni olusturabilmesi beklenen bir sonugtur. Fakat PFKFB2 varyantlar
over-eksprese eden iPDE+KRAS hiicrelerinin daha az sayida olsa da daha biiyiik
koloniler olusturmasi, PFKFB2’nin onkojenik ozelliklere katkisini gdstermesi
acisindan Onemlidir. ONCOMINE veritaban1 pankreatik kanser verilerinde
saptanan PFKFB2 mRNA ekspresyon artis1 ve insan pankreas doku arrayinde
saptanan PFKFB2 protein miktar1 artis1 ile birlestirildiginde elde edilen yumusak
agar koloni formasyonu sonucu, pankreas kanserlerinde PFKFB2’nin onkojeniteye

katkida bulunan bir enzim oldugunu gdstermektedir.

PDA hiicre hatlar1 olan Mia PaCa-2 ve Pancl hiicrelerinde yapilan over-
ekspresyon c¢alismalarinda iPDE+KRAS hiicrelerine benzer sonuglar elde
edilmistir. Mia PaCa-2 hiicrelerde her iki varyantin over-ekspresyonu

proliferasyonu ve Fru-2,6-BP miktarii1 artirmigken yalnica P2-v2 over-
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ekspresyonu glikoz alimini artirmistir. Pancl hiicrelerinde ise proliferasyonda
Vektor’e gore bir fark goriilmezken, Fru-2,6-BP miktar1 ve glikoz alimi yalnizca
P2-v2 over-ekspresyonu ile artmistir. Her iki hiicre hattinda P2-v1 ve P2-v2 over-
ekspresyonu glikolizi ciddi anlamda etkilememistir. (Deneylerden elde edilen
sonuglar bir arada Tablo 8’de gorilmektedir.) PFKFB2 varyantlari over-
ekspresyonu, proliferasyonu yalnizca Mia PaCa-2 hiicre hattinda artirmistir. Bunun
sebebi olarak, Mia PaCa-2 hiicrelerinin endojen PFKFB2 ekspresyonunun diisiik
olmasi ve dolayisiyla over-ekspresyonun etkilerinin Pancl hiicrelerine gore daha
iyi saptanabilecegi olarak diisiiniilmiistiir. P2-v2 over-ekspresyonu her iki hiicrede
de Fru-2,6-BP ve glikoz alimini artirmistir. Bu sonuglar iPDE+KRAS hiicreleri ile
benzerdir. Mia PaCa-2 hiicrelerinde P2-vl over-ekspresyonu da Fru-2,6-BP
miktarini anlamli oranda artirmis goziikse de P2-v2’deki artis cok daha belirgindir.

(P2-v1: ~2 kat; P2-v2: ~4 kat)

Tablo 8: PDA Hiicrelerinde PFKFB2 Over-ekspresyon Deneylerinin Sonuglart. (“1” isareti ilgili
parametrede artis oldugunu ve “-” isareti ilgili parametrede istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmadigini ifade etmektedir.)

Deney Adi P2-vi P2-v2

Mia PaCa-2 Proliferasyon 1 1
Fru-2,6-BP 1 1
Glikoz Alim1 - 1

Glikoliz

Pancl Proliferasyon

Fru-2,6-BP - 1
Glikoz Alimi - 1

Glikoliz

Glikoliz analizi Enolaz reaksiyonundan agiga cikan *H,O miktarim
O0lcmektedir ve bu reaksiyon fosfoenolpiruvatin sentezlendigi reaksiyondur.
PFKFB2 over-eksprese eden iPDE+KRAS, Mia PaCa-2 ve Pancl hiicrelerinde
glikoz aliminin ve Fru-2,6-BP miktarimnin artig1 goriiliirken glikolizin degismemesi,

birim zamanda gerceklesen enolaz aktivitesinin gruplar arasindaki benzerligini

136



gostermektedir. Pentoz fosfat gegidi ve serin biyosentezi gibi diger biyosentetik
yolaklar glikoliz ile iliski igerisindedir ve glikoliz artigi goriilmemesi, glikoz
molekiillerinin bu yolaklarda degerlendiriliyor olabilecegini diistindiirtmektedir.
Kesin bir yargida bulunabilmek icin ileri calismalarda PFKFB2’nin diger
biyosentetik yolaklara etkileri incelenmelidir. Ayn1 zamanda, Yalgin ve ark. (2009),
HeLa hiicrelerinde PFKFB3 over-ekspresyonunun glikolizi etkilemeden
proliferasyonu artirdifimm  ve Fru-2,6-BP’nin  hiicre igerisinde p27’nin
fosforilasyonu gibi farkli amaglarla kullanilabilecegini géstermistir (Yalcin ve ark.,
2009a) ve bilinmeyen benzer bir durum PFKFB2 over-ekspresyonu sonucu
sentezlenen Fru-2,6-BP igin gegerli olabilir. Son olarak, hiicre i¢i Fru-2,6-BP
miktarlarindan dort farkli PFKFB enzimi sorumludur ve PFKFB2 dengeli bir
kinaz:fosfataz aktivitesine sahiptir. iPDE+KRAS hiicrelerinde PFKFB2 stabil over-
eksprese edildiginde PFKFB3 mRNA ekspresyonunun azaldig: tespit edildi. Bu
durum goz Onilinde bulundurulursa, yalnizca PFKFB2 enziminin hiicre igi
miktarmin artmasi glikoliz artis1 i¢in yeterli olmayabilir ve/veya kompenzatif
mekanizmalar ile diger PFKFB enzimlerinin ekspresyonlarinin ve/veya

aktivitelerinin azalmasi glikoliz hizin1 dengede tutuyor veya degistiriyor olabilir.

Klonojenik analiz (Koloni formasyon analizi), deneye tabi hiicrelerin, tek
bir hiicreden koloni olusturabilme potansiyelini gosteren bir onkojenik analizdir
(Tueni, 1989). PFKFB2’nin hiicrelerde uzun siireli stabil ekspresyonunun
etkilerinin ve onkojenik 6zelliklere katkisinin incelenmesi amaciyla iPDE+KRAS
ve Mia PaCa-2 hiicrelerinde P2-vl ve P2-v2 stabil eksprese eden hiicreler elde
edilerek koloni formasyonu deneyi gergeklestirildi. Ilging bir sekilde P2-v2 over-
eksprese eden iPDE+KRAS hiicrelerinin ve Mia PaCa-2 hiicrelerinin koloni
olusturmak yerine yayilarak tredikleri goriildii. Bunun iizerine iPDE+KRAS
hiicrelerinde EMT transkripsiyon faktorleri olan Twist, ZEB1, Snail ve Slug mRNA
ekspresyonlar1 incelendi ve PFKFB2 over-eksprese eden hiicrelerde Slug
ekspresyonunun arttig1 tespit edildi. P2-v2 stabil over-eksprese eden Mia PaCa-2
hiicrelerinde ise Vimentin ve Fibronektin mRNA ekspresyonlarinin arttigi tespit
edildi. Buna ek olarak, Mia PaCa-2 hiicrelerinde yara iyilesmesi deneyi uygulandi
ve P2-v2 over-eksprese eden hiicrelerin migrasyonlarinin arttigi goriildii. Yakin

zamanda yapilan bir ¢caligmada (Zhao ve ark., 2017) glikolizin kanser hiicrelerinde

137



EMT fenotipini artirdig1 gosterilmistir. Yapilan deneylerde bu bulgu ile ortiisecek
sekilde P2-v2 ekspresyonunun pankreas hiicrelerinde EMT yiizey markdrleri olan
Vimentin ve Fibronektin mRNA ekspresyonlarini ve migrasyonu artirdigi,
iPDE+KRAS hiicrelerinde PFKFB2 over-ekspresyonunun Slug transkripsiyon
faktorii ekspresyonunu artirdigi goriilmustiir. P2-v1 over-eksprese eden hiicrelerde

bu etkinin goriillmemesi, varyanta 6zgii bir etki oldugunu diisiindiirmektedir.

PDA hiicrelerinde endojen eksprese edilen PFKFB2’nin etkilerinin
calisilmasi amaciyla Pancl ve BXPC-3 hiicrelerinde siRNA aracili baskilama ve
Mia PaCa-2 hiicrelerinde CRISPR aracili gen inaktivasyonu kullanildi.
PFKFB2’nin siRNA aracili baskilanmasinin Pancl hiicrelerinde Fru-2,6-BP
miktarini, proliferasyonu, glikolizi ve hiicrelerin matrijel invazyon yetenegini
azalttigr goriildii. BxPC-3 hiicrelerinde ise yalnizca Fru-2,6-BP konsantrasyonu
incelendi ve Pancl hiicrelerine benzer sekilde PFKFB2 siRNA’larinin Fru-2,6-BP
miktarini azalttigi saptandi. CRISPR aracili gen inaktivasyonu uygulanmis Mia
PaCa-2 hiicrelerinde ise, PFKFB2 ekspresyonunun kaybinin, Fru-2,6-BP
konsantrasyonunu ve hiicrelerden salinan laktat miktarini azalttigr goriildii. Bu
sonuglar endojen eksprese edilen PFKFB2’nin Fru-2,6-BP sentezledigini ve
glikolitik  fenotipe katkida bulundugunu gostermektedir. Diger yandan,
PFKFB2’nin CRISPR aracili inaktivasyonu, klonojenik analizde olusan koloni
sayisini ve boyutlarini azaltmistir. Bu sonug da, endojen PFKFB2’nin onkojeniteye

katkisin1 gostermektedir.

Yapilmig bir calismada PFKFB3’iin HeLa hiicrelerinde siRNA aracili
baskilanmasmin G1/S faz1 gecisinde duraklamaya neden oldugu ve hiicrelerde
apoptozu artirdigr gomsterilmistir (Yalcin ve ark., 2014). Bu dogrultuda PFKFB2
baskilanmasinin hiicre siklusuna ve apoptoza etkisi Pancl ve BxPC-3 hiicrelerinde
degerlendirildi. PFKFB2 baskilanmasinin hiicre siklusuna etkisi tespit edilemedi,
fakat BXPC-3 hiicrelerinde PFKFB2 baskilanmasinin ge¢ apoptotik hiicre oraninda
yaklasik 3 kat artisa neden oldugu goriildii.

Yakin zamanda gergeklestirilmis bir c¢aligmada gemsitabine direng
kazanmakta olan pankreatik kanserlerde glikolizin arttig1 gosterilmistir (Shukla ve

ark., 2017). Bu calismada gergeklestirilen ilk deneylerden birinde gemsitabine
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diren¢ kazandirilmis ve direngsiz G3M4 pankeas kanser hiicrelerinde glikolitik
genlerin ekspresyonu karsilastirilmistir ve PFKFB2 mRNA ekspresyonunun
gemsitabine direngli hiicrelerde 2 katina ¢iktig1 goriilmistiir (Shukla ve ark., 2017).
Bu sonug¢ dogrultusunda, tez ¢alismasinda PFKFB2’nin ila¢ direncine etkileri
incelendi ve pankreas kanserlerinde en sik kullanilan ve siklikla direng gelisimi

goriilen (Kim ve Gallick, 2008) ilag olan gemsitabin segildi.

Pancl ve BXxPC-3 hiicrelerinde PFKFB2’nin siRNA aracilifiyla
baskilanmasi ve gemsitabin uygulanmasinin, kontrol siRNA ile transfekte edilmis
ve gemsitabin uygulanmis hiicrelere gore daha fazla hiicrenin 6limiini sagladigi
goriilmiistiir. Benzer sekilde gemsitabinin PFKFB27" Mia PaCa-2 hiicrelerinde
PFKFB2** Mia PaCa-2 hiicrelerine gore daha fazla hiicre 6liimiine neden oldugu
ve gemsitabin varliginda klonojenik analiz yapildiginda koloni olugmadigi
(PFKFB2"* Mia PaCa-2 hiicrelerinde koloni olusmustur.) goriilmiistir. Bu
bulgular topluca, PFKFB2’nin gemsitabin diren¢ mekanizmasina katkida

bulundugunu goéstermektedir ve bu durumun mekanizmasi detayli incelenmelidir.

Elde edilen bulgular topluca ele alindiginda, bu tez calismasinda (i)
PFKFB2’nin pek ¢ok farkli kanser hiicre tipinde eksprese oldugu, (ii) PFKFB2’nin
PDA hiicrelerinde glikolize ve onkojenik ozelliklere katkida bulundugu ve (iii)
PFKFB2’nin mutant KRAS tasiyan PDA’larda yeni bir ila¢ hedefi olarak

kullanilabilecegi gosterilmistir.
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7. SIMGELER ve KISALTMALAR

Simgeler Aciklama
a Alfa
B Beta
A Delta
€ Epsilon
K Kappa
v Mikro
M Molar
°C Santigrat derece (Celcius)
= Yaklasik deger
Kisaltmalar Aciklama
3PO 3-(3-piridin)-1-(4-piridin)-2-propan-1-on
5MPN 5-(n-(8-metoksi-4-kinol)amino)pentil nitrat
Akt Protein kinaz B
AMP Adenozin monofosfat
AMPK AMP activated protein kinase
AMP tarafindan aktive edilen protein kinaz
APC/C Anafaz promote edici kompleks
AR Androjen reseptorii
ATP Adenozin trifosfat
BCA Biokinkoninik asit
CAMK Kalmodulin bagimli protein kinaz
c-AMP Siklik AMP
Cdc25C M-fazi-indiikleyici fosfataz 3 proteini
CDK Cyclin dependent kinase
Siklin bagiml kinaz
CDKN2A Cyclin dependant kinase inhibitor 2A
Siklin bagiml kinaz inhibitorii 2A
CER Sitoplazmik ekstraksiyon reajenti
CPM Cintillation per minute
Dakikadaki sintillasyon sayis1
CRISPR Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats
Diizenli araliklarla boliinmiis palindromik tekrar
kiimeleri
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DMEM

dNTP
EGF
EGFR
ELK-1
EMT
ERK

FAK
FBS

FGF

Fru-2,6-BP
GAP

GDP
GEF

GLUT
gRNA

GSK
GTP
HIF
HK
IGF

IL-6
iPDE
iPDE+KRAS
JUN
LDH
Luc
MACC
MAPK
MBP
MDH
MEN-1

mTOR

MYC
N4A
NADH
NADP
NCBI

Dulbecco’s Modified Essential Media
Dulbecco tarafindan modifiye edilmis Eagle besiyeri
Deoksiniikleotid tri fosfat

Epidermal biiyiime faktorii

Epidermal biiylime faktorii reseptorii

ETS domeini iceren transkripsiyon faktorii
Epitelyal-mezensimal dontisim
Extracellular signal related kinase
Ekstraseliiler sinyal iligkili kinaz

Fokal adhezyon kinaz

Fetal bovine serum

Fotal sigir serumu

Fibroblast growth factor

Fibroblast biiyiime faktorii
Fruktoz-2,6-bisfosfataz

GTPase activating protein

GTPaz aktive edici protein

Guanozin difosfat

Guanin exchange factor

Guanin degisim faktorii

Glikoz transporter proteini

Guide RNA

Hedefleyici RNA

Glikojen sentez kinaz

Guanozin trifosfat

Hipoksi tarafindan indiiklenen faktor
Heksokinaz

Insiilin like growth factor

Insiilin benzeri biiyiime faktorii
Interldykin-6

hTERT-HPNE E6/E7/st

hTERT-HPNE E6/E7/st/KRAS92

Loysin zipper proteini

Laktat dehidrojenaz

Lusiferaz

Met transkripsiyon regiilator proteini
Mitojenler tarafindan aktive edilen protein kinaz
MY C promotoriine baglanan protein
Malat dehidrojenaz

Multiple endocrine neoplasia

Coklu endokrin neoplazisi

Mammalian target of rapamycine

Memeli rapamisin hedef proteini
Proto-onkojen c-MY C proteini
5,6,7,8-tetrahidroksi-2-(4-hidroksifenil) krom-4-on
Nikotinamid adenin dintikleotid
Nikotinamid adenin diniikleotid fosfat
National Center for Biotechnology Information, USA
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NER
NF-xB
NLS
NRF2
PanIN
PBS
PCR

PDA
PDH
PDK
PFK1
PFKFB
PIBK
PKA
PKB
PKM
PQP
PTEN
Puro
PVDF
qPCR

RB
ROBO1
RPM

RSK
RT

SiRNA
SIRNA
SLIT2
SOC

SRC
SRF

TAE
TBST
TCA
TIGAR

TPS53
TSC
VHL

Ulusal Biyoteknoloji Bilgisi Merkezi, ABD
Niikleus ekstraksiyon reajenti

Niikleer faktor k-B

Niikleusa lokalizasyon sinyali

Eriotroid-2 iliskili faktor

Pankreatik intraepitelial neoplazi

Fosfat ile tamponlanmis salin ¢6zeltisi
Polymerase chain reaction

Polimeraz zincir reaksiyonu

Pankreatik duktal adenokarsinoma
Piruvat dehidrojenaz

Piruvat dehidrojenaz kinaz
Fosfofruktokinaz-1
6-fosfofrukto-2-kinaz/Fruktoz-2,6-bisfosfataz
Fosfatidilinozitol 3 kinaz

Protein kinaz A

Protein kinaz B

Piruvat kinaz
1-(3-piridin)-3-(2-kinolin)-2-propan-1-on
Fosfataz ve tensin homolog proteini
Puromisin diren¢ geni

Polivinilidin floriir

Quantitative PCR

Kantitatif PCR

Retinoblastoma proteini

Roundabout homolog proteini 1
Rotation per minute

Dakikadaki doniis sayisi

Ribozomal S6 kinaz

Reverse transcription

Ters transkripsiyon

Small interfering RNA

Kiictik interferans RNA's1

Slit guidans ligandi

Super optimal broth

Stiper uygun broth besiyeri
Proto-onkojen c-SRC proteini

Serum response factor

Seruma cevap faktorii

Tris Asetat EDTA ¢ozeltisi

Tris ile tamponlanmis salin ¢ozeltisi
Trikarboksilik asit siklusu
TP53-inducible glycolysis and apoptosis regulator
TP53 tarafindan indiiklenen glikoliz ve apoptoz
regiilator proteini

Tiimdr protein 53

Tuberosiz sklerosis kompleksi

von Hippel-Lindau proteini
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YN1 7,8-dihidroksi-3-(4-hidroksifenil) krom-4-on
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9. TESEKKUR

Doktora egitimim siiresince bilgi ve deneyimlerini sikilmadan ve
yorulmadan benimle paylasan ve her konuda destek olan danisman hocam Sayin
Prof. Dr. Abdullah YALCIN basta olmak iizere, Uludag Universitesi Veteriner
Fakiiltesi Biyokimya Anabilim Dal1 6gretim iiyeleri Prof. Dr. Umit POLAT, Prof.
Dr. Meltem TANRIVERDI, Prof. Dr. Nazmiye GUNES, Dog. Dr. Saime GUZEL
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BALABAN’a, hayatima yaptiklar1 biiyiik katkilar i¢in degerli arkadaslarim Mert
GUMREN, Giilge HEPBOSTANCI ve Buse CEVATEMRE’ye ve oldukca faydali
bilimsel tartismalarimiz i¢in Sena ARDICLI’ya tesekkiir ederim.
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ederim.
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Projeleri Birimi (UU-BAP)’a ayrica tesekkiir ederim.

Herkesten once egitimimi saglayarak beni bugiinlere getiren, bana her
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