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TURKCE OZET

Transforme edici blylme faktoru-p (TGFP) timor hiicrelerindeki malign
ozelliklerin edinimi icin gerekli olan glclu bir epitelyal mezenkimal doniisim (EMT)
aktivatorudur. Son g¢aligmalar, timor hiicrelerinde  EMT'nin  metabolik yeniden
programlanma ile iliskili oldugunu ve TGFB'min birden fazla primer hiicre hattinda
glikolizi uyardigim1 gostermistir; ancak, TGFp'nin glukoz metabolizmasi iizerindeki
etkisi hakkinda ¢ok az sey Dbilinmektedir. 6-fosfofrukto-2-kinaz/fruktoz-2,6-
bisfosfatazlar (PFKFBs) ailesine ait enzimler, glikolizdeki fosfofruktokinaz-1 (PFK-1)
enziminin kuvvetli bir aktivatorii olan fruktoz-2,6-bisfosfat (F2,6BP)’in yapim ve
yikimindan sorumludurlar.

Bu calisma ile ilk kez, TGFp’nin, PFKFB3 ekspresyonunu indikleyerek
pankreatik kanser hiicre hatti Pancl'de glikolizi artirdigi ve PFKFB3’tin TGFp aracili
Pancl hicrelerinin invazyonu igin gerekli oldugu gozlendi. Ayrica, TGFp’nin Snail
uzerindeki artirict etkisinin PFKFB3’{in baskilanmast ile biiyiik 6l¢iide azaldigi goriildii.
Elde edilen bulgularla, Pancl hicrelerinde PFKFB3'in, TGFB ile Snail’in
indlklenmesi, invazif ve glikolitik bir fenotip edinilmesinde rol oynadiginin anlagilmasi
saglandi. Pancl hdcrelerinin aksine, TGFp ile indiklenen EMT'nin, akciger tumori
hiicre hattt A549°’da glikolizi azaltici yonde etki ettigi belirlendi. Ayrica, TGFp ile
ekspresyonu artan PFKFB4’iin glikolizdeki yavaslamaya bir etkisinin olmadigi; fakat
TGFB ile A549 hiicre hattinda gozlenen mezenkimal fenotipin PFKFB4’iin
baskilanmastyla kismen azaldig1 belirlenmis oldu.

Sonug olarak elde edilen veriler, PFKFB izoenzimlerinin TGFp-iliskili hiicresel
slireclerde 6nemli olabilecegine isaret etmekte olup; farkli hiicrelerde TGFp ile
etkilesime giren farkli PFKFB izoenzimlerinin 6zgiin metabolik fenotiplere neden
olabilecegini gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Epitelyal Mezenkimal Doéntisim (EMT), Transforme Edici
Buylime Faktori-p (TGFp), Glikoliz, 6-fosfofrukto-2-kinaz/fruktoz-2,6-bisfosfataz
(PFKFB).
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INGILIiZCE OZET

Transforming growth factor-p (TGFP) is a potent activator of Epithelial-
mesenchymal transition (EMT) that is essential for the acquisition of malignant
properties in tumor cells. Although recent studies suggest that the EMT in tumor cells is
associated with reprogramming energy metabolism and TGFB has been shown to
stimulate glycolysis in multiple primary cell lines, little is known about TGFp’s effect
on glucose metabolism. The 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase
(PFKFB) enzyme family comprises of bifunctional enzymes that control the levels of
fructose-2,6-bisphosphate ~ (F2,6BP), a  potent allosteric  activator  of
phosphofructokinase-1 (PFK-1).

We found that, for the first time, TGFp increases glycolysis in the pancreatic
cancer cell line Pancl by inducing PFKFB3 expression and that PFKFB3 is required for
TGFp mediated invasion of Pancl cells in vitro. Furthermore, we demonstrated that the
effect of TGFB on Snail induction is largely reduced by PFKFB3 silencing. These
findings suggest that PFKFB3 is involved in the regulation of Snail and acquisition of
an invasive and glycolytic phenotype by TGFp in Pancl cells. In contrast with Pancl
cells, we showed that TGFB-induced EMT reduces glycolysis in the lung cancer cell
line A549. In addition, we determined that PFKFB4, whose expression increased with
TGFP, had no effect on the slowdown in glycolysis, but the mesenchymal phenotype
observed in the A549 cell line with TGFB decreased partially by suppression of
PFKFBA4.

In conclusion these data suggest that PFKFB enzymes may have important roles
in TGFp-associated cellular processes and that different PFKFB isozymes that interact
with TGFB may contribute to distinct metabolic phenotypes in different tumor cells.

Keywords: Transforming growth factor-beta (TGFp), epithelial-mesenchymal
transition (EMT), glycolysis, 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase
(PFKFB).



1. GIRIS

Kanserli hiicrenin birincil timor dokusundan ayrilip, bazal membrani1 asarak
dolasim sistemine ge¢cmesi ve farkli dokulara ulasarak ikincil bir timdr olusturmasi
seklinde Ozetleyebilecegimiz metastaz, kanserden olimlerin temel nedenidir (Yang,
Mani ve Weinberg, 2006). Kanserden olumlerdeki bu onemli etkisine ragmen
metastazin temelini olusturan invazyon ve g0ce ait molekiler mekanizmalar
bilinmezligini korumaktadir. Kanserli hiicrelerin birincil timor dokusundan kagisi,
normal fizyolojik siiregte, embriyogenez ve yara iyilesmesi gibi temel iglevlere sahip
epitelyal mezenkimal doniisim (Epithelial Mesenchymal Transition; EMT) olarak
adlandirilan, hiicreleraras1 baglanti proteinlerinin azalmasi ve mezenkimal fenotip
kazanimi ile artan gog¢ potansiyeli ile iliskilidir (Thiery, 2002). Epitel fenotip belirteci
E-kaderindeki azalma, kanser hiicrelerinde EMT’nin varliginin anlasilmasina yonelik
meydana gelen en temel degisimdir. EMT sureci, baslica Snail, Twist ve Zeb ailesi
olmak iizere gesitli transkripsiyon faktorleri araciligiyla gergeklesir. Transkripsiyon
faktOrlerinin EMT deki rolleri, temelde E-kaderin, N-kaderin, B-katenin, vimentin ve
fibronektin gibi g¢esitli proteinlerin regiilasyonu ve hiicrelerarasi siki baglantilari
baskilamalariyla olur (Zheng ve Khang, 2014). EMT siirecinin baslatilmasinda,
fibroblast biyime faktori (Fibroblast Growth Factor; FGF), wnt ve notch proteinleri
gibi cesitli buyime ve farklilasma faktorleri yer alir. Bu faktorler arasinda EMT nin
onemli bir indiikleyicisi olmasi dolayisiyla transforme edici blylme faktori B

(Transforming Growth Factor ; TGFp), kanser calismalarinda biiylik oranda yer
almaktadir (Yang ve Weinberg, 2008).

TGFp, tim doku ve hicrelerce eksprese edilebilen, embriyogenez, yara
iyilesmesi ve bagisiklik gibi fizyolojik streglerde yer alan ¢ok yonli etkileri olan bir
sitokindir. Kanser baslangicinda proliferasyonu inhibe ederek ve apoptozu indiikleyerek
timorl baskilayict etki gosteren TGFp, timor gelisiminde ise destekleyici bir faktor
olarak etki gostermektedir (Massagué, 2008). TGFB1, TGFpB2 ve TGFB3 olmak iizere ii¢
izoformu vardir. EMT’nin indiiklenmesiyle alakali calismalarda yogun sekilde
kullanilan TGFB1 izoformunun, bir¢ok timdr c¢esidinde asir1 ekspresyon gosterdigi ve
timor hucrelerinde artan metastatik potansiyel ile iligski oldugu bilinmektedir (Derynck
ve digerleri, 2000; Ohshio ve digerleri, 2013).



Kanser hiicrelerinin ¢ogalmalar1 icin gerekli olan besin ve enerji destegi,
metastatik slrecin tamamlanabilmesi icin de gereklidir (Vanharanta ve Massague,
2013). Kanser hiicrelerinin normal hiicrelere kiyasla farkli bir metabolik profile sahip
olmasi, Otto Warburg’un yaklagik 100 yil onceki glukoz metabolizmasiyla alakali
gozlemlerine dayanmakta ve kanserdeki metabolik degisim, gunimizde genel bir
kanser 6zelligi olarak kabul edilmektedir. Normal hiicrelerde, oksijen varliginda glikoliz
yolaginin son triinii piriivat biiyiikk oranda trikarboksilik asit (TCA) dongusune girip,
mitokondride oksidatif fosforilasyon (OXPHQS) ile karbondioksite metabolize olurken,
kanserli hicrelerdeki yiiksek oranda glukoz tuketimi ve tuketilen glukozun, glikoliz
yoluyla blyilik oranda laktata doniisiimii ‘Warburg etkisi’ olarak adlandirilmaktadir
(Hanahan ve Weinberg, 2011; Warburg, Wein ve Negelein, 1923). EMT ile kanserde
metabolik yeniden programlanma arasi etkilesime yonelik giderek artan sayidaki
calisma, metabolik degisimin, EMT siirecinin gerceklesmesi i¢in bir gereklilik
olabilecegini gostermektedir (Morandi, Taddei, Chairugi ve Giannoni, 2017). Ornegin;
EMT transkripsiyon faktorti Snail, glikoneojenezin kontrol noktalarindan birini katalize
eden fruktoz-1,6-bisfosfataz 1 (FBPazl)’i baskilayarak dolayli olarak glikolizin
aktivasyonunu ve karbonhidrat duyarli element baglayici protein (ChREBP)’i
baskilayarak yag asidi sentaz (FASN) ve asetil-KoA karboksilaz (ACC) enzimlerinin
inhibisyonuna neden olmaktadir (Dong ve digerleri, 2013; Jiang, Deberardinis ve
Boothman, 2015). Diger taraftan, agresif ve EMT siirecinin aktif oldugu bazi kanser
tirlerinde, mitokondriyal metabolizma ile ilgili gen ekspresyonlarinin azaldigi ve
Warburg fenotipinin hakim olduguna dair ¢alismalar mevcuttur (Gaude ve Frezza,
2016). Bununla birlikte, gigli bir EMT indikleyicisi olan TGFp ve glukoz
metabolizmas1 arasindaki iligskiyi detayli olarak degerlendiren bir ¢aligma yoktur
(Naber, Drabsch, Snaar-Jagalska, ten Dijke ve van Laar, 2013). TGFB’nin EMT nin
indiiklenmesindeki 6nemi, EMT nin kanserden oliimlerin temelinde yatan, metastaza
aracilik eden ana mekanizma olmasi ve metabolik yeniden programlanmanin kanserli
hiicrelere ait 6zelliklerin siirdiiriilmesi i¢in elzem olusu g6z 6niinde bulunduruldugunda,
bu ti¢ faktor arasi iliskinin ¢dziimlenmesinin bir¢ok kanser tiirlinde 6nemli tedavi
secenekleri sunmasi kuvvetle muhtemeldir. Bu amagla tasarlanan tez ¢alismamiz, TGFj
tarafindan indiklenen EMT ve metabolik yeniden programlanma arasi iligkinin, en

temel metabolik yolak olan glikolizin en 6nemli hiz siirlayic1 basamagini regiile eden



PFKFB enzim ailesi ile iligkisi yoniinden incelenmesini ve muhtemel mekanizmalarin

ortaya konulmasini amaglamaktadir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Epitelyal Mezenkimal Doniisiim (EMT)

Epitel hucreler, siki  baglantilar (tight junctions), adheren baglantilar,
desmozomlar ve gecit baglantilari (gap junctions) gibi 0Ozellesmis membran
proteinlerinin diizenli bir sekilde etkilesimi ile istiflenmis yapilar olustururlar. Bazal
lamina ve aktin hicre iskeleti ile apikal-bazolateral polarizasyon Ozelligi sergilerler.
Epitel hicrelerin aksine mezenkimal hcreler, diizenli bir yapiya ve apikal-bazolateral
polarizasyona sahip degillerdir. Epitel hiicreler kiibik morfolojiye sahipken mezenkimal
hicreler ince, uzun, fibroblast benzeri yapiya sahiptirler (Thiery, 2002).

Ilk kez 1980’lerde Betty Hay tarafindan tanimlanan EMT, embriyo olusumu,
yara iyilesmesi ve kanser metastazi gibi siire¢lerde rol oynayan, polarize epitel
hiicrelerin ¢esitli hiicresel ve molekiiler degisimler gecirerek mezenkimal fenotip
kazanmasi surecidir (Sekil — 1) (Zavadil, Haley, Kalluri, Muthuswamy ve Thompson,
2008). EMT, biyolojik etki mekanizmasina gore ii¢ sinifa ayrilmistir. Tip 1 EMT,
implantasyon, embriyo olusumu ve organ gelisimi agsamalarinda yer alan EMT turtdr.
Bu EMT tiiriiyle olusan mezenkimal hiicreler, mezenkimal epitel donilisim (MET)
yoluyla sekonder epitel hiicreleri olusturma potansiyelindedirler. Boylelikle farkli hiicre
tirlerinin olusumu saglanmis olur. Yara iyilesmesi, doku yenilenmesi ve organ fibrozisi
ile iliskili EMT, ikinci tir EMT dir. Tip 2 EMT de inflamasyon olusumu go6zlenir. Bu
stiregte transforme edici biytme faktori- B 1 (Transforming Growth Factor B1; TGFf1)
ve interleukinler (ILs) gibi inflamator sitokin ve kemokinler, kronik inflamasyon
olusumundaki temel unsurlardandir. Onarimin tamamlanmast ve inflamasyondaki
azalma ile Tip 2 EMT sona erer. Tip 3 EMT, 06zellikle klonal biylmeyi ve lokalize
timor gelisimini destekleyen genlerde meydana gelen genetik ve epigenetik
degisimlerle kanser hiicrelerinde goriilen, onkogen ve tiimor baskilayict genler iizerinde
etkisi olan EMT tlrudar. TUmor hucreleri igin, invazyon ve metastaza yatkinlik
saglamasi yonilyle bilyliik onem teskil etmektedir (Singh, Yelle, Venugopal ve Singh,
2018).

EMT’nin ilk agamasi, epitel hiicreler arasindaki biitiinligiin bozulmasi seklinde

geligir. Hiicre-matriks baglantis1 ve hiicreleraras: baglantilar kaybolmaya baslar. Huicre



iskelet molekiillerinin bilesimlerinde ve diizenlenmelerindeki degisimlerin de etkisiyle
hiicrelerde polarite kaybi gozlenir (Macara ve LcCaffrey, 2013). Polarite kaybina
ugrayan ve birbirlerinden ayrisan hiicreler i¢cin EMT’deki bir sonraki asama
ekstraseliler matriks (ECM) boyunca goc¢ ozelliginin kazanimidir. Bu asamadaki
hicrelerin 6n kisimlarinda uzun, aktin bakimindan zengin membran ¢ikintilart
(lamellipodia) ve sivri uglu uzantilar (filopodia) mevcuttur. Bu membran ¢ikintilart
hlicre-matriks adezyonu saglayarak ECM ile etkilesim saglarlar. Hiicre hareketi, fokal
adezyonlardaki birlesme ve ayrisma mekanizmasi ile on-arka cekme kuvveti sayesinde
lamellipodia, filopodia ve invadopodia olusturularak saglanir. Bu asamada, Rho
GTPazlar, miyozin kinazlar gibi bazi proteinlerin aktivasyonu ve aSB1 integrinlerinin
ekspresyonu gibi bazi 6nemli degisimler s6z konusudur (Yilmaz ve Christofori, 2009).
EMT sirecinin son asamasi bazal membranin asilmasi ve invazif ozellik kazanimi
seklinde gerceklesir. Bazal membran bilesenlerinin pargalanmasi i¢in matriks
metalloproteinazlarin (MMPs) salinimi bu siiregte biiyiik 6nem tasir. Ayrica, kollajen
tip 1 ve fibronektin gibi ECM bilesenlerinin hiicrelerce iiretimi ve salinimi da ECM’in
yeniden diizenlenmesini saglayarak gb¢ ve invazyonu kolaylastirict etki gosterir (Tsai

ve Yang, 2013).
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Sekil - 1: Epitelyal-Mezenkimal Déniisiim (EMT)’iin Genel Ozellikleri. Sik1 istiflenmis, polar epitel
hlcrelerin polarite 6zelligini kaybetmis mezenkimal hiicrelere doniisiimil, EMT siirecinin taninmasini da
saglayan bir dizi degisim gosterir. Bunlardan epitel belirte¢ E-kaderinin, transkripsiyonel E-kaderin
baskilayicilarindaki (Snail, Twist, Slug ve Zeb1 gibi) artis ile kaybi en temel EMT 6zelliklerinden biridir
(Onder ve digerleri, 2008). N-kaderin ve vimentin gibi mezenkimal belirteglerdeki artis da mezenkimal
fenotip olusumunu destekler (Simeone ve digerleri, 2019) (Morandi ve digerleri, (2017)'dan
Tirkeelestirilerek alinmistir).

EMT’nin indiikklenmesi, TGFp, FGF, Hepatosit biylime faktori (Hepatocyte
Growth Factor; HGF) ve Trombosit Kokenli Blyime Faktorl (Platelet Derived Growth
Factor; PDGF), Wnt ve Notch proteinleri gibi reseptor tirozin kinazlar yoluyla etki eden
blylime faktorleri dahil olmak iizere cesitli biiyiime ve farklilasma faktorleri ile
gerceklesir (Moustakas ve Heldin, 2007). Bunlar arasinda TGFp, kanserle alakali

Oliimlerin biiyiik boliimiiniin temelinde yatan metastaz siirecine aracilik eden EMT nin



en 6nemli indiikleyicilerinden olmasi dolayisiyla kanserde EMT nin indiiklenmesi ile
ilgili c¢aligmalarda biiyiilk oranda yer almaktadir (Hua, Dijke, Kostidis, Giera ve
Hornsveld, 2019).

2.2. Transforme Edici Buyume Faktorii p (TGFp)

TGFB, aktivinler, miyostatin, kemik morfogenetik proteinler gibi otuzdan fazla
tiyesi bulunan TGFp ailesinin en bilinen iiyesidir. TGFp ailesi, embriyonik gelisimden
doku homeostazisine kadar bir¢ok biyolojik surecin diizenlenmesinde yer alir ve TGFf
sinyalindeki herhangi bir aksaklik birgok hastaligin olusumunu beraberinde getirir.
TGFB’nin TGFBI, 2 ve 3 olmak iizere ii¢ izoformu mevcuttur ve timor olusumunda
yuksek ekspresyonu belirlenen TGFB1, ¢ogu kanser ¢alisgmasinin temelinde yer alan
izoformdur (Chin, Boyle Parsons ve Coman, 2004). Yara iyilesmesi ve timor
metastazina yOnelik yakin zamanda bazi etkileri belirlenmis olan TGFB2’ye kiyasla
TGFBI’in, eriskin dokulardaki ekspresyonunun 10 — 100 kat daha fazla oldugu
belirlenmistir. TGFB2 ekspresyonu ise embriyonik dokularda daha yiiksektir (Flanders
ve digerleri, 2016). Dolayisiyla TGFB1’in eriskin dokularda, TGFB2’nin ise embriyonik

dokularda homeostazisi saglamada dnemli oldugu sdylenebilir.

Inaktif halde TGFP, gecikme ile iliskili peptid (Latency Associated Protein,
LAP) olarak adlandirilan N-terminal kisim ve aktif sitokin monomeri igeren kisa bir C-
terminal kismindan ibarettir. TGFp’ nin aktivasyonu spesifik proteazlar ve hiicre ylizey
integrinlerince olusturulan mekanik kuvvet yoluyla hiicre yiizey reseptorlerine
baglanabilen biyoaktif TGFf molekiiliiniin serbest hale gegisiyle olur (Shi ve digerleri,
2016). Biyoaktif TGFp ligandinin, serin/treonin kinaz ve tirozin kKinaz aktivitesine sahip
TGEFp hiicre yiizey reseptorleri tip 1 (TGFBRI) ve tip 2 (TGFBRII)’ye baglanmasiyla
TGEFB hiicre i¢i sinyal iletimi baglatilir. TGFBRI ve TGFBRII reseptorleri ekstraseliiler
kisimlarinda disiilfit baglar1 olusturmak iizere sistin kalintilari bulunan ve hiicre ici
kisimlarinda serin/treonin kinaz domaini tasiyan, yapisal olarak benzer reseptorlerdir.
Betaglikan (BG) olarak da bilinen TGFBRIII reseptor proteini TGFP ligandinin
TGFBRII’ye baglanmasini kolaylastirmak agisindan oldukga onemlidir. BG araciligiyla
oncelikle TGFBRII’ye ardindan TGFBRI’e baglanan TGFp, reseptorlerle tetramerik bir
kompleks olusturur. Ardindan TGFBRII, kinaz domaini TGFBRI’i glisin/serin



bolgesindeki serin ve treonin aminoasitlerinden fosforlar ve TGFBRI aktivasyonu
gerceklesmis olur (Derynck ve Budi, 2019).

2.2.1. TGFp Sinyal Yolaklar:

EMT indiikleyici faktorler arasinda TGFf, kanserde goriilen EMT deki 6nemli
rolleri ve hiicre kiiltiirii i¢in kuvvetli bir EMT indiikleyicisi olmasi1 gibi nedenlerle
tizerinde yogun sekilde calisilan en 6nemli EMT indiikleyicisi konumundadir. EMT nin
TGEFB ile indiiklenmesinde yer alan Smad’lar EMT iligkili transkripsiyon faktorlerini
(EMT-TF) dogrudan aktive edebilir ve sonrasinda hedef genlerin kontroliinde yer alirlar

(Derynck, Muthusamy ve Saeteurn, 2015).

TGFp ligand: ile aktive edilen TGFBRI kinaz, R-Smad’lart (TGFp i¢in Smad2
ve Smad3) fosforlar ve fosforlanan Smad’larin co-Smad (Smad4) ile birlesmesiyle
olusturulan kompleks c¢ekirdege gegerek cesitli genlerin  ekspresyonlarinin
reglilasyonunda yer almak iizere DNA’ya baglanir (Miyazono, Katsuno, Koinuma,
Ehata ve Morikawa, 2018). Smad proteinlerinin DNA’ya baglanmasi, Smad-baglanma
elementi (SBE) olarak bilinen CAGAC sekanst veya GC yoniinden zengin sekanslar
tizerinden gerceklesir. Smad proteinlerinin DNA’ya kars1 afiniteleri diisiik oldugundan
yiiksek afiniteli baglanma i¢in ¢esitli kofaktorler gereklidir. Ayrica Smad kompleksi ile
birlesen transkripsiyonel koaktivatorler veya korepressorler ile hedef genin
indiiklenmesi ve baskilanmasi saglanmis olur (Neel, Humbert ve Lebrun, 2012).
Inhibitér Smad’lar olarak bilinen Smad6 ve Smad7 ise R-Smad’larin aktivasyonlarini

inhibe ederek TGF sinyalinin negatif kontroliinii saglar (Massagué, 2008).

TGFpB, Smad bagimli yolaktan daha diisiik seviyede olsa da Smad’dan bagimsiz
olarak mitojen ile aktive olan kinaz (MAPK), Rho GTPaz ve PI3K-Akt-mTOR gibi
yolaklar araciligi ile de aktivite gosterebilir. Bu yolaklar, EMT siirecinde Smad aracili
gen ekspresyonu ile etkilesirler ve Smad’larin aktivitelerini ve stabilitelerini dogrudan

regule edebilirler (Sekil — 2) (Moustakas ve Heldin, 2005).
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Sekil - 2: TGF ile indiiklenen Epitel-Mezenkimal Doniisiim. Smad bagimli yolak ile meydana gelen
sinyal iletim siirecinde reseptore baglanan TGFp ligandi ile aktive olan TGFBRII, TGFBRI’i fosforlar.
Aktive olan TGFBRI’in R-Smad’lar olarak bilinen Smad2 ve Smad3’ii fosforlamasi ve devaminda
fosforlanarak aktif hale gelen R-Smad’larin Smad4 transkripsiyon faktorii ile kompleks olugturarak
cekirdege gecisi ve DNA’ya tutunarak koaktivatorler ve korepressorler esliginde bir dizi genin
reglilasyonunda yer almasi seklinde gergeklesir. TGFp ile indiklenen Smad-bagimsiz yolaklar da EMT
strecinde etkilidirler (Zhang, 2009) (Hua ve digerleri (2019)'dan tiirkgelestirilerek almmustir).



2.2.2. TGFp’nin Kanserde Cift Yonlii Etkisi

TGFB, timoér olusumunda ve gelisiminde, timor baskilayict ve timdri
destekleyici olmak iizere iki farkli rol iistlenmektedir. Kanser hicrelerinde meydana
gelen ¢esitli mutasyonlar TGFB sinyal yolaginda degisimlere yol agarak TGFB’nin
tiimor baskilayict mekanizmasinin bozularak tiimor gelisimini destekleyici etki
gostermesine neden olmaktadir. Kanserin ilk gelisim silirecinde hiicrenin G1 fazina
girisini Onleyerek tiimor baskilayict etki gosteren TGFp, siklin bagimli kinaz (CDK)
inhibitorlerini artirarak ve hiicre bilyiimesi ve boliinmesi i¢in temel bir bilesen olan c-
myc genini baskilayarak hiicre dongiisiiniin ilerleyisini yavaslatmaktadir (Massague,
2008; Reddy, Hocevar, Howe, 1994). Olim iliskili Protein Kinaz (DAPK), Fas,
Aktivator Protein 1 (AP-1) gibi apoptoz iliskili faktorlerin regiilasyonlarini artirarak ve
Bcl-2 ve Bcl-xL gibi anti-apoptotik faktorlerin regiilasyonlarini azaltarak apoptozu
desteklemesi TGFB’nin normal hiicrelerde goriilen bir diger tiimor baskilayict etkisidir

(Schuster ve Krieglstein, 2002).

TGFB’nin kanser gelisimi tizerindeki en dnemli etkilerinden biri proliferasyon
artis1 iizerinedir. Cesitli kanser hiicrelerinde TGFB’ nin sitostatik etkisinin giderilmesine
yonelik TGFP reseptorlerinde ve Smad4’de mutasyon belirlenmistir  (Akhurst ve
Derynck, 2001). TGFB’nin bazi mitojenik biiyiime faktorleri ve reseptorlerinin Gretimini
artirict etkisi proliferasyon artisindaki muhtemel nedenlerden biridir (Ishikawa, LeRoy
ve Trojanowska, 1990). Ras-Raf-MAPK gibi, Epidermal Buyume Faktéri (EGF) ve
FGF gibi ¢esitli biiyiime faktorlerine aracilik eden, Smad bagimsiz yolaklarin TGF(
tarafindan aktive edilmesi, TGFf’nin, kanserde proliferasyon artisiyla alakali bir diger

etkisidir (Chapnick, Warner, Bernet, Rao ve Liu, 2011).

Kanser hiicrelerinin biyiiylip gelisebilmesi i¢in bir diger gereksinim biiyiik
oranda besin ve oksijen destegidir. Proanjiojenik faktor olarak TGFp, sinyal siirecinde
Vaskuler Endotelyal Biytme Faktori (VEGF), PDGF ve Temel Fibroblast Buytrme
Faktort (bFGF) ile birlikte etki gosterir ve Glioblastoma (GBM) ve Hepatoseliler
Karsinom (HCC) gibi yiiksek vaskiilariteye sahip tiimorlerde TGFp seviyesinin arttigi
belirlenmistir (Guerrero, 2017).
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Hiicre yiizeyinde timor iligkili antijenlerin ekspresyonu, tiimor hiicrelerinin
immiin sistem tarafindan taninmasini ve yok edilmesini saglar. Cogu kanser hiicresi, bu
immiin saldiridan cesitli mekanizmalar sayesinde kacabilme 6zelligine sahiptir. Iimmiin
hiicrelerin olusumunda ve faaliyetlerinin diizenlenmesinde rol alan TGFp sinyalindeki
bozukluklar, fibrotik hastaliklara, immiin regiilasyon bozukluguna ve kansere yol
acabilmektedir. Timor gelisim siirecinde TGFp sinyali, adaptif veya dogustan gelen
immiin yanitlar i¢in temel bir baskilayici islev gorirken, ilerleyen evrelerde ise timor
hiicrelerinin immiin kagis1 i¢in 6nemli bir etki mekanizmasi saglar (Batlle ve Massagué,

2019).

Gog, invazyon ve metastaz, tiimor agresifligi ile iliskili unsurlardir ve TGFf bazi
kanser tiirlerinin bu 6zellikleri edinmesinde gerekli bilesenlerden biridir. EMT nin en
onemli indiikleyicilerinden biri olmasi dolayisiyla TGFB’nin kanserde invazyon,

metastaz ve go¢ lzerindeki etkisi ayrintili sekilde ele alinacaktir.
2.2.3. EMT Siirecinde TGFp

Kanser hiicreleri, belirgin sekilde epitel veya mezenkimal fenotipe kiyasla daha
timorjenik ve kemodirencli olabilen epitel-mezenkimal fenotip arasi (kismi EMT) bir
fenotip sergilemektedirler (Loh ve digerleri, 2019). EMT sirecinde meydana gelen
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu, hiicre yiizey proteinlerinin ekspresyonlarindaki
degisimler, hiicre iskelet proteinlerinin yeniden dizenlenmesi ve ECM yikim
enzimlerinin Gretimi gibi EMT ile iligkili faktorler kanser ¢alismalarinda biyobelirteg
olarak kullanilmaktadir (Kalluri ve Weinberg, 2009). EMT olusum siirecinde yer alan
cok sayidaki molekiiler mekanizma arasinda EMT-TF’leri, siirecinin anlasilmasinda
onemli bir yer teskil eder (Tsubakihara ve Moustakas, 2018). TGFB’nin EMT
regllasyonundaki rolu temelde, Snail, Slug, Zeb, Twist gibi ¢esitli transkripsiyon

faktorlerinin yer aldig1 genlerde meydana gelen aktivite degisimleri yoluyla gerceklesir.

EMT silrecinde meydana gelen en onemli degisim E-kaderin proteinindeki
azalmadir. Adheren baglantilarinin temel bileseni olan E-kaderinin hiicrelerdeki varhigi
epitel fenotipin temel 6zelliklerinden biridir. E-kaderin molekiilii komsu hiicredeki E-
kaderinle kalsiyum bagimli homofilik bag olusturarak hiicrelerin birbirlerine siki sekilde

tutunmasini saglar. E-kaderin aracili hiicre-hiicre adezyon kompleksleri, E-kaderinin
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sitoplazmik domaini, B-katenin ve a-katenin izerinden hiicre iskeletine baglanarak aktin
iskeletinin duzenlenmesinde ve hiicre polaritesinin olusumunda 6nemli rol oynar (
Yilmaz ve Christofori, 2009). E-kaderin ekspresyonundaki azalma esas olarak, farkli
transkripsiyon faktorlerinin E-kaderin geninin CDH1 promotorindeki E-box’lara
baglanmasiyla transkripsiyonel baskilanma seklinde olur. Bu transkripsiyon
faktorlerinden en 6nemlileri Snail ailesi tyeleri; Snail ve Slug, Zeb ailesi tyeleri; Zebl
ve Zeb2 ve dolayli olarak Twist’dir (Diaz, Vinas-Castells ve De Herreros, 2014). E-
kaderin protein seviyesindeki azalma veya fonksiyon kaybi mezenkimal fenotip ve
metastatik potansiyel artisi ile iliskilidir (Onder ve digerleri, 2008). Tumorlerde E-
kaderin ekspresyonundaki azalma zayif prognoz ile iliskili oldugundan E-kaderin
baskilayicilar1 malignite belirteci olarak kabul edilir ve anti-invazif ilaglar igin hedef
teskil eder (Nieto, 2002).

EMT sirecini gosterir bir belirtec de kaderinler arasi gecis, yani E-kaderin
azalirken N-kaderin artigidir. N-kaderin’deki artig, invazyon, go¢ ve diisiikk sag kalim
orani ile iligkilidir. BlylUme faktorleri ile EMT’de yiksek ekspresyonu gozlenen N-
kaderin’in pankreatik hiicrelerde go¢ ve invazyon ile iliskisi saptanmis, Kiglk htcreli
dis1 akciger kanseri (Non Small Cell Lung Carcinoma; NSCLC) hucrelerinde ise TGFp
ile aktive edilen Smad3/4 kompleksi yoluyla ekspresyonunun artirdigi belirlenmistir
(Loh ve digerleri, 2019; Nakajima ve digerleri, 2004).

Snail ailesi, omurgalilarda Snail (Snail), Slug (Snai2) ve Snai3 olmak (zere (g
tiyesi belirlenmis olan, transkripsiyonel baskilama fonksiyonuna sahip ve zinc-finger
domaini ve N-terminal SNAG domaini {izerinden aktivite gosteren proteinlerden olusur.
Snail ve Slug proteinleri, tizerinde en fazla ¢alisilmis Snail ailesi Uyeleridir. EMT
sirecinde bu genler, E-kaderin, VE-kaderin, Occludin, Claudin, Sitokeratin gibi epitel
belirteclerin ekspresyonlarini baskilayici etki gosterirken, mezenkimal fenotip ile iliskili
fibronektin, vimentin, MMP’lar gibi mezenkimal belirteclerin ekspresyonlarimni
induklerler (Barrallo-Gimeno ve Nieto, 2005). Snail aile Uyelerinin in vivo ve in vitro
olarak EMT’yi indiikledikleri bilinmektedir. Cesitli epitel hiicre tiirlerinde Snail yiiksek
ekspresyonunun EMT’yi indiiklemek icin tek basina yeterli oldugu belirlenmistir
(Cicchini ve digerleri, 2006). TGFB’ nin tiimorii destekleyici roliinde 6nemli rol oynayan

Snail’in aktivitesi hem MAPK ve PI3K gibi Smad bagimsiz yolaklar {izerinden hem de
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ozellikle timor gelisiminin son evrelerinde Smad bagimli olarak gerceklesmektedir.
TGFB’nin, Smad yolagi iizerinden bir¢ok ©Onemli E-kaderin baskilayicilarinin
ekspresyonlarini regiile eden HMGAZ2’nin ekspresyonunu indiikledigi bilinmektedir.
Smadlar ve HMGAZ2’nin birlikte Snail geninin promotoriine baglanmasi yoluyla da
Snail ekspresyonu induklenir. TGFp ile indiiklenen EMT’de, Snail’in Smad3/4 ile
olusturdugu transkripsiyonel olarak baskilayici kompleks, E-kaderin, CAR ve occludin
gibi hiicreleraras1 baglanti proteinlerini kodlayan genlerdeki E-box’lar1 ve Smad-
baglant1 elementlerini hedefleyerek baskilanmalarina yol a¢ar (Thuault ve digerleri,
2006; Wang, Shi, Chai, Ying ve Zhou, 2014). Snail, EMT icin gerekli apiko-bazal
polarite kaybma yonelik Crumbs3 ekspresyonunu baskilar ve Crumbs proteinlerinin
seviyesini diislirerek hiicre polaritesini azaltic1 etki gosterir (Whiteman, Liu, Fearon ve
Margolis, 2008). Zebl protein seviyesini hem transkripsiyonel hem post-
transkripsiyonel olarak artiran Snail’in, Twist stabilitesini de artirdigi bilinmektedir.
Zeb2 ekspresyonunun regulasyonunda ise miR-200’iin baskilanmasi yoluyla Zeb2

ekspresyon diizeyini artirir (Sdnchez-Tillo ve digerleri, 2012).

Snail’e kiyasla daha zayif olsa da, Slug ekspresyonu ¢ogunlukla diger E-kaderin
baskilayicilar1 Uzerinden etki gostererek E-kaderin’in baskilanmasinda yer alir. Slug,
Zebl aktivitesini dogrudan Zebl geninin promotoriine baglanarak artirirken, Twist
aktivasyonu ig¢in Slug’in transkripsiyonel olarak indiklenmesi gerekir. Dolayisiyla
Slug’1 kodlayan genin silinmesi, E-kaderin’in Twist tarafindan baskilanmasini ve EMT
slirecini buyik oranda durdurabilmektedir (Casas ve digerleri, 2011). TGFp ile artan
Slug ekspresyonu, oral skuaméz hiicreli karsinom (SCC)’da MMP9 ekspresyon artis ile
invazyonu artici etki gostermektedir (Joseph ve digerleri, 2009).

TGF-B, Zeb ailesinin, Zebl (8EF1) ve Zeb2 (SIP1), iki uUyesini de
indiklemektedir. Zebl, Smad-bagimli transkripsiyonu aktive ederken Zeb2
baskilamaktadir (Postigo, Depp, Taylor ve Kroll, 2003). Zebl ve Zeb2 miR-200
ailesince  baskilanirken, miR-200 aile Uyeleri ise Zeb  proteinlerince
baskilanabilmektedirler. Dolayisiyla hiicrelerin epitel ve mezenkimal durumlariyla
alakali bir regulasyon dongusu gibi etki gosterirler (Bracken ve digerleri, 2008). Zeb1,

E-kaderin ekspresyonunu baskilamasinin yaninda bazi polarite belirtegleri ve bazal
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membran bilesenlerini azaltici etkisiyle de mezenkimal fenotip olusumunu, dolayisiyla

metastazi destekleyici yonde etki gosterir (Aigner ve digerleri, 2007).

Twist, E-kaderin ve bazi kateninlerin ekspresyonlarini azaltarak ve mezenkimal
belirte¢ artis1 yoniinde etki gostererek EMT’yi destekler. Metastazin ilk asamasi olan
intravazasyon ile iliskili oldugu ve metastatik hiicre hatlarinda yiiksek ekspresyon
gosterdigi belirlenmistir  (Yang ve digerleri, 2004). SCC fare modeliyle yapilan
calismalarda, Twist’in karsinom hiicrelerinin EMT gecirmeleri ve kan dolagimina
gegmeleri i¢in yeterli oldugu goriilmiistir (Tsai, Donaher, Murphy, Chau ve Yang,
2012). TGF-B1 ile indiikklenen EMT’ye yonelik c¢alismalarda, ilk 24 saatlik sirecte
Twistl ekspresyonu azalirken, Snail ekspresyonunun arttigi, 24 saatin sonrasinda ise
Snail ekspresyonunun azalarak Twist ekspresyonunun arttigi goriilmiistlr. Bu sonug
Snail’in EMT’nin indiiklenmesini baslatmadaki Onemini, Twist’in ise EMT’ nin
devamliligini saglamaya yonelik roliinii destekler niteliktedir (Tran, Corsa, Biswas, Aft

ve Longmore, 2011).

2.3.Kanser Hiicrelerinde Enerji Metabolizmasi
2.3.1 Warburg Etkisi

Kanser hucreleri, nikleik asit, protein ve lipit gibi temel bilesenlerin teminini de
kapsayan anabolik reaksiyonlardan dolay1 yiksek oranda besin ve enerji gerektirir.
Glikoliz, tiim canlilarda var olan ve insan vicudundaki tim hiicrelerde kullanilan temel
enerji yolagidir. Normal hicrelerde, glikoliz ile pirlivata dondstiiriilen glukozun buyuk
bolumu  mitokondriye gecer. Pirlivat, aerobik hucrelerin mitokondrilerinde Krebs
dongiisii ve oksidatif fosforilasyon islemlerinden gegerek karbondioksit ve su
olusturmak tizere tamamen Yyikseltgenir. Boylelikle fazla miktarda enerji elde edilmis
olur (Vazquez ve digerleri, 2016). Bu durumun kanserli hiicrelerde farkli oldugu fikri
yaklagik yiiz yil 6nceki Otto Warburg’un gozlemlerine dayanmaktadir. Otto Warburg,
kanserli hiicrelerin yiiksek oranlarda glukoz alimi ve laktat salinimi yaptiklarini
gozlemlemis, normal hiicrelere kiyasla yeterli oksijen varliginda bile blyuk oranda
aerobik glikolize yoneldiklerini belirlemistir (Warburg ve digerleri, 1923). Glnumizde
kanser hucrelerinde goriilen bu farkli fenotip ‘Warburg etkisi’ olarak adlandirilmakta ve

kanser ¢aligmalarinda giderek artan bir oranda yer almaktadir (Sekil — 3). Ayrica kanser
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hicrelerinin fazla miktarda glukoz tiikettiginin belirlenmesi, klinik olarak solid
tumorlerin  saptanmasinda !8F-deoksiglukoz pozitron emisyon tomografisi (}3FDG-
PET)’nin kullanimini saglamis ve bu yaygin kullanimla ¢ogu kanser tiiriinde glikolitik

fenotipin gozlendigi kanitlanmistir (Wu ve Zhao, 2013).

Normal hicrelerde glukozun oksidatif fosforilasyon yoluyla yikimindan ATP
tiretimi bakimindan daha fazla enerji elde edilebiliyorken (38 ATP), kanserli hiicrelerin
daha az enerjili glikoliz yolagini (2 ATP) segmesi yoniinde elde edilen bulgular 1s1ginda
bazi muhtemel nedenler ileri siiriilmistiir. Mitokondrideki bir bozukluktan dolay1
kanser hucrelerinin aerobik glikolize bagimli olduklart fikri Otto Warburg tarafindan
timor hiicrelerinin glikolizi tercih etmelerinin nedeni olarak 6ne siiriilmiigse de daha
sonra yapilan ¢aligmalar igerisinde bu hipotezi destekleyen kanit sayisi oldukc¢a azdir
(Koppenol, Bounds ve Dang, 2011). Kanser hicrelerinin mitokondri aktivitesinin
normal hiicrelere kiyasla diisiik olmasi, ylksek ATP dretiminin fosfofruktokinaz-1
(PFK-1) gibi baz1 glikolitik enzimler tizerindeki inhibe edici roliinii ortadan kaldirarak
proliferasyonu destekleyici bir etki olusturmaktadir (Scholnicki, Lang ve Racker, 1973).
Ayrica glikolitik yolagin ayni sayida ATP iiretimi yoniinden oksidatif fosforilasyona
kiyasla daha hizli oldugunun belirlenmesi, prolifere olan hiicreler icin ATP eldesinin hiz

sinirlayict bir faktor olmadiginin anlagilmasini saglamistir (Shestov ve digerleri, 2014).
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Sekil - 3: Oksidatif fosforilasyon, anaerobik glikoliz ve Warburg etkisi arasindaki temel farklihin
sematik gosterimi. Normal hiicrelerde oksijen varliginda oksidatif fosforilasyonla fazla miktarda enerji
iiretilirken, kanser hiicreleri oksijen varliginda ‘Warburg etkisi’ olarak adlandirilan aerobik glikolizi
tercih ederler (Vander Heiden, Cantley ve Thompson (2009)’dan tiirkgelestirilmistir).

Aerobik glikoliz ile iliskilendirilmesi dolayistyla mitokondri {lizerinde yapilan
¢ok sayidaki ¢alisma ile mitokondrinin, enerji iiretimi roliinden baska reaktif oksijen
tiirlerinin (ROS) ana kaynagi oldugu ve programlanmis hiicre 6liimii (apoptoz) gibi
biyolojik siireglerde 6nemli roller {istlendigi ortaya konulmustur (Gwangwa, Joubert ve
Visagie, 2018). Warburg etkisi ile kanser hicrelerinin mitokondri etkinliklerinin
kisitlanmasi, apoptotik uyaranlarin azaltilmas: yoluyla bir kanser 6zelligi olan
apoptozdan kagista Onemli bir etkendir (Archer ve digerleri, 2007). Kanser
hicrelerindeki artan proliferasyon ve ylksek glikolitik aktivite dolayisiyla ROS
tiretiminde artis meydana gelir. ROS’deki artig, proliferasyon, anjiogenez ve anormal
metabolik aktivitelerle iligkili sinyal yolaklarini1 destekleyerek tlimdérogenez agisindan
elverisli bir ortam saglar. ROS’lerinin bir diger etkisi ise Hipoksi ile Indiiklenen Faktor
(HIF)’tin aktif hale getirilmesi yoniindedir. Aerobik glikolizle artan laktat salinimi
asidik ve hipoksik bir mikrogevre olusumunu beraberinde getirir (Gwangwa ve
digerleri, 2018).

Kanser hicrelerinde glikolizle {iretilen piriivatin biiyiikk ¢ogunlugu laktat

dehidrojenaz (LDH) enzimi ile laktata doniistiiriilmektedir. Hiicre i¢i asidifikasyonu ve
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olimii 6nlemek igin glikolizle olusturulan laktat, monokarboksilik tasiyicilar (MCTS)
araciligiyla hiicreden uzaklastirilir. Ekstraseliiler asidifikasyon ise katepsinler ve
MMP’lar gibi ECM ve bazal membrani pargalama etkisi olan enzimlerin pH-bagimli
aktivasyonlarin1 saglayarak invazyon ve metastazi (Kroemer ve Pouyssegur, 2008),
VEGF ve IL-8 ekspresyonlarimi artirici etkisiyle de anjiogenezi destekleyerek timor
gelisimine katki saglar (Zuazo-Gaztelu ve Casanovas, 2018).

Kanserli hiicrelerdeki yiiksek boliinme hizi, anjiogenezin tiimor biiylimesine
ayak uyduramamasi dolayisiyla timorlerde hipoksik bir ortam olusturur. Vaskiiler
gecirgenlik faktori (VPF) olarak da bilinen VEGF, hipoksiyle indiklenen en giicli
anjiogenik faktordiir. Yeni damar olusumu ile kanserli hiicrelerin besin ve oksijene
erigimini miimkiin kilar. VEGF’den baska PDGF, FGF, EGF ve TGF-J gibi fakttrler de
hipoksi ile induklenebilen ve anjiogenezi destekleyen faktorlerdir ve bu sinyal
molekiillerinin ¢ogu tiimor biiyiimesini ve proliferasyonunu destekleyici etki gosterir
(Daruwalla ve Christophi, 2006). Kanserde hipoksik adaptasyon igin, bazi glukoz
tastyicilart  ve glikolitik enzimleri kodlayan genlerin ekspresyonlarinda artig
gozlenmistir. Hipoksik kosullarda, glikolitik enzim ekspresyonlarindaki artisla ters
sekilde oksidatif fosforilasyonda yer alan enzimlerin ekspresyonlari azalmaktadir. Insan
timorlerinde glukoz tasiyicilart GLUT-1 ve GLUT-3’de asir1 ifadelenme oldugu
gozlenmis, HIF-1 etkisiyle ise glikolizdeki ilk enzim hekzokinaz ekspresyonunda artis
oldugu gorilmiistiir (Daruwalla ve Christophi, 2006). HIF-1 seviyesindeki artis,
fosfatidilinozitol-3-kinaz (PI3K) ile Akt aktivasyonu yoluyla Warburg etkisinin
olusumunda yer alir. HIF-1 yoluyla pirlvat dehidrojenaz kinaz-1 (PDK-1)
upregiilasyonu, piriivat dehidrojenazin (PDH) fosforlanarak inhibisyonuna, bdylelikle
pirlivattan asetil-KoA olusumunun inhibe edilmesiyle TCA dongiisiiniin baskilanmasini
saglayarak mitokondri aktivitesini azaltic1 etkiye sahiptir. TCA enzimlerinden fumarat
ve siiksinat dehidrojenazin tiimor baskilayic1 etki gostermeleri, kanser hucrelerinin
gelisimi agisindan mitokondri aktivitesinin kisitlanmasinin 6nemini gdsteren bir diger

etkendir (Weljie ve Jirik, 2011).

Prolifere olan hiicreler igin en temel ihtiyaglardan biri de hiicre bolunmesi igin
gerekli niikleotid, aminoasit ve lipit gibi bilesenlerin saglanmasidir. Glukozun tam

oksidasyonla CO2’e doniistiiriilmesi maksimum oranda ATP saglarken, boliinme igin
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gerekli bilesenler saglanamayacaktir. Bu baglamda glukozun, yag asidi olusumu ig¢in
asetil-KoA’ya, esansiyel olmayan aminoasitlerin sentezi igin glikolitik ara Urlinlere ve
niikleotidler i¢in riboza doniisiimii gibi makromolekiiler onciillerin saglanmasinda etkisi
blyiiktiir. Cogu memeli hiicre kiiltiirlinde yiiksek miktarda glukoz ve glutamin
kullanildiginin belirlenmesi, bunlarin hiicre biiylimesi ve bdliinmenin desteklenmesinde
gerekli karbon, nitrojen ve enerji gibi temel bilesenlerin saglanmasindaki Gnemini

gostermektedir (Vander Heiden ve digerleri, 2009).
2.3.2. Kanserde Glikoliz Regulasyonu

Glukozun hiicreye girisi, timorlerde genel olarak reguilasyonu artan, dokuya
Ozgli glukoz tastyicilart araciligiyla olur. Glukoz metabolizmasi, glukozun hekzokinaz
enzimiyle glukoz-6-P (G6P) olusturmak iizere fosforlanmasiyla baslar. Hekzokinazin
farkli dokularca eksprese edilen bes farkli izoformu olsa da yalnizca HIFla ve c-myc
gibi kanserle ilgili transkripsiyon faktorlerinin bir hedefi olan hekzokinaz 2 (HK2)
izoformunun, ¢esitli timor dokularinda regiilasyonunun arttigi belirlenmistir (Luo, Li,
Yuan ve Zuo, 2019).

Glikolizin ikinci ve en Onemli hiz sinirlayici basamagi, PFK-1 enzimi ile
fruktoz-6-P (F6P)’dan fruktoz-1,6-bisfosfat (F1,6BP) olusumudur. ATP, giclu bir PFK-
1 inhibitoéradur ve oksidatif fosforilasyonun glikoliz tzerindeki inhibisyon etkisinde
ATP’nin PFK-1"1 inhibe edici rolii biiyiikk 6nem tasir. Fruktoz-2,6-bisfosfat (F2,6BP),
hiz smirlayict enzim PFK-1’in en giiglii allosterik aktivatoriidiir ve ATP’nin PFK-1
uzerindeki inhibe edici etkisini ortadan kaldirir. F2,6BP’1n hiicre i¢i konsantrasyonu
farkli dokularca eksprese edilen dort farkli gen ile kodlanan ¢ift fonksiyonlu 6-
fosfofrukto-2-kinaz/fruktoz-2,6-bisfosfataz ~ (PFKFB) enzim ailesince  kontrol
edilmektedir. PFKFB enzimleri PFK-1 ile ayn1 substrat Gzerinde etki gosterir ve kinaz
domaini ile F6P’yi fosforlayarak F2,6BP olustururken, fosfataz domaini ile F2,6BP’nin
F6P’ye defosforilasyonunu saglar (Sekil — 4). PFKFB enzim ailesi, dért PFKFB
izoformunu (PFKFB1, 2, 3 ve 4) kapsar. PFKFB3 izoformu; mitojenik, inflamator ve
hipoksik uyarilarla aktive edilmesi ve yuksek kinaz aktivite gostermesi itibariyle

(kinaz:fosfataz oran1 ~740:1) diger izoformlarindan ayrilmaktadir (Yalcin ve digerleri,
2009).
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Sekil — 4: Fruktoz-6-P/ Fruktoz-1,6-BP ¢ift yonll reaksiyonun enzimatik regtlasyonunun goésterimi.
F6P’den F1,6BP olusumu PFK-1 enzimi araciliiyla meydana gelir. F1,6BP’nin F6P’ye donisiimi ise
FBPazl enzimi ile olur. PFK-1 glikolitik hiz sinirlayici enziminin en gulglu aktivatéri olan F2,6BP,
FBPazl1 enzimini inhibe edici etki gosterir. F2,6BP olusumu ise dort izoformu bulunan, kinaz ve fosfataz
aktivitesi gosteren, 6-fosfofrukto-2-kinaz/fruktoz-2,6-bisfosfataz (PFKFB; PFK-2/FBPaz2) enzim
ailesince kontrol edilmektedir (Bartrons ve digerleri (2018)'den Tiirkgelestirilmistir).

PFKFBL1 izoenzimi, kanserli hiicreler tzerinde belirgin bir etki veya yuksek
ekspresyon gosterdiginin belirlenmemesi dolayisiyla {izerinde en az calisilan PFKFB
izoformudur (Bartrons ve digerleri, 2018). Yiksek diizeyde kalp tarafindan eksprese
edilen PFKFB2 izoformu, kalpte glikoliz regulasyonu igin gereklidir. Bununla birlikte
timorlerde ve farkli dokularda diger PFKFB izoformlariyla birlikte eksprese edildigi
belirlenmistir (Rider ve digerleri, 2004). Kanserli hucrelerde, yiksek F2,6BP
seviyesinin genel olarak PFKFB3 ve PFKFB4 izoformlariyla iligkili oldugu bilinmekle
beraber, bazi kanser hiicre hatlarinda yiiksek kinaz/fosfataz aktivitesi gdosteren
PFKFB2’nin de kanser gelisiminde rol alabildigine yonelik bulgular mevcuttur (Moon
ve digerleri, 2011).
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PFKFB3, daha once belirtildigi gibi yiiksek kinaz/fosfataz aktivitesine sahip,
cesitli kanser tiirlerinde yiksek mRNA ve protein ekspresyonu belirlenmis, kanserle
iliskisi dolayisiyla tiizerinde en fazla c¢alisilan PFKFB izoformudur. PFKFB3
mRNA’smin  3’untranslated bolgesinde (3’UTR) c¢ok sayida AUUUA sekansi
mevcuttur. 3’°UTR’deki AU yoniinden zengin bilesenlerin (AREs), mRNA stabilitesini
disiirdiigiic. ve translasyonel aktiviteyi artirdigi, ayrica AUUUA sekansinin,
protoonkogenlerde ve proinflamatuar sitokinlerde karakteristik bir 6zellik oldugu
bilinmektedir (Chesney ve digerleri, 1999). Bircok kanser tlriinde PFKFB3 proteininde
meydana gelen fosforlanmanin kinaz aktivitesini artirdigi ve cesitli kanser hiicre
hatlarinda artan proliferasyon ile iliskili oldugu goriilmiistiir (Bando ve digerleri, 2005).
PFKFB3 izoformu, hipoksi cevap elementi (HRF) igermesi dolayisiyla HIF-1o’nin
transkripsiyonel hedeflerinden biridir ve HIF-1a (-/-) hiicrelerde PFKFB’iin biiyiik
oranda baskilandig1 goriilmiistiir. PFKFB3 gen ekspresyonunun, hipoksiden baska
proinflamatuar molekiiller ve insilin gibi ¢esitli uyaranlarla da arttigi bilinmektedir
(Bartrons ve digerleri, 2018). PFKFB3 enziminin tumorogenezdeki roli temelde
glikolizin regulasyonu Uzerine olsa da sitoplazmadaki bu roliinden baska karbon ug
domaini sayesinde cekirdekte lokalize olarak siklin bagimli kinaz 1 (Cdkl) ile p27
proteininin yikimmi saglayarak hicre dongisinin G1-S gecisini  kolaylastirarak
apoptozun engellenmesinde de rol oynadigi belirlenmistir. Ayrica PFKFB3’iin
cekirdekteki varliginin glikolizi etkilemeksizin hiicresel proliferasyonu artirict etki
gosterdigi ortaya konulmustur (Yalcin ve digerleri, 2009). PFKFB3’iin, VEGF
tarafindan indiiklenerek temel kanser 6zelliklerinden anjiogenezin desteklenmesinde de
rol aldigi bilinmektedir (De Bock ve digerleri, 2013). Meme kanseri ve gastrik kanser
hucrelerinde yiiksek ekspresyonu belirlenen PFKFB3’{in baskilanmasinin proliferasyon,
go¢ ve invazyonu baskiladigi goriilmistiir (Han, Meng, Xi, Wang ve Wu, 2017; Peng ve
digerleri, 2018). Kanserdeki 6nemli etkileri dolayisiyla gelistirilen PFK15 ve PFK158
gibi PFKFB3 inhibitérleri klinik olarak deneme asamasindadir (Shi, Pan, Liu Xie ve
Han, 2017).

PFKFB3 gibi PFKFB4 izoenziminin de HIF-1 ile indiiklendigi ve normal
dokulara kiyasla cesitli kanser tiirlerinde asir1 ekspresyon gosterdigi bilinmektedir
(Minchenko ve digerleri, 2005). Farkli kanser hiicre hatlari iizerinde yapilan deneylerle,

PFKFB4 izoenziminin kinaz aktivitesinin fosfataz aktivitesine kiyasla 4,3 kat blylk
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oldugu ve yuksek kinaz aktivitesinin F2,6BP seviyesini, glukoz alimin1 ve glikolitik
ATP Uretimini artirarak glikolitik fenotipe katki sagladigi belirlenmistir (Chesney ve
digerleri, 2014). PFKFB4’iin hiicresel ihtiyaca gore kinaz ve bisfosfataz aktivitesinin
degistigi yoniindeki diger bir grup c¢alismada ise kismen yiiksek bisfosfataz
aktivitesinin, glikolizin baskilanmast sonucu glukozun pentoz fosfat yolagina (PPP)
yonlendirilmesi ile NADPH dretiminin artirilarak ROS’lerinin detoksifikasyonunda rol
aldigina isaret etmektedir (Ros ve digerleri, 2017; Strohecker ve digerleri, 2015).
Cesitli metastatik prostat kanser hiicre hatlar1 iizerinde yapilan in vivo ve in vitro
calismalarda, PFKFB4’iin F2,6BP seviyesini azaltarak glikolitik akisi inhibe ettigi ve
lipid sentezi ve glutatyonun yenilenmesi igin gerekli NADPH’i saglayarak kanserli

hiicre sag kaliminda etki gosterdigi belirlenmistir (Ros ve digerleri, 2012).
2.4. Kanserde Metabolik Yeniden Programlanma ve EMT Iliskisi

Warburg etkisi, tiimor gelisimi ic¢in gerekli enerji ve metabolitleri saglamanin
yaninda metastatik siireci kolaylastiran temel bir etkendir. Kanser hiicrelerinin aerobik
glikolize yonelmeleriyle mitokondri etkinliginin azalmasi kanserli hiicrelerin temel bir
Ozelligidir ve artan agresiflik ve metastaz potansiyeli ile iligkilidir (Chen, 2012).
Hucrelerin matriksden ayrilmasi ROS’lerinin bilylik oranda Uretilmesi ve anoikis olarak
bilinen hiicre dlumiyle sonuglanir. Warburg etkisi ile mitokondri kaynakli ROS’nin
tiretiminin siirlanmasi, artan glikoliz ve PPP yoluyla Uretilen NADPH ile hiicresel
oksidatif stres azaltilmaktadir. Bu durum hiicrelerde anoikis direnci ve metastazin
desteklenmesini saglar (Lu, 2019). Cesitli kanser hiicreleri ile yapilan ¢alismada, klinik
acidan en kotii sonuglar, EMT ile iliskili olarak mitokondri iliskili gen duzeylerinde
azalma olan kanser tlrlerinde gorilmistir (Gaude ve Frezza, 2016). Mitokondriyal
metabolizmanin inhibe edildigi deneylerde meme kanseri hiicrelerinde Snail, Slug ve
Twist gibi EMT-TF’lerinin ekspresyonlarinin ve bazt MMP’lerin arttig1 ve E-kaderinin
baskilandig1, akciger hiicrelerinde ise EMT’de yer alan bazi genlerde artis oldugu
gozlenmistir (Guha ve digerleri, 2014). Aerobik glikoliz ile Uretilen ATP ise metastatik
sliregte hiicre sag kalimi i¢in temel kaynak teskil etmesi yonuyle EMT’yi destekleyici
bir etkendir (Morandi ve digerleri, 2017).

Warburg etkisi ile ekspresyonu artan HIF-10, MMP’ler ile Snail, Slug ve Twist
gibi bazt EMT iligkili transkripsiyon faktorlerinin regiilasyonunu saglar (Jiang, Tang ve
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Liang, 2011; Lin, Wang, Lee, Liang ve Lin, 2008). EMT nin Pankreatik Duktal
Adenokarsinoma (Pancreatic Ductal Adenocarcinoma; PDAC) ve akciger gibi epitel
kanserlerde hipoksi ile indiiklendigi bilinmektedir (Liu ve digerleri, 2014; Shaikh ve
digerleri, 2012). Glukoz tasiyicilari, Glukoz Tastyicis1 1 (GLUT1) ve GLUT3 de HIF-1
ile transkripsyonel olarak indiklenmektedir (Zhao ve Zhang, 2016). GLUT1 yuksek
ekspresyonunun  MMP2  aktivitesini ve kanser invazifligini artirdigi, GLUT3
ekspresyonunun ise NSCLC hiicrelerinde EMT belirtecleri ve glukoz alimi ile iliskili
oldugu goriilmiistiir (Ito, 2002; Masin ve digerleri, 2014).

Aerobik glikolize yonelen kanser hiicrelerinde goriilen bir diger 6zellik olan
yuksek laktat seviyesi, cesitli kanser hiicrelerinde metastazi destekleyici etki
gostermektedir (Walenta ve Mueller-Klieser, 2004). Yiksek laktat ile iligkili olarak
timor dokusunun gevresi diisiik pH 6zelligi sergiler ve bu asidik ¢evrenin invazyon ve
metastazla iligkisi bilinmektedir (Gatenby, Gawlinski, Gmitro, Kaylor ve Gillies, 2006).
Warburg etkisiyle olusturulan bu asidik g¢evre, ¢evreleyen hicreleri (fibroblastlar ve
makrofajlar) indikleyerek ECM yikimi icin katepsin ve MMP’lar gibi proteolitik
enzimlerin salimimini destekler (Kato ve digerleri, 2007; Rozhin, Sameni, Ziegler ve
Sloane, 1994). En o6nemli EMT indiikleyicisi olan TGFf’nin, yapilan in vivo
uygulamada laktat tarafindan indiiklenebildigi goriilmistir (Ahmed ve Tsuchiya,
2004). Laktat dongiisii bilesenleri olan monokarboksilik tasiyicilarm (MCT1 ve MCT4)
inhibisyonunun ise gesitli kanser hiicrelerinde go¢ ve invazyonu azalttigi belirlenmistir
(De Saedeleer ve digerleri, 2014; Gallagher, Castorino, Wang ve Philp, 2007; Izumi ve
digerleri, 2011; Zhao ve digerleri, 2014).

EMT surecindeki kanser hiicreleri, enerji tretimi ve biyosentez oncllleri gibi
temel hiicresel ihtiyaglarini karsilamak i¢in metabolik olarak degisime ugrarlar. Bu
durum, EMT ile artig gosteren glikolitik kapasiteyi makul kilar. TUmor blyumesi ve
metastazi destekleyici bir etken olarak glikolitik fenotip, kanser tedavisi i¢in potansiyel
bir terapotik hedef teskil etmektedir. Warburg etkisinin tersinir olusu, bu etkinin
saglanmasini ve silirdiiriilmesini saglayan onemli noktalarda yapilabilecek degisiklikler
yoluyla oksidatif metabolizmanin aktivasyonunu saglayabilecek, bdylelikle kanser
hicrelerinin metastatik potansiyeli azaltilabilecektir (Lu ve digerleri, 2015). Son yillara

ait  calismalar EMT-TF'lerinin  glikolitik  enzimleri  hedefleyerek  glukoz
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metabolizmasinin regiilasyonunu degistirebildigini gdstermektedir. Ornegin, bazal tipli
meme kanserinde ve gastrik kanser hucrelerinde glikolizi inhibe eden ve OXPHOS u
artiran FBPazl’in Snail ekspresyonu ile baskilandigina dair sonuglar, glukoz
metabolizmasini hizlandiric1 bir etken olarak Snail’in, EMT’nin ve artan glikolizin
onlenmesinde Onemli bir hedef teskil edebilecegini diisiindiirmektedir (Dong ve
digerleri, 2013; Yu ve digerleri, 2017). Kolon kanseri hucrelerinde, Gliseraldehit-3-
fosfat dehidrojenaz (GAPDH) enziminin Zebl ile fiziksel olarak etkileserek Snail
ekspresyonunu artirdigi ve boylelikle EMT ve hiicre gogiinii destekledigi bildirilmistir
(Liu ve digerleri, 2017). Bir diger EMT-TF’ii Twist’in asir1 ekspresyonunun, meme
kanseri hiicrelerinde LDHA, pirGvat kinaz M2 (PKM2), HK2 ve glukoz-6-fosfat
dehidrojenaz (G6PD) enzimlerinin up-regiilasyonlarina yol agarak kanserde glukoz
metabolizmasinin yeniden programlanmasina katki sagladigi goriilmistir (Yang ve

digerleri, 2015).

Kanserde artan GLUT1 ekspresyonu, E-kaderin ve vimentin gibi EMT
belirtecleri ile iliskilidir. Meme kanseri ve PDAC hiicrelerinde TGF ile indiiklenen
EMT’de GLUTL1 ekspresyonu artis gostermistir (Lee ve Song, 2013; Liu ve digerleri,
2016). Zeb1’mn transkripsiyonel bir hedefi olarak bilinen GLUT3 ekspresyonunun ise
TGEB ile indiklenen EMT’de arttig1 ve epitel hiicrelere kiyasla mezenkimal NSCLC
hlcrelerinde daha fazla eksprese edildigi goriilmiistiir (Masin ve digerleri, 2014). GBM
hicrelerinde TGFB1’in, HK2 gen ekspresyon regiilasyonunu artirdigi, glukoz alimi,
glikolitik aktivite ve laktat Uretimini tetikledigi saptanmistir (Rodriguez-Garcia ve
digerleri, 2017). SCC’da, EMT surecinde gorilen invadopodia ve lamellipodia olusum
stirecinde yiiksek PFKFB3 ekspresyonu belirlenmistir. Dolayisiyla PFKFB3’iin
hiicresel ¢ikint1 (protriizyon) olusumunu stimiile ederek ve go¢ igin ATP destegi
saglayarak kanserli hiicre hareketini destekledigi soylenebilir (Li ve digerleri, 2017).
TGFB1 uygulanan Panc-1 hucrelerinde artan aldolaz A (ALDOA) ekspresyonunun
metastatik potansiyel artist ile iliskili oldugu, ALDOA’nin baskilanmasiyla
proliferasyon ve go¢ azalirken, E-kaderin seviyesinin arttigi ve N-kaderin ve vimentin

mezenkimal belirteglerinde azalma oldugu belirlenmistir (Ji ve digerleri, 2016).
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Gereg
3.1.1. Kimyasal Malzemeler

Tez ¢aligsmasi i¢in kullanilan kimyasal malzemeler Tablo 1°de verilmistir.

Tablo 1: Caligmalarda kullanilan kimyasallar.

Dulbecco’s Modified Eagle’s

Medium (DMEM) Besiyeri ST DR
RoswelI(;;Ia:rlls/lll\;lgggigzlrilnstltute Gibco 12633
Fotal Sigir Serumu (FBS) Gibco 10500064
Penisilin-Streptomisin/Amfoterisin B PAN-Biotech P06-07300
Tripsin-EDTA (% 0,05) Gibco 25300054
Tripan Mavisi Sigma T8154
TGFp PeproTech AF-100-21C
Lipofectamine RNAIMAX Invitrogen 137780
GeneJET RNA Purification Kit Thermo K0731
High-Capacity cDNA Reverse .
Transcription Kit Invitrogen 4368814
Pierce™ BCA Protein Assay Kit Thermo 23225
Opti-MEM Gibco 31985062
Agaroz Invitrogen 16520050
Luria Agar Sigma L2025
Miller’s LB Broth Sigma L3022
Tris Invitrogen 15504020
Sodyum Klortr Sigma 433209
Tween-20 Sigma P9416
Hidroklorik Asit (%37) Sigma 435570
Paraformaldehit Pierce 28906
Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi Thermo 70011044
Sodyum bikarbonat Fischer S200
Sodyum Dodesil Siilfat Sigma 436143
SDS Ydrutme Tamponu BioRad 1610772
Transfer Tampon Cozeltisi Thermo 35045
Sigir Serum Albumini Sigma A2058
Kegi serumu Cell Signaling Technologies 5425
RIPA Thermo 89900
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2X Laemmli 6rnek tamponu

% 12’lik SDS-PAGE Hazir Jel

ECL™ Prime Western Blotting
Sistemi Goriintiileme Soliisyonu
Immobilon Forte Western HRP
Substrate Goriintlileme Soliisyonu
Proteaz ve Fosfataz Inhibitor
Kokteyli

Sodyum Dodesil Siilfat
Yagsiz Siit Tozu
Kristal Violet
HEPES
Triton-X
Etanol
Nikotinamid diniikleotid (NAD)
Fosfofruktokinaz-1
Aldolaz
Triozfosfat izomeraz
Gliserol-3-fosfat dehidrojenaz
Pirofosfat
Fruktoz-2,6-bisfosfat
Fruktoz-6-fosfat
Glukoz analiz Kiti 11
L-Lactate analiz kiti Il
Boyden invazyon haznesi

Matrijel

3.1.2. Cihazlar

Sigma
BioRad
Sigma
Merck
Cell Signaling
Sigma
Sigma
Sigma
Merck
Merck
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Eton Boscience
Eton Boscience
Corning

Corning

S3401-10VL

4561043

RPN2232

WBLUF0500

5872

436143

M7409

C3886

391340

108643

100983

N9410

F6803

A2714

T6258

10127779001

221368

47822

F3627

1200071002

1200051002

354578

354234

Tez strecinde kullanilan cihazlar Tablo 2 ile gosterilmektedir.

Tablo 2: Calismalarda kullanilan cihazlar,

Cihaz Adx
Steril Kabin
Inkiibator
nvert mikroskop
Santriflj
Santrif(j
Blok 1sitict

PCR Cihazi

Cihaz Modeli

Bioll Advance, Telstar

Incusafe, Panasonic
3032, AccuScope
NF1200R, Nive

3K30, Sigma
TS-100, Biosan

MyGenie96, Bioneer
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Cihaz Ad1
Steril Kabin
Inkiibator
Invert mikroskop
Santrifij
Santrifij
Blok 1sitict

PCR Cihazi



Realtime OneStepPlus, Applied Biosystems Realtime

Goriintilleme cihazi ChemiDoc MP, Biorad Goriintiileme cihazi
Guc kaynagi 300 Volt, VWR Guc kaynag:
Spektrofotometre Epoch, Biotek Spektrofotometre
Manyetik Karistirict MSH-300, Biosan Manyetik Karistirict
Otoklav OT40L, Nive Otoklav
Hassas Terazi CPA225D, Sartorius Hassas Terazi
Saf su cihazi Simplicity, Millipore Saf su cihazi

3.1.3. Cozeltiler

Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PBS): 10X PBS c¢ozeltisi (pH = 7,4), distile su ile
1X’e seyreltilip otoklavlanarak sterilize edildi. Cogunlukla hiicrelerin yikanmasi igin
kullanildi.

Protein Lizis Tampon Cozeltisi: Hiicrelerin pargalanip proteinlerin eldesi i¢in 25 mM
TrisHCI (pH 7,6), 150 mM NaCl, % 1 NP-40, % 1 sodyum deoksikolat, % 0,1 SDS
iceren RIPA (Radio Immuno Precipitation Assay) tamponu kullanildi. Proteinleri
parg¢alanmasini ve defosforilasyonunu onlemek i¢in RIPA ¢0Ozeltisine proteaz ve

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

SDS Yiriatme Tamponu: 10X SDS yudritme tamponu ultra saf su ile 10 kat

seyreltilerek kullanildi.

Transfer Tamponu: Transfer tamponu olarak, Thermo western blotlama transfer

tamponu (10X ¢ozelti), ultra saf su ile 1X oraninda seyreltilerek kullanildi.

Tris Tamponlu Tuz — Tween-20 Cozeltisi (TBST): 10X TBST c¢ozeltisi 200 mM Tris
(pH 7,5), 1,5 M NaCl ve % 1 Tween-20 igermekte olup antikor dillisyonlarinin
hazirlanmast ve membranlarin yikanmasinda kullanildi. Ultra saf su ile 10 kat

seyreltilerek kullanima hazir hale getirildi.

Membran Bloklama Cozeltisi: Antikorun membranla yapacagi nonspesifik

baglanmalar1 dnlemek amagli % 5 yagsiz siit tozu iceren TBST ¢o6zeltisi kullanilda.

Birincil antikor dillsyon c¢ozeltisi: Birincil antikorlarin dilisyonu igin, ¢ogunlukla

antikor icin dretici onerisi dikkate alinmak tizere % 5 sigir serum albiimini (BSA) veya
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% 5 yagsiz siit tozu TBST ¢ozeltisinde hazirlandi. Koruyucu olarak sodyum azid
(NaN3z) eklendi.

ikincil antikor diliisyon c¢6zeltisi: Ikincil antikorlar, % 2,5 yagsiz siit tozu igeren
TBST ¢0zeltisinde hazirlandi.

Immiinfloresan bloklama ¢ozeltisi: Immiinfloresan deneylerinde bloklama icin PBS

icerisinde % 5 keci serumu ve % 0,3 Triton-X iceren ¢ozelti kullanildi.

Immiinfloresan antikor diliisyon ¢ozeltisi: immiinfloresan deneylerinde kullanilan

antikorlarin hazirlanmasi igin % 1 sigir serum albiimini PBS igerisinde ¢ozduruldu ve %

0,3 Triton-X eklendi.

3.2. Yontem

3.2.1. Hucre Kultaru

3.2.1.1. Yedeklenen Hucrelerin Cozdurtlmesi

Dondurucudan (-80°C) alinan hiicre yedeklerinin 37°C’deki su banyosunda hizli
bicimde ¢ozllmesi saglandi. Cozdiiriilen yedek 9 ml besiyeri iceren 15 ml’lik falcon
tiipe almarak 500 xg’de 5 dakika santrifiij edilerek pellet olusumu saglandi. Ustteki sivi
kisim uzaklastirilip, taze besiyeri eklenip pipetajlanan hiicrelerin T75 veya T25’lik
flaska ekimi saglanarak, 37°C’ye ayarli % 5 COz2 i¢eren nemli inkiibatdrde ¢ogalmasi
saglandi. Panc-1 hacreleri icin % 10 FBS ve % 1 Penisilin-Streptomisin iceren DMEM
besiyeri; A549 hiicre hatt1 igin ise % 10 FBS ve % 1 Penisilin-Streptomisin igeren

RPMI besiyeri kullanildi. Iki giinde bir besiyerlerinin degisimi saglandi.
3.2.1.2. Kiiltiirlenen Hiicrelerin Pasajlanmasi

Besiyeri tamamen uzaklastirildiktan sonra, flasklar PBS ile iki kez yikandi.
Flask yiizeyini kaplayacak sekilde % 0,05°’lik Tripsin-Etilendiamintetraasetik asit
(EDTA) eklenerek enzim aktivasyonu i¢in uygun sicakligi saglamak {izere inkiibatorde
maksimum 5 dk sdre ile hicrelerin yuzeyden ve birbirlerinden ayrilmalart saglandi.
Ardindan % 10 FBS iceren besiyeri eklenip, pipetajlandi. Hiicre sayiminin ardindan

deney planlamasina gore ekim yapildi.
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3.2.1.3. Hiicre Sayimi

Tripsin ile kaldirilan, besiyeri eklenip pipetajlanan hiicrelerden 100 pl alinarak
esit hacimde tripan mavisi ile karigtirtldi. Hiicrelerin boyay1 almasini saglamak amach
yaklasik 1 dakika beklendi ve hiicre canliligimi yitirmenin bir gostergesi olarak
membranlar1 zarar gérmis hiicrelerin mavi renge boyanmasi saglandi. Thoma lami
kullanilarak, 10’ar pl olarak eklenen hucreler, mikroskop yardimiyla sayildi ve

uygulanan diliisyon hesaba katilarak hiicre sayis1 belirlendi.
3.2.1.4. Hicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Flask ylizeyini yaklasik % 80 oraninda kaplayan hiicrelerin daha 6nce belirtildigi
sekilde tripsin ile kaldirilmasi saglandi. Santriftlj edilen hicre pelleti % 5 DMSO ve %
10 FBS iceren 1 ml besiyeri ile suspanse edilip cryo tiipe aktarilarak izopropanol igeren
hiicre dondurma kabi ile dondurucuya (-80°C) kaldirildi. Uzun siireli saklama icin
hicreler -140 °C’de bekletildi.

3.2.2. siRNA Transfeksiyonu

siRNA’ya dayali gen ifadelenmesinin baskilanmasi amagli Lipofectamin
RNAIMAX kullanildi. Uretici tarafindan &nerilen protokole gore uygulanan
transfeksiyonda; Lipofectamin ve siRNA ayr tiiplerde OptiMEM i¢inde seyreltildi ve
bunlarin ayr1 bir tiipte bire bir karistirllmasi ve 5 dakika bekletilmesiyle 30 nM siRNA
iceren transfeksiyon karigimi hazir hale getirildi. Bir giin 6nce ekimi yapilan yaklagik %
50 yogunluktaki hticrelere, besiyeri degisiminin ardindan damla damla uygulandi.

Deneylerde kullanilan siRNA molekiilleri Tablo 3’te gosterilmistir.

Tablo 3: Kullanilan siRNA’lar ve katalog numaralart.

siRNA Adi Katalog Numarasi
Kontrol siRNA-1 4390843
Kontrol siRNA-2 4390846
PFKFB2 4390824 — 510356
PFKFB3 4390824 — 510359
PFKFB4 4390824 — 510361
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3.2.3. TGFp Uygulamasi

Liyofilize haldeki rekombinant TGFB1, 2 mg/ml BSA konsantrasyonu iceren
PBS cozeltisi ile seyreltildi. Final TGFB1 konsantrasyonu olarak Panc-1 hiicrelerine 10

ng/mL, A549 hucrelerine 5 ng/mL olacak sekilde eklendi.
3.2.4. mRNA Ekspresyon Analizi
3.2.4.1. RNA lzolasyonu

Deney sonrast RNA izolasyonu ic¢in hazir haldeki hiicreler PBS ile yikanip,
tripsin ile kaldirildi. Besiyeri ile pipetajlanip 15 ml’lik tliplere aktarilan besiyeri i¢indeki
hicrelerin santrif(j ile pellet halinde ¢okmesi saglandi. Besiyerinin uzaklastirilmasi ve 1
ml PBS eklenerek 1,5 ml’lik ependorfa aktarim isleminden sonra tekrar santrifiij edilen
ve pellet olarak ¢okturllen hiicrelerle “GeneJET RNA Purification Kit” RNA izolasyon
kiti kullanilarak RNA izolasyonu islemine gegcildi. Kit’de Onerilen protokol

dogrultusunda asagida belirtildigi sekliyle islemlere devam edildi.

Liziz tampon ¢ozeltisine 1000 pl’ye 20 pl olacak sekilde B-merkaptoetanol
eklenip karigmasi saglandi. Her bir 6rnek igin hazirlanan liziz tamponundan 600 pl
eklendi ve pelletin ¢oziinmesi saglandi. Uzerine eklenen 360 ml % 96’lik etanol ile
RNA’nin ¢okmesi saglandi. Kit igerisindeki filtreli kolonlar, toplayici tuplere
gecirildikten sonra etanol-liziz karisimi bu kolonlara aktarildi ve 12000 xg’de 1 dakika
santrifiij ile RNA’nin lizat tamponundan ve diger hiicre bilesenlerin ayrilmasi saglandi.
Birinci yikama tamponundan kolona 700 pl eklendi ve 12000 xg’de santrifij edildi.
Ikinci yikama tamponundan sirayla 600 ul eklenerek 12000 xg’de 1 dakika ve 250 pl
eklenerek 12000 xg’de 2 dakika santriftij edildi. Tim bu santrifiij agamalarinda toplama
tiipleri degistirildi. Kolonlardaki RNA’nin ¢ozdurilmesi igin son olarak gére 50-100 pl
RNAz ari ultra saf su eklendi. Toplayict tiip 1,5 ml’lik steril RNAz ari ependorfla
degistirildi ve 12000 xg’de 1 dakika santrifiij’den sonra RNA igeren Ornekler buza
alindi ve RNA Ol¢iimiine gecildi. RNA’larin konsantrasyonu ve safligi 260 nm dalga
boyunda UV-Vis spektrofotometre cihazi ile dlgiilerek belirlendi.

29



3.2.4.2. cDNA Sentezi

Hucrelerden izole edilen RNA o6rneklerinden ters transkripsiyon (Reverse
Transcription; RT) yontemiyle cDNA sentezi icin “High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit” kullanildi. Her bir 6rnek icin toplamda 20 pl olacak sekilde 1 pg
RNA, oligo dT primer, dNTP, reverse transkriptaz ve RNaz inhibitorl iceren karisim
PCR cihazinda sirayla 25 °C’de 10 dakika, 37 °C’de 120 dakika, 85 °C’de 5 dakika
boyunca inkiibe edildi.

3.2.4.3. Real-Time Kantitatif PCR (QPCR)

Real-time gPCR yontemi, kontrol ve TGFB1l uygulanan ornekler arasindaki
PFKFB izoenzimlerine gore bazi EMT belirteglerindeki ekspresyon degisimlerinin
belirlenmesi ve transfeksiyon yonteminin dogrulanmasi gibi amagclar dogrultusunda
kullanild1. Kantitasyon icin endojen referans genleri olarak p-Aktin veya GAPDH
kullanildi. Amplifikasyon icin “TagMan® Gene Expression Master Mix (Kat. No.
1707289)” expressyon kiti kullanildi. JPCR reaksiyonu i¢in 96 kuyulu plaka kullanildi
ve dublike olarak analizi yapilan her bir 6rnek igin, 5 ng su ile seyreltilen cDNA, 200
nM gen-spesifik primer, 250 nM gen-spesifik TagMan prob, dNTP ve Taq polimeraz
enzimi iceren 10 pl’lik reaksiyon karigimi hazirlandi. Real-time gPCR analizi igin
StepOnePlus (Applied Biosystems) cihazi kullanildi. Siire ve 1s1 ayarlari, firmanin
onerdigi protokol dogrultusunda 50 °C/2 dk (Asama 1), 95 °C/20 sn (Asama 2; ilk
denatlirasyon), 95 °C/1 sn (Asama 3; denattrasyon) ve 60 °C/20 sn (Asama 4; yapisma,
uzama ve deteksiyon) olarak, tigiincii ve dordiincii asama 40 kez tekrar edecek sekilde
ayarlandi. Ilgili genler arast mRNA ekspresyon diizeyindeki degisimler, dongi esigi
(Ct) degerleri kullanilarak 2"22°* metoduna gére hesapland: (Rao ve digerleri, 2013).

Applied Biosystems firmasindan temin edilen problar Tablo 4’de yer almaktadir.

Tablo 4: Ger¢ek Zamanli gPCR analizinde kullanilan problar.

Prob Adi Katalog No.
PFKFB1 Hs00997227 ml
PFKFB2 Hs01015408 _m1
PFKFB3 Hs00998700_m1
PFKFB4 Hs00894606_m1
ACTB Hs01060665_ gl
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GAPDH Hs03929097_g1

Vimentin (VIM) Hs00958111 ml
Fibronectin( FN1) Hs01549976_m]1
Twist Hs01675818 sl

Snail (SNAI1) Hs00195591_ml1
Slug (SNAI2) Hs00161904 ml
Zebl Hs0023738 ml

3.2.5. Protein Izolasyonu ve Western Blotlama
3.2.5.1. Total Protein Eldesi

Daha o6nce anlatildig gibi tripsin ile kaldirilan ve santrifiij ile elde edilen hicre
pelletinin  biiylikligiine gore protein lizis tampon c¢ozeltisi eklendi. Pelletin
pipetajlanarak homojen dagiliminin saglandigi karisim, 15-20 dk sireyle buzda
bekletildi. Yiiksek hizda (15000 xg) 10 dk santrifuj edilerek ¢ozuntr proteinlerin lizis
tamponunda kalmasi, diger hiicre bilesenlerinin ise pellet halinde ¢okmesi saglandi. Stvi

kisim, 6nceden buzda tutulan 1,5 ml’lik tiipe aktarildi ve protein 6l¢limiine gegildi.
3.2.5.2. Protein Konsantrasyon Olgiimi

Orneklerin protein konsantrasyonlarinin élgiimi igin “Pierce™ BCA Protein
Assay Kit” kullanildi. Her bir 6rnek igin 96 kuyucuklu plakada 200 ul BCA ¢ozeltisi
Uzerine standart igin 25 pl lizis tamponu, ornekler icin 20 ul lizis tamponu ve 5 pl
protein ¢oOzeltisi eklenerek ikiserli olarak hazirlanan protein - BCA karisimi, 37 °C’de
30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon sonras1 mikroplaka &lgiim cihazinda 562 nm dalga
boyu kullanilarak yapilan dlgim ile elde edilen absorbans degerleri, konsantrasyonu
bilinen  standartlarla  olusturulan  konsantrasyon-absorbans  grafigine  gore
konsantrasyona cevrildi. En diisiik konsantrasyonlu 6rnek temel alinarak, 6rnekler arasi
protein konsantrasyonlarinin, protein lizis tamponu ile seyreltilerek esitlenmesi
sagland1. Konsantrasyonu esitlenen orneklere hacimce esit miktarda yikleme tamponu
(2X Laemmli oOrnek tamponu) eklendi. Yiikleme tamponu, ornegin jeldeki Ornek
yukleme kuyularina oturmasini saglamak amacgli gliserol, protein drneklerinin jel
icerisinde goglerinin gozlenebilmesi icin bromofenol mavisi, proteinlerin i¢ boyutlu

yapilarinin  bozulmasi ve eksi (-) yuk ile yiikklenmelerini saglamak igin ise
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sodyumdodesil stlfat (SDS) icermektedir. Yukleme tamponu eklenen protein drnekleri,
95 °C’de 5 dk 1s1 blogunda bekletildi ve elektroforez igin hazir hale getirildi.

3.2.5.3. SDS-PAGE ve Western Blotlama

Hazirlik asamasinin ardindan protein Orneklerini, agirliklarina gore ayirmak
uzere SDS-PAGE (Sodyumdodesil Silfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi) yonteminden
yararlanildi. Bu ydntem, negatif yukliu proteinlerin elektrik alanda pozitif elektroda
hareketlerinin, kiitleye bagli olarak farkli hizlarda meydana gelmesi temel prensibine
dayanmaktadir. Dolayisiyla jel ig¢indeki porlardan diisiik molekiiler agirliktaki kiguk
molekdller daha hizli gegerken, biiyiik molekiiller daha yavas bir ilerleme gosterecektir.
Goruntulenmesi amaclanan proteinlere uygun olarak jel elektroferezi icin, % 4-12’lik
hazir jel kullanildi. Protein standardi, 6rnekler ve biotin yiiklemesi yapilan jel, SDS
yuriitme tamponu icerisinde, 100V akim uygulanarak 1-1,5 saat elektroforez islemine
tabi tutuldu. Elektroforez isleminin bitiminde 45 sn. metanol ile 1slanmasi saglanan
polivinilidin florir (PVDF) membran, eksi (-) kutuptan arti (+) kutuba dogru sirayla
singer, filtre kagidi, jel, PVDF membran, filtre kagidi, siinger seklinde dizilime tabi
tutuldu. Jel ve membran arasi hava kabarcigi olusumunu 6nlemek amagli siinger ve
filtre kagitlariyla jel ve membranin sikistirilmas: saglandi. Iki saat siireyle 250 mA akim

uygulanarak eksi yiiklii proteinlerin arti yondeki membrana gegisleri saglanmis oldu.
3.2.5.4. Bloklama, Antikor Inkiibasyonu ve Gériintiileme

Blotlama sonrasi hedef proteinin belirlenmesi uygun antikorlar sayesinde ve ii¢

asamali olarak gergeklestirildi:

* Membran yiizeyindeki proteinlere baglanarak antikorun spesifik olmayan
tutunmasin1 6nleme amacli bloklama islemi: Bu islem 1X TBST igerisinde
hazirlanan % 5’lik yagsiz sUt tozu ¢o6zeltisi ile oda sicakliginda 1 saat sireli
diisiik ayarda dairesel sallanma ile gergeklestirildi.

» Hedef proteine uygun birincil ve ikincil antikor uygulanmasi: Sut tozu ile
bloklanan membran, birincil antikorun membran ylzeyindeki proteinlere
tutunmasi amaciyla, antikor icin 6nerilen konsantrasyon ve c¢ozelti (siit tozu veya
BSA c¢ozeltisi) kullanilarak 4 °C’de yaklasik bir giin siireyle disiik ayarda
calkalandi. Ertesi giin 4 kez 10’ar dakika TBST ile yikanan membran 1 saat siire
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ile birincil antikor icin uygun ikincil antikor (birincil antikor tavsanda iiretilmis
ise anti-Rabbit; birincil antikor farede tiretilmis ise anti-Mouse) ile inkibe edildi.
Inkiibasyondan sonra 3 kez 10’ar dakika TBST ile yikanan membran ile
goriintiileme islemine gegildi.

»  Gorintileme islemi icin “ECL™ Prime Western Blotting System” veya
“Immobilon Forte Western HRP substrate” goriintiileme soliisyonlar1 membran
yuzeyini kaplayacak sekilde eklendi ve 3-5 dakika karanlikta inkiibe edildikten
sonra, olusan kemiluminesans sinyal, goriintiileme cihaz1 (BioRad; ChemiDoc

MP) ile kaydedildi. Bant analizleri Image J programu ile gerceklestirildi.

Tablo 5: Western Blotlama yonteminde kullanilan antikorlara iligkin bilgiler.

Antikor Adn Firma Katalog Numarasi
PFKFB2 Cell Signaling 13020S
PFKFB3 Proteintech 13763-1-AP
PFKFB4 Abcam Ab128348

E-kaderin Cell Signaling 14472S
Snail Cell Signaling 3879S

Slug Cell Signaling 9585P

Anti — Rabbit 1gG Cell Signaling 7074S
Anti — Mouse IgG Cell Signaling 7076

Anti — Biotin HRP Cell Signaling 7075P5
Anti — o — Tubulin Cell Signaling 3873
Anti — g — Aktin Cell Signaling 3700

3.2.6. Hucre Proliferasyon Analizi

Hiicrelerin proliferasyon hizinda meydana gelen degisimler 1:1 tripan mavisi
kullanilarak hemasitometri yontemi yontemi ile Thoma laminda invert mikroskop

yardimut ile belirlendi.
3.2.7. Fruktoz-2,6-Bisfosfat (F2,6BP) Analizi

F2,6BP analizinde Schaftingen ve digerleri (1982) tarafindan ortaya konan
yontemden yararlanildi (Schaftingen ve digerleri, 1982). Deney sonrasi tripsin ile
kaldirilan ve santrifiijle elde edilen hiicre pelletinin PBS ile yikanmasi saglandi. Pellet

biiyiikligine gore 50-100 pl arasinda 1:1 oraninda 50 mM Tris-asetat ve 100 mM
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NaOH cozeltisi eklendi ve 80 °C’de 5 dk 800 rpm’de karismasi ve hiicrelerin
parcalanmasi saglandi. 1 M asetik asit ve 0,1 M HEPES kullanilarak pH'mn 7-7,5 olarak
ayarlanmasindan sonra maksimum hizda 5 dk santrifiij edilen 6rneklerden sivi kisim
temiz bir tiipe aktarilarak analiz i¢in hazir hale getirildi. F2,6BP konsantrasyonu, birim
zamanda NADH absorbansindaki degisimin, spektrofotometrik yontemle 339 nm dalga
boyunda kinetik olarak 6lctilmesi yoluyla belirlendi. Birim zaman-absorbans grafigi ile
elde edilen egriye ait egim katsayisi, konsantrasyonu bilinen standart grafiginde karsilik
geldigi konsantrasyon degerinin belirlenmesi ve toplam protein konsantrasyonuna
oranlanmastyla konsantrasyonun pmol/mg protein cinsinden hesaplanmasi saglanmig
oldu. 96 kuyulu UV plaka ile dublike olarak hazirlanan karisim, su ile seyreltilmis
F2,6BP 6rnegi igeren ¢ozelti (35 pl), enzim karigimi (10 pl), substrat karigimi (50 pl) ve
PPi (5 ul) olmak tizere toplamda 100 pl olarak hazirlandi. PPi’in eklenmesiyle reaksiyon
bagladigindan hemen Ol¢iime gegildi. Enzim karisimi, aldolaz (45 U/ml), GDH (85
U/ml), TPI (500 U/ml), PFK (1 U/ml), % 2 BSA ¢0zeltisi ve su icerirken; substrat
karisimu, tris asetat (1 M), Mg Asetat (100 mM), F6P (100 mM), B-NADH (1 mg/ml) ve
sudan olusmaktadir. F2,6BP analizinin mantig1 sekil — 5’de sirali reaksiyonlar seklinde
verilmistir. Buna gore; F2,6BP’in PFK enzimini indlklemesiyle baslayan reaksiyon
silsilesi NADH’in oksitlenmesi ile son bulmakta ve NADH konsantrasyonundaki
azalmanin 339 nm dalga boyunda kinetik 6l¢timii ile F2,6BP konsantrasyonunun dolayli

olarak tayini mimkin olmaktadir.

F2.65P

, PPi-PFK .
PPi + F6P — > F1,6BP +Pi

Aldolaz
F1,6BP —® GAP + DHAP

GAP —PL » pap

2H+ 2NADH + 2DHAP % ONAD + 2G3P

Sekil — 5: F2,6BP analiz reaksiyonlari.

3.2.8. Glukoz Analizi

Hucrelerce tiketilen glukozun belirlenmesi igin “Glucose Assay Kit 117
kolorimetrik glukoz analiz kiti kullanildi. Glukoz analiz kitinde bulunan glukoz oksidaz

enzimi ile glukoz, D-Glukonik asit’e yiikseltgenirken; Oz, H2O>’ye indirgenir. Olusan
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H202’in prob (1:1 oraninda) ile olusturdugu kompleksin 570 nm dalga boyundaki
Ol¢timii, drneklerdeki glukoz absorbansini elde etmemizi saglar. Kitin 6nerdigi protokol
dogrultusunda yapilan Ol¢limlerle elde edilen glukoz absorbanslarinin, glukoz
standartlar1 kullanilarak olusturulan egride karsilik geldigi degerlerin hesaplanmasi ve
kullanilan besiyerindeki glukoz konsantrasyon degerinden ¢ikarilmast yoluyla

hiicrelerce kullanilan glukoz konsantrasyonlart hesaplandi.
3.2.9. Laktat Analizleri

Hicrelerden salinan laktat seviyesinin belirlenmesi i¢in “L-Lactate Assay Kit 11”
adli kolorimetrik laktat analiz kiti kullanildi. Besiyeri Orneklerindeki laktat, Kitte
bulunan laktat oksidaz enzimi ile pirtivata yikseltgenirken; Oz, H202’¢ indirgenir.
Olusan H202’nin prob (1:1 oraninda) ile olusturdugu kompleksin 570 nm dalga
boyundaki Ol¢cuimu, Orneklerdeki laktat absorbansini elde etmemizi saglar. Kitin
onerdigi protokol dogrultusunda yapilan dlgtimlerle elde edilen laktat absorbanslarinin,
laktat standartlart kullanilarak olusturulan egride karsiik geldigi degerlerin

hesaplanmasi ile besiyerindeki laktat konsantrasyonlar1 hesaplandi.
3.2.10 Transwell invazyon Analizi

TGFB uygulamasiyla ve PFKFB ekspresyonlarindaki degisimle hiicrelerin
invazyon yeteneginde meydana gelebilecek degisimler 24 kuyulu Boyden invazyon
haznelerinin (Corning; Kat. No. 354578) kullanimiyla incelendi. Bazal laminay1 in vitro
taklit eden Matrijel (Corning; Kat. No. 354234), analiz 6ncesi 1 pg/ml konsantrasyona
seyreltilip Boyden haznelerinin i¢ kismina eklenerek 37 °C’deki iki saat sure ile inkibe
edildi. Planlanan deneysel islemlere tabi tutulan, tripsin ile kaldirilip % 1 FBS iceren
besiyerinde seyreltilen hiicreler, her bir kuyu icin 500 pl besiyeri icinde 30000 hiicre
olacak sekilde fazla matrijelin uzaklastirildigi haznelere ekildi. Haznelerin yerlestirildigi
kuyulara ise 750 pl % 10 FBS iceren besiyeri eklendi ve bir giin sureyle 37 °C’de % 5
COg2 igeren inkiibatorde bekletildi. Ertesi giin hazne i¢i besiyeri uzaklastirilip PBS ile
yikanan ve st kismindaki hiicrelerin pamuk c¢ubuk ile uzaklastirildigi Boyden
hazneleri, invaze olan hiicrelerin fiksasyonu igin metanol, hiicrelerin boyanmasi iginse
% 0,2 kristal viole soliisyonuna tabi tutuldu. Fazla kristal violenin PBS ile yikanarak

uzaklastirildig1 hazneler, kurumamasi i¢in PBS igeren temiz kuyulara yerlestirildi ve
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invert 151k mikroskobunda 20X’lik objektifte rastgele 5 farkli alanin fotograflanmasiyla
sonlandirildi. Elde edilen invazyon goriintiilerinin “Image J” programu ile analizi yapildi

ve sonuglar yiizdelik degisimler olarak olusturulan grafikler seklinde sunuldu.
3.2.11. immiinfloresan (IF) Boyama

Planlanan deneysel islemlere tabi tutulan hiicreler, lamellerin yerlestirildigi 24
kuyulu plakalara 5 x 10* yogunlukta ekildi. 24 saat sonra % 4’liik paraformaldehit 15 dk
stire ile wuygulanarak hiicrelerin fiksasyonu saglandi. Fikse edilen hcrelerin,
immiinfloresan bloklama soliisyonu uygulanarak 1 saat siire ile bloklanmasi saglandi.
Bloklama islemi sonras1 kuyulara anti-E-kaderin primer antikoru (Cell Signaling; Kat.
No. 14472) eklendi ve +4 °C’de bir gece inkiibasyona birakildi. Ertesi gin fazla
antikorun uzaklastirilmasi amagli 3 kez PBS ile yikanan kuyulara, Alexa-488 isaretli
sekonder antikor (Cell Signaling; Kat. No. 4408) uygulandi. Ug kez daha PBS ile
yikama sonrasi ¢ekirdeklerin boyanmasi amaciyla DAPI iceren “Prolong Gold anti-
fade” (Cell Signaling; Kat. No. 9071) mounting media eklendikten sonra bir lamel ile
kapatildi. Karanlikta bir gece beklenmesinin ardindan EVOS Cell Imaging sistemi
(Thermofisher, A.B.D.) ile goriintii alind1.

3.2.12. istatistiksel Analiz

Deneysel olarak elde edilen tiim degerler ortalama ve standart sapma olarak
ifade edildi. Istatistiksel analizlerin gergeklestirildigi biitiin analizler en az iicer kez
(n=3) gergeklestirildi. Iki grup arasi matematiksel farkin degerlendirildigi istatistiksel
analizlerde t-testi kullanildi. Elde edilen p degerleri bulgular ile beraber sunuldu ve p<0,05

olarak belirlenen veriler anlamli olarak degerlendirildi.

36



4. BULGULAR
4.1. Pancl Hiicrelerinde TGF ile indiiklenen EMT’de PFKFB Enzimlerinin Rol{i
4.1.1. Pancl Hucrelerinde TGFp ile EMT’nin indiiklenmesi

TGFB ekspresyonunun pankreas kanserinde belirgin oranda artis gosterdigi
bilinmektedir ~ (Shen ve digerleri, 2017; Radke ve digerleri, 2016). Daha Once
deginildigi gibi TGFB’nin 6nemli bir EMT indiikleyicisi oldugu bilindiginden, ilk
olarak Pancl hiicrelerine TGF uygulanarak EMT nin indiiklenmesi amagland1 (Yang
ve Weinberg, 2008). Bu amacla Pancl hicrelerine 10 ng/ml TGFB1 uyguland1 ve 48
saatin sonunda mikroskop goriintiileri karsilastirildi. Kontrol hiicrelerinin daha siki
istiflenmis ve yuvarlak yapili oldugu; TGFpB uygulanan 6rneklerin ise mezenkimal ve
cikintili oldugu gozlendi (Sekil — 6).

Sekil — 6: Pancl hiicrelerinde TGFB mezenkimal fenotipi indUkler. 6 kuyulu plakaya hiicre
ekiminden bir gin sonra 10 ng/ml TGFB1 uygulandi. 48 saat siirenin sonunda invert mikroskopla
gorintilenen A) kontrol hiicreleri siki istiflenmis, yuvarlak yapili hiicrelerden olusurken, B) TGFf
uygulanan hiicrelerin daha mezenkimal bir gériiniime sahip olduklar1 gézlendi.

Pancl hiicrelerinde TGFp etkisiyle nemli EMT belirteglerinde meydana gelen
degisimleri belirlemek amaci1 ile Orneklerden izole edilen RNA’lardan cDNA
sentezlenmesi sonrasi real-time gPCR analizleri gergeklestirildi. Bu analizlerde, kontrol
hiicreleri ile karsilagtirildiginda, TGFP uygulanan hiicrelerde bir epitel belirteg¢ olan E-
kaderin ekspresyonunun yaklasik 20 kat azaldigi; E-kaderin baskilayici mezenkimal
transkripsiyon faktorlerinden Snail ekspresyonunun yaklasik 8 kat ve Slug
ekspresyonunun ise yaklasik 20 kat arttig1 belirlendi (Sekil — 7/A, p<0,001). E-kaderin
protein lokalizasyonu ve ekspresyonundaki degisim IF yontemiyle de teyit edildi (Sekil
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— 7/B). Kontrol 6rneklerine gore kat degisimi seklinde hesaplanan mRNA ekspresyon
degerleri: E-kaderin, Kontrol: 1 = 0,30; TGFB: 0,05 + 0,01; Snail, Kontrol: 1 + 0,17;
TGFB: 7,77 £ 2,44; Slug, Kontrol: 1 £ 0,13; TGFp: 20,36 + 4,61.
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Sekil — 7: Pancl hiicrelerinde TGFp ile EMT indiiklenmektedir. A) Kontrol ve TGFB uygulanan
orneklerdeki mRNA ekspresyonlari real-time qPCR yontemiyle degerlendirildi. Epitel belirteg E-kaderin
ekspresyonu biiyilk oranda azalirken, mezenkimal transkripsiyon faktorleri Snail ve Slug
ekspresyonlarinin  6nemli oranda arttigi belirlendi. B) E-kaderin’in protein lokalizasyonu ve
ekspresyonundaki degisim IF yontemiyle teyit edildi.

4.1.2. Pancl Hiicrelerinde TGFp’nin F2,6BP ve Glikolize Etkisi

EMT ile indlklenen hucrelerin metabolik olarak yeniden programlamaya
yonelebilecegine dair ¢esitli ¢alismalar mevcuttur (Hua ve digerleri, 2019; L. Jiang ve
digerleri, 2015). Diger taraftan, yapilan bazi calismalar, bazi timor hiicrelerinde

g6zlemlenen mezenkimal doniisiime glikolitik fenotipin eslik ettigini gostermektedir
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(Kang ve digerleri, 2019). Bununla birlikte; TGFB’nin Pancl hticrelerindeki glikolitik
fenotipe etkisi bilinmemektedir. F2,6BP’nin tiimor hiicrelerinde gézlemlenen glikoliz
artisindaki rolii iyi bilindiginden oncelikle, kontrol ve TGFp uygulanan Pancl
hlcrelerinde F2,6BP seviyeleri analiz edildi (Yalcin ve digerleri, 2009). Yapilan
6lglimler sonucunda, kontrol hiicrelerine kiyasla TGF3 uygulanan 6rneklerdeki F2,6BP
konsantrasyonunun yaklasik iki kat daha fazla oldugu belirlendi (Sekil — 8/A; kontrol:
22,4 £ 4,7, TGFB: 41,2 £ 3,6; p<0,001). TGEFB ile glukoz alimi ve laktat saliniminda
artis oldugu goriildii (Sekil — 8/B; Glukoz %: kontrol, 100 + 16,4; TGFf,188,4 + 13,2;
p<0,001; Laktat %: 100 + 17,1; TGFpB, 174,5 £ 23; p<0,001). Bu sonuclar, Pancl
hiicrelerinde TGFf’nin F2,6BP sentezini ve glukoz alimi ile beraber glikolitik aktiviteyi

artirdigin1 gostermektedir.
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Sekil — 8: Pancl hicrelerinde TGFp, F2,6BP konsantrasyonunu, glukoz tuketimini ve laktat
salimmin artirmaktadir. 48 saatlik TGFp uygulamasi deneyi sonrast A) elde edilen drneklerle yapilan
F2,6BP analizinde TGFB uygulanan Ornegin kontrol ornegine kiyasla daha yiiksek F2,6BP
konsantrasyonuna sahip oldugu belirlendi. B) Deney sonrast alman Orneklere ait besiyerlerinin
kullanilmastyla yapilan glukoz 6lglimii ve laktat salinimi analizlerinde, TGFp’nin glukoz tiiketimini ve
laktat salinimini kontrol 6rnegine kiyasla yaklagik iki kat artirdigi goriildii. * p<0,001 (kontrole gore).
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4.1.3. Pancl Hucrelerinde TGFp ile PFKFB Ekspresyonlarindaki Degisim

PFKFB enzimlerinin F2,6BP yapimi ile glukoz alimi ve glikolizi diizenledikleri
bilindiginden, kontrol ve TGFf uygulanan hiicrelerdeki PFKFB izoenzimlerinin mRNA
ekspresyonlarindaki olasi degisimler real-time qPCR ile analiz edildi (Chesney, 2006).
B-aktin endojen refererans olarak analiz edildi. TGFp etkisiyle PFKFB1, 2 ve 4
izoenzimlerinde belirgin bir fark gozlenmezken, PFKFB3 izoenziminin 2,5 kat artis
gosterdigi saptandi (Sekil — 9/A; PFKFB3, kontrol: 1 + 0,13, TGFp: 2,48 + 0,49,
p<0,01). Daha sonra Western blotlama analizi gergeklestirilerek PFKFB3 protein
ekspresyonu incelendi. Sekil — 9/B’de goriildiigii gibi, kontrol 6rnegine kiyasla, TGFf

uygulanan 6rnekte PFKFB3 protein seviyesinin belirgin olarak arttigi saptandi.
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Sekil — 9: TGFp Pancl hiicrelerinde PFKFB3 ekspresyonunu indiklemektedir. Pancl hiicreleri 48
saat siire ile TGFpB (10 ng/ml) muamele edildi. Kontrol olarak hiicrelere TGFB’ nin eklendigi soliisyon
ilave edildi. A) Real-time qPCR ile PFKFB1, 2, 3 ve 4 mRNA seviyeleri analiz edildi. B) (sol panel)
Western blotlama ile PFKFB3 protein ekspresyonu analizi; (sag panel) PFKFB3 dansitometri *p<0,01
(kontrole gore).

4.1.4. Pancl Hucrelerinde TGF ile artan PFKFB3’iin Hiicre Fenotipine Etkisi

Pancl hiicrelerinde TGFp ile EMT olusumunda, bir sonraki asama olarak TGFf
ile arttig1 belirlenen PFKFB3’tin hicre fenotipi ve EMT belirtecleri Uzerine etkileri
incelendi. Bu amagla PFKFB3 ekspresyonu siRNA yontemi kullanilarak baskilandi.
Oncelikle Pancl hicreleri, yontem kisminda belirtildigi gibi 6-kuyucuklu plakalara
ekildikten 24 saat sonra, PFKFB3’e 6zgiin iki farkli siRNA (siP3#1 ve siP3#2) ya da
kontrol olarak insan genomunda homolojisi bulunmayan iki farkli siRNA molekiilinden

(SINTC#1 ve SINTC#2) biri ile transfekte edildi. 24 saat sonra, hiicrelere TGFp ya da
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kontrol olarak TGFB’ nin diliisyonu i¢in kullanilan 2 mg/ml BSA igeren PBS ¢0zeltisi
uygulandi. 48 saat sonra real-time qPCR gerceklestirilerek PFKFB3 mRNA
ekspresyonunundaki azalma dogruland: (Sekil — 10). B-aktin endojen refererans olarak
analiz edildi. Sekil — 10°da goriildiigii gibi, her iki PFKFB3 siRNA molekiilii uygulanan
orneklerde PFKFB3 mRNA diizeylerinde belirgin bir baskilanma gézlemlendi. Kontrole
gore nispi eskpresyon kat degisimleri: kontrol, SINTC#1: 1 + 0,8; siP3#1: 0,35 £ 0,05;
SINTC#2: 1,03 + 0,35; siP3#2: 0,21 + 0,01; TGFp, siNTC#1: 1,58 + 0,02; siP3#1: 0,49
+ 0,04; SINTC#2: 1,86 + 0,06; siP3#2: 0,29 + 0,02. Diger taraftan, PFKFB3’deki
baskilanmanin Pancl hiicrelerinde dusiik ekspresyon gosteren PFKFB1 ve yiiksek
oranda eksprese edilen PFKFB2 ve 4 izoenzimlerinde degisime sebep olup olmadiginin
incelenmesine yonelik, PFKFB3 siRNA uygulanan kontrol ve TGFp orneklerindeki
PFKFB izoenzim ekspresyonlari, mRNA dlzeyinde incelendi. PFKFB3 siRNA
uygulamasinin Panc1 hiicrelerinde belirgin oranda eksprese edilen PFKFB2 ve PFKFB4
mRNA diizeylerinde 6nemli bir degisime neden olmadig1 goriildi (Sekil — 11). Daha
sonra invert mikroskopta hicrelerin fenotipleri incelendi. Hucre gorinimleri
incelendiginde, PFKFB3 baskilanan hiicrelerde, TGF ile induklenen mezenkimal

fenotipin kismen de olsa azaldigi goriildii (Sekil — 12).
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Sekil — 10: Pancl hiicrelerine uygulanan iki farkh PFKFB3 siRNA molekuliu ile PFKFB3 geninde
MRNA diizeyinde baskilama saglanmustir. iki farkli kontrol siRNA (SINTC#1 ve siNTC#2) ve iki
farkli PFKFB3 siRNA (SiP3#1 ve siP3#2)’nin uygulandig1 ornekler, bir giin sonra 10 ng/ml TGFpB1 ile
muamele edildi. 48 saat sonra PFKFB3 mRNA real-time gqPCR ile analiz edildi. B-aktin endojen
refererans olarak kullanildi.
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Sekil — 11: Pancl hiicrelerinde TGFp ile indiiklenen PFKFB3’iin baskilanmasi, PFKFB2 ve
PFKFB4 mRNA diizeylerinde 6nemli bir degisime sebep olmamaktadir. A) Pancl hicrelerindeki
PFKFB1-4 izoenzimlerinin mRNA ekspresyonlar Realt-time gPCR yontemiyle belirlendi. B) ki farkli
kontrol siRNA (SINTC#1 ve siNTC#2) ve iki PFKFB3 siRNA (siP3#1 ve siP3#2) uygulanan Pancl
hicrelerine 24 saat sonra 10 ng/ml TGFB1 uygulandi. TGF uygulamasindan 48 saat sonra elde edilen
orneklerde real-time gPCR ile PFKFB1, 2 ve 4 izoenzim mRNA ekspresyon diizeyleri analiz edildi.
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Sekil — 12: PFKFB3 siRNA uygulanan kontrol ve TGFp orneklerine ait hiicre fenotip goriintiileri.
Hiicre ekiminden bir giin sonra 2 farkli kontrol ve 2 farkli PFKFB3 siRNA uygulanan hiicrelere 24 saat
sonra 10 ng/ml TGFp1 soliisyonu eklendi. TGFB uygulamasindan 48 saat sonra ornekler arasi fenotipik
degisim invert 151k mikroskobu kullanilarak fotograflandi.
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4.1.5. Pancl Hiicrelerinde TGF ile indiiklenen EMT’de PFKFB3’iin EMT’ye
Etkisi

Pancl hucrelerinde TGFp ile indiklenen EMT’de PFKFB3’tin rolii olup
olmadigini degerlendirmek i¢in, PFKFB3 ekspresyonu baskilanan kontrol hucreleri ve
TGFp uygulanan hicrelerdeki E-kaderin, Snail, Slug ve Zebl ekspresyonlar1 ¢alisildi.
Bu analizlerde, PFKFB3 siRNA’nin; TGFp tarafindan indiiklenen Zebl ve Slug
mezenkimal transkripsiyon faktorleri ile TGFp tarafindan baskilanan E-kaderin epitel
belirtecinin mRNA ekspresyonlar1 iizerinde bir etkisinin olmadigi; ancak, TGFp ile
indlklenen Snail mMRNA ekspresyonunu azalttigi gozlendi (Sekil — 13). Bununla
birlikte, kontrol drneklerinde sadece PFKFB3 siRNA uygulamasinin E-kaderin mRNA
ekspresyonunu artirdigi belirlendi. Kontrole gore nispi eskpresyon kat degisimleri: E-
kaderin, kontrol: SINTC#1, 1 £+ 0,13; siP3#1, 1,19 + 0,13; siNTC#2, 1,02 + 0,36; siP3#2,
1,47 £ 0,13; TGFp: siNTC#1, 0,25 + 0,02; siP3#1, 0,33 £ 0,02; siNTC#2, 0,38 + 0,02;
siP3#2, 0,39 + 0,03; Snail, kontrol: siINTC#1, 1 = 0,8; siP3#1, 0,6 + 0,06; SINTC#2,
0,55 + 0,19; siP3#2, 0,51 £ 0,05; TGFB: siNTC#1, 3,58 £ 0,02; siP3#1, 2,25 £ 0,03;
SINTC#2, 2,99 £ 0,04; siP3#2, 1,61 £ 0,17, p<0,001; ZEB1, kontrol: SINTC#1, 1 + 0,16;
siP3#1, 1,08 + 0,06; SINTC#2, 1,29 £ 0,24; siP3#2, 1,1 £ 0,13; TGFp: siNTC#1, 0,91 +
0,02; siP3#1, 0,97 + 0,07; siNTC#2, 1,3 £ 0,26; siP3#2, 1,43 + 0,02; Slug, kontrol:
SINTC#1, 1 + 0,26; siP3#1, 0,97 + 0,31; siNTC#2, 1,67 + 0,62; siP3#2, 1,31 £ 0,62;
TGFp: sINTC#1, 4,99 £ 0,75; siP3#1, 5,11 + 0,68; sSINTC#2, 8,42 + 0,41; siP3#2, 7,93
+0,52.
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Sekil — 13: Pancl hicrelerinde PFKFB3, TGFp ile Snail’in indiiklenmesi i¢cin gereklidir. Hicre
ekiminden bir giin sonra 2 farkli kontrol (SINTC#1 ve SINTC#2) ve 2 farkli PFKFB3 (siP3#1 ve siP3#2)
siRNA uygulanan hiicrelere 24 saat sonra 10 ng/ml TGFB1 eklendi. TGFp uygulamasindan 48 saat sonra
orneklerden elde edilen mRNA'lardan sentezlenen cDNA'lerin kullanimiyla real-time gqPCR analizi
gerceklestirildi. *p<0,001 (kontrol 6rnegine kiyasla).

Real-time gPCR sonuglarini destekler sekilde protein diizeyinde de PFKFB3’iin
TGFp etkisiyle arttig1 ve siRNA ile hem kontrol hem de TGFp 6rneklerinde PFKFB3
proteininin blyilk oranda azaldigi goriildii (Sekil — 14/A). Protein bantlarinin
dansitometrik olarak analizleri sonucu kontrol siNTC#1 Ornegine gore yuzdelik
degisimleri: kontrol: SINTC#1, 100 + 0,1; siP3#1, 35 £ 6; SINTC#2, 103 + 15,3; siP3#2,
28 = 5; TGFp: sINTC#1, 220 £38,85; siP3#1, 55 + 6,75; SINTC#2, 280 * 32; siP3#2, 38
+ 1,43. Yapilan dansitometrik analizlerde real-time qPCR sonuglari ile uyumlu olarak,
PFKFB3 siRNA’nin tek basma kontrol orneklerinde E-kaderin proteininde artisa ve
TGFp tarafindan indiiklenen Snail protein miktarinda diisiise neden oldugu gozlemlendi
(Sekil — 14/B). Protein bantlarinin dansitometrik olarak analizleri sonucu kontrol
SINTC#1 Ornegine gore yiizdelik degisimler: Snail, kontrol: sINTC#1, 100 £+ 0,02;
SiP3#1, 20 * 4; siNTC#2, 66 + 13,95; siP3#2, 15 £ 0,71; TGFp: siNTC#1, 350 + 42;
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SiP3#1, 155 + 19; sINTC#2, 670 * 25; siP3#2, 98 + 12; E-kaderin, kontrol: sSINTC#1,
100 = 0,01; siP3#1, 167,21 £ 21; siNTC#2, 55 + 3,53; siP3#2, 196,5 + 32; TGFp:
SINTC#1, 10,71 £ 1,5; siP3#1, 7,21 + 1; sINTC#2, 3,5 £ 0,6; siP3#2, 14 + 2.
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Sekil — 14: Pancl hicrelerinde PFKFB3 siRNA TGF@ tarafindan Snail proteininin indiklenmesini
baskilamaktadir. Kontrol siRNA (SINTC#1 ve siNTC#2) veya PFKFB3 siRNA (siP3#1 ve siP3#2)
uygulanan Orneklere 24 saat sonra 10 ng/ml TGFB1 eklendi. TGFp uygulamasindan 48 saat sonra
orneklerden elde edilen hiicre pelletlerinden izole edilen proteinlerle yapilan western blotlama iglemi ile
elde edilen A) PFKFB3, E-kaderin ve Snail proteinlerine ait géruntiler, B) Image J programinda analiz
edildi ve endojen kontrol B-Aktin’e oranlanarak kontrol 6rnegine kiyasla yiizdelik degisim grafikleri elde
edildi.
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EMT’de E-kaderin total protein ekspresyonundaki degisimden bagimsiz olarak
hiicre i¢i lokalizasyonda degisim go6zlenebilmektedir. Bu nedenle, Western blotlamaya
ek olarak immiinfloresan analizi gergeklestirildi. Western blotlama analizi ile uyumlu
sekilde, PFKFB3 siRNA’nin TGFP tarafindan baskilanan E-kaderin proteininin

miktarinda ve lokalizasyonda bir degisime neden olmadigi gortldi (Sekil — 15).

Kontrol TGFp

SINTC#1

SINTC#2

siP3#1

siP3#2

Sekil — 15: Pancl hucrelerinde PFKFB3 siRNA, TGFg ile baskilanan E-kaderin protein miktarinda
ve lokalizasyonunda bir degisime neden olmamaktadir. Kontrol siRNA (SiINTC#1 ve siNTC#2) veya
PFKFB3 siRNA (siP3#1 ve siP3#2) uygulanan 6rneklere 24 saat sonra 10 ng/ml TGFp1 eklendi. TGFf
uygulamasindan 48 saat sonra 6rneklerdeki E-kaderin proteinin IF yontemiyle gorunttlenmesi saglandi.
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4.1.6. Pancl Hucrelerinde TGFp ile Indiiklenen EMT’de PFKFB3’iin F2,6BP,
Glukoz Alim ve Glikolitik Aktiviteye EKkisi

TGFB’nin Pancl hiicrelerindeki F2,6BP konsantrasyonu, glukoz alimi ve
glikolitik aktiviteyi artirici etkisini gozlemledik (Sekil — 8). TGFB’nin glukoz
metabolizmasini atirici bu etkisi iizerinde yine TGFp ile artan PFKFB3 enziminin etkili
olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla, daha once belirtildigi sekilde PFKFB3 SiRNA
ve TGFB uygulamasi yapildi. TGFpB eklendikten 48 saat sonra hicre i¢i F2,6BP
seviyesi, besiyerindeki glukoz ve laktat konsantrasyonlari oOl¢iildi. PFKFB3’iin
baskilandig1 ve TGF uygulanan 6rneklerde, TGFf uygulanan kontrol grubuna kiyasla
glikoliz indukleyicisi F2,6BP konsantrasyonunda buyuk oranda azalma gdzlenirken,
glukoz alimi ve laktat salimminda da azalma oldugu goriildi (Sekil — 16). F2,6BP
(pmol/mg protein): kontrol, SINTC#1, 25,49 + 1,29; siP3#1, 16,12 + 1,9; sINTC#2,
27,17 + 4,12; siP3#2, 12,91 + 1,07, TGFp, siNTC#1, 43,27 £ 2,78; siP3#1, 19,67 +
2,78; SINTC#2, 45,89 £ 5,19; siP3#2, 15,32 + 2,71, p<0,001. Glukoz tlketimi (%):
kontrol, sSiNTC#1, 100 + 23,73; siP3#1, 106,43 + 4,85; sINTC#2, 95,23 + 13,51, siP3#2,
114,3 + 7,82; TGFp, siNTC#1, 176,55 + 13,21; siP3#1, 166,13 + 14,95; siNTC#2,
191,34 £ 16,91; siP3#2, 154,72 + 23,35, p<0,05. Laktat salinim1 (%): kontrol, SINTC#1,
100,04 + 5,29; siP3#1, 98,85 + 4,03; siNTC#2, 82,57 £ 0,69; siP3#2, 99,29 + 4,68;
TGEFB, siNTC#1, 128,04 + 6,9; siP3#1, 121,47 £ 5,38, p<0,01; siNTC#2, 170,81 + 4,18;
siP3#2, 138,18 + 5,54, p<0,05.
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Sekil — 16: Pancl hicrelerinde PFKFB3’iin baskilanmasi F2,6BP konsantrasyonunu biiyiik oranda
azaltirken, glukoz tiiketimi ve laktat salimmmim da kismen azaltici etki gostermistir. Kontrol sSiRNA
(SINTCH#1 ve siNTC#2) veya PFKFB3 siRNA (siP3#1 ve siP3#2) uygulanan drneklere 24 saat sonra 10
ng/ml TGFp1 eklendi. TGFp uygulamasindan 48 saat sonra A) drneklerden elde edilen hiicre pelletleriyle
yapilan F2,6BP analizi yapildi. B) Deney sonrasi 6rneklerden alian besiyerleri ile glukoz tiiketimi ve
laktat salinimlar1 6lgiildii. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 (kontrol 6rnegine kiyasla).

4.1.7. Pancl Hiicrelerinde TGFp ile Indiiklenen EMT’de PFKFB3’iin Hiicre

Proliferasyonuna Etkisi

TGFp’nin bazi tiimor hiicreleri ilizerinde onkojenik asamaya bagli olarak anti-
proliferatif ya da pro-proliferatif etki gosterdigi bilinmektedir (Lu ve digerleri, 2004;
Massagué, 2008). Calismamizda, TGFp uygulanan hiicrelerin kontrol hiicrelere gore
daha yavas cogaldigi gorildi (Sekil — 17). PFKFB3 siRNA uygulanan hiicreler
incelendiginde oOzellikle siP3#2’nin bazal olarak Pancl c¢ogalmasim1 baskiladigi ve
TGFp uygulamasinin ek bir azalmaya neden olmadig1 gézlemlendi. Kontrole gore hiicre
sayilar1 (%): kontrol, sSINTC#1, 100 + 12,4; siP3#1, 94,74 + 4,96; siINTC#2, 121,05 +
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22,33; siP3#2, 71,93 + 7,44; TGFpP, siNTC#1, 82,46 + 2,48; siP3#1, 80,7 £ 2,78;
SINTC#2, 59,65 * 4,96; siP3#2, 66,67 + 4,96.
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Sekil — 17: Pancl hiicrelerinde PFKFB3, TGFp etkisiyle azalan proliferasyona etki etmemektedir.
Kontrol siRNA (siNTC#1 ve siNTC#2) veya PFKFB3 siRNA (siP3#1 ve siP3#2) uygulanan drneklere 24
saat sonra 10 ng/ml TGFB1 eklendi. TGFp uygulamasindan 48 saat sonra hiicre sayimi gerceklestirildi.
Degerler siNTC#1 kontrol 6rnegine gore % degisim olarak ifade edildi.

4.1.8. Pancl Hicrelerinde PFKFB3 enziminin TGFp ile indiiklenen EMT’de

invazyona Etkisi

TGFp ile indiiklenen EMT’nin tumér hicrelerinde artan invazif 6zellik ile
iligkisi bilindiginden (Heldin ve digerleri, 2012) ve PFKFB3’in TGFp ile Snail’in
induklenmesi igin gerekli oldugunun anlagilmast dolayisiyla, Pancl hicrelerinde
PFKFB3 baskilanmasinin TGFp tarafindan indiiklenen in vitro invazif 6zelliklere etkisi
incelendi. Bu amagla kontrol ve PFKFB3 siRNA uygulanan 6rneklere 24 saat stirenin
ardindan 10 ng/ml TGFB1 uygulandi. TGFB1 eklenmesinden 24 saat sonra matrijel
invazyon analizine tabi tutuldu. Kontrol siRNA uygulanan kontrol ve TGFf ornekleri
arasinda, TGFPB uygulanan orneklerde matrijelden gegen hiicre sayisinin kontrol
orneklerine kiyasla biiyiik oranda artis gosterdigi goriildii. PFKFB3 siRNA uygulanan
ornekler incelendiginde, TGFp etkisiyle artan invazif potansiyelin PFKFB3’deki
baskilanmayla blylk oranda azaldigi gorildi (Sekil — 18). Kontrol drnegine gore
invazyon degerleri (%): kontrol, SINTC#1, 100 + 26,29; siP3#1, 109,9 = 23,99;
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SINTC#2, 106,5 + 32,17; siP3#2, 149,1 + 15,15; TGFp, siNTC#1, 414,9 + 87,82;
SiP3#1, 154,2 + 18,35; siINTC#2, 421,8 + 32,59; siP3#2, 163,6 + 17,08, p<0,001.
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Sekil — 18: Pancl hiicrelerinde PFKFB3’deki baskilama TGFp ile artan invazif potansiyeli
azaltmaktadir. Kontrol siRNA (sINTC#1 ve SiNTC#2) veya PFKFB3 siRNA (siP3#1 ve siP3#2)
uygulanan orneklere 24 saat sonra 10 ng/ml TGFB1 uygulandi. TGFB uygulamasindan bir giin sonra
invazyon deneyi gerceklestirildi. En az bes farkli alandan alinan fotograflarin analizi sonucu siNTC#1
kontrol 6rnegine kiyasla orneklere ait invazyon yiizdeleri verildi. *p<0,001 (kontrol siNTC#1 6rnegine

kiyasla).

53



4.2. A549 Hucrelerinde TGF ile Indiiklenen EMT’de PFKFB Enzimlerinin Rolii
4.2.1. A549 Hucrelerinde TGFp ile EMT’nin indiiklenmesi

Normal akciger dokusuna kiyasla NSCLC’de TGFB1 ekspresyonunun onemli
Olciide yiiksek oldugu ve TGFP1 proteinindeki asiri ekspresyonun akciger kanser
gelisimi ve metastazla iliskili oldugu bilinmektedir (Huang ve digerleri, 2014; Xu ve
digerleri, 2011). EMT, tiimérlerin metastaz kabiliyeti kazanmasinda 6nemli bir etken
olup; daha once de ifade edildigi gibi TGFB, EMT nin 6nemli bir aktivatoriidiir. Bu
noktadan hareketle, dncelikle TGFp sinyal yolaginin aktif oldugu bilinen NSCLC hiicre
hatti A549°da EMT nin indiiklenmesi hedeflendi. Bu amagla; A549 hiicrelerine 5 ng/ml
TGFB1 uygulandi ve 48 saatin sonunda mikroskop goriintiileri karsilastirildi.
Mikroskobik incelemede; kontrol hiicrelerinin daha siki istiflenmis ve yuvarlak yapili
oldugu; TGFp uygulanan 6rneklerin ise mezenkimal ve ¢ikintili oldugu gozlendi (Sekil
—-19).

Sekil — 19: A549 hiicrelerinde TGFp, mezenkimal fenotipi indiiklemektedir. A549 hiicre ekiminden
bir giin sonra 5 ng/ml TGFB1 uygulanan hiicrelerin 48 saat sonra invert 151k mikroskobunda fenotipik
incelenmesiyle elde edilen A) Kontrol drneklerine ve B) TGFp uygulanan drneklere ait hiicre goriinttleri.

A549 hiicrelerinde TGFp etkisiyle 0nemli EMT belirteclerinde meydana gelen
degisimleri belirlemek amaci ile Orneklerden izole edilen RNA’lardan cDNA
sentezlenmesi sonrasi real-time qPCR analizleri gergeklestirildi. Bu analizlerde, kontrol
hlcreleri ile karsilastirildiginda, TGFpB uygulanan hiicrelerde epitelyal belirte¢ olan E-
kaderin ekspresyonun 20 kat azaldigi ve mezenkimal belirteg olan Vimentin
ekspresyonunun yaklasik 2 kat artis gosterdigi belirlendi. Diger taraftan; kontrol
hiicreleri ile karsilastirildiginda, TGFP uygulanan hiicrelerde, E-kaderin baskilayicisi
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EMT transkripsiyon faktorlerinden Snail, Slug ve Zeb1’in sirasi ile 6, 10 ve 1,6 kat artis
arttig1 goriildi (Sekil — 20). Kontrol 6rneklerine gore kat degisimi seklinde hesaplanan
MRNA ekspresyon degerleri: E-kaderin, Kontrol: 1 + 0,09; TGFf: 0,05 + 0,01;
p<0,001; Vimentin, Kontrol: 1 + 0,09; TGFp: 2,06 + 0,2; p<0,01; Snail, Kontrol: 1 +
0,12; TGFB: 5,99 £+ 0,6; p<0,001; Slug, Kontrol: 1 + 0,09, TGFB: 10,63 + 1,27
p<0,001; Zebl, Kontrol: 1 + 0,09, TGFp: 1,66 £ 0,23; p<0,05; Fibronektin, kontrol: 1 +
0,11; TGFB: 3 + 1,1; p<0,01. Ayrica, Western blotlama analizi gergeklestirilerck TGF3

eklenen hicrelerdeki Snail protein ekspresyonu dogrulandi (Sekil — 21).
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Sekil — 20: A549 hiicrelerinde TGFp, epitel belirtec E-kaderin ekspresyonunu azaltirken, Vimentin
ve Fibronektin mezenkimal belirteglerinde ve Snail, Slug ve Zebl transkripsiyon faktorlerinde
artisa neden olmaktadir. A549 hicrelerine, hlicre ekiminden bir gin sonra 5 ng/ml TGFB1 uygulandi ve
48 saatin sonunda yapilan real-time qPCR analizi ile ¢esitli belirte¢ ve transkripsiyon faktorlerindeki
degisimler kontrol 6rneklerine kiyasla kat degisimi seklinde belirlendi.. *p<0,001, **p<0,01 (kontrole

gore).

55



300

TGFp Kontrol - mm Kontrol ’-"[
D TGFp
E-Kaderin S 200-
k]
>-
Snail [V SN i £
e 2 100-
a
i X
O-tUDULIN | S— : )

T T
&

O
& 23

2
¥
<

Sekil — 21: A549 hucrelerinde TGFp E-kaderin protein ekspresyonunu azaltirken Snail protein
ekspresyonunu artirmaktadir. A549 hucrelerine, hiucre ekiminden bir giin sonra 5 ng/ml TGFB1
uygulandi ve 48 saatin sonunda Western blotlama ydntemi ile E-kaderin ve Snail oranlarinin belirlenmesi
saglandi. *p<0,01 (Kontrol &rnegine kiyasla).

4.2.2. A549 Hiicrelerinde TGFp’nin F2,6BP ve Glikolize Etkisi

EMT’nin hiicrelerin enerji metabolizmasinda degisikliklere neden olabilecegini
gosteren ¢esitli ¢alismalar mevcuttur (Hua ve digerleri, 2019). Diger taraftan, yapilan
bazi ¢aligmalar, bazi tiimor hiicrelerinde gézlemlenen mezenkimal doniisiime glikolitik
fenotipin eslik ettigini gostermektedir (Morandi ve digerleri, 2017; Sciacovelli ve
Frezza, 2017). Bununla birlikte; TGFP ile EMT’nin uyarildigit A549 hiicrelerindeki
glukoz alimi ve glikolitik aktivitedeki olasi degisimlere dair yeterince c¢alisma
bulunmamaktadir. F2,6BP’nin glukoz alimi ve glikolitik aktivite iizerinde roliini
goOsteren calismalar mevcuttur (Atsumi ve digerleri, 2002; Chesney ve Lane, 2014).
Buradan hareketle, kontrol ve 48 saat TGFP uygulanan A549 hicrelerinde F2,6BP
seviyeleri analiz edildi. Bulgular analiz edildiginde; kontrol hiicrelerine kiyasla TGFf
uygulanan Orneklerdeki F2,6BP konsantrasyonunun kismen azaldigi goriildii. F2,6BP
konsantrasyonlar1 (pmol/mg protein): Kontrol, 317,52 + 13,96 ve TGFp, 270,43 +
11,28; p<0,05 (Sekil — 22/A). Ayrica, 48 saatlik TGFPB uygulamasi sonucu alinan
besiyeri 6rneklerinde glukoz ve laktik asit konsantrasyonlar1 Ol¢iildii. Elde edilen
bulgulara gore; kontrol hiicrelerine kiyasla TGFp uygulanan hiicrelerdeki glukoz
aliminin yaklagik olarak % 20, laktik asitin iretiminin yaklasik % 10 azaldig
gozlemlendi. (Sekil — 22/B; Glukoz tiiketimi %: kontrol, 100 + 5; TGFp, 81,87 £ 7,1; p
<0,05; Laktat %: 100 + 8,1; TGFp, 89,2 + 4,1; p<0,05). Bu sonuglar, Pancl hicrelerinin
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aksine, A549 hicrelerinde TGFB uygulamasimin F2,6BP sentezini, glukoz alimmi ve

laktik asit Gretimini azaltarak glikolitik aktiviteyi diisiirdiigiine isaret etmektedir.
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Sekil — 22: A549 hucrelerinde TGFp ile F2,6BP konsantrasyonu, glukoz tiiketimi ve laktat salinimi
azalmaktadir. Hucre ekiminden bir giin sonra TGFB uygulamasi yapilan 6rneklerle A) hiicre pelletleri
kullanilarak F2,6BP analizi ve B) deney sonrasi 6rneklerden alinan besiyerleriyle glukoz ve laktat
Olgtimleri gergeklestirildi. Degisimler kontrol &rnegine kiyasla % degisimler seklinde sunuldu. *p<0,05
(Kontrol 6rnegine kiyasla).

4.2.3. A549 Hucrelerinde TGFp ile PFKFB Ekspresyonlarindaki Degisim

Tumor hicrelerinde PFKFB enzimleri glukoz alimi ve glikolitik aktivitenin
diizenlenmesinde dnemli bir role sahiptir (Ros ve Schulze, 2013). Bu nedenle, A549
hiicrelerinde TGFp tarafindan indiiklenen mezenkimal fenotipe PFKFB izoenzim
ekspresyonlarinda bir degisimin eslik edip etmedigini degerlendirmek igin, kontrol ve
TGFB uygulanan A549 hicrelerinde PFKFB izoenzimlerinin mRNA seviyeleri real-
time gPCR ile analiz edildi. B-aktin endojen refererans olarak analiz edildi. Analizler

sonucunda; TGF uygulanan hiicrelerde PFKFB4 izoenziminin kontrol hiicrelere gore

57



yaklasik 5 kat arttig1 gozlemlendi. Kontrol ve TGFf 6rnekleri karsilastirildiginda diger
izoenzimlerin mRNA seviyelerinde anlamli bir degisim saptanmadi. (Sekil — 23/A;
PFKFB4, kontrol: 1 £ 0,09, TGFp: 4,62 + 0,96, p<0,001). Daha sonra Western blotlama
analizleri gergeklestirilerek PFKFB izoenzimleri protein seviyesinde incelendi. Sonuglar
incelendiginde; qPCR ile analizleri ile uyumlu olacak sekilde, TGFB uygulanan
hicrelerdeki PFKFB4 protein seviyesinin kontrol hucrelerindekine kiyasla belirgin
derecede arttigi gozlemlendi. Diger izoenzimlerin protein seviyesinde Onemli bir

degisiklik goriilmedi (Sekil — 23/B).
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Sekil — 23: A549 hiicre hattinda TGFp, PFKFB izoenzimlerinden PFKFB4’ii indiiklemektedir. A)
PFKFB izoenzimlerinin real-time qPCR analiz sonuglari; B) PFKFB2, 3 ve 4 izoenzimlerinin Western
blot ile protein seviyeleri. *p<0,001 (Kontrol 6rnegine kiyasla).

4.2.4 A549 Hucrelerinde TGF ile artan PFKFB4’iin Hiicre Fenotipine Etkisi

A549 hiicrelerinde TGFp ile EMT olusumunda, bir sonraki asama olarak TGFf3
ile arttig1 belirlenen PFKFB4’iin hiicre fenotipi ve EMT belirtecleri iizerine etkileri
incelendi. Bu amacgla PFKFB4 ekspresyonu SiRNA yonteminden yararlanilarak
baskilandi. Oncelikle A549 hiicreleri yontemde belirtildigi gibi 6-kuyucuklu plakalara
ekildikten 24 saat sonra hiicreler yaklasik % 30 yayginlikta iken PFKFB4’e 6zgiin bir
siRNA (siP4) ya da kontrol olarak insan genomunda homolojisi bulunmayan siRNA
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molekiili (siNTC) ile lipofectamine RNAIMAX kimyasali kullanilarak transfekte
edildi. Yirmidort saat sonra hiicrelere TGF ya da kontrol olarak TGFB’nin diliisyonu
igin kullanilan 2 mg/ml BSA igeren PBS ¢ozeltisi uygulandi. Kirksekiz saat sonra real-
time qPCR gergeklestirildi ve PFKFB4 mRNA seviyesinde yaklasik % 75°1lik bir
azalma gozlendi (Sekil — 24: kontrol, SINTC: 1 + 0,1; siP4: 0,23 £ 0,02; TGFp, siNTC:
2,08 + 0,09; siP4: 0,9 = 0,18; p<0,01). Bu transfeksiyonlarda uygulanan siRNA’nin
diger PFKFB izoenzimlerinin ekspresyonlar1 iizerinde hedef dis1 bir etkisinin olup
olmadigin1 anlamak icin A549 hiicrelerinde PFKFB4 ile beraber yiksek oranda
eksprese edilen PFKFB2 ve PFKFB3 izoenzimlerinin de mRNA seviyeleri real-time
gPCR ile analiz edildi. Analizler sonucunda PFKFB4 siRNA’nin bu izoenzimler
tizerinde istatiksel agidan anlamli bir degisime neden olmadigi dogrulandi (Sekil — 25).
Daha sonra invert mikroskopta hicrelerin fenotipleri incelendi. Bu anlamda
inceledegimiz PFKFB4 siRNA uygulanan oOrneklerden kontrol grubunun, normal
gorliinimlii yuvarlak yapili hiicrelerden olustugu, TGFB uygulanan hiicrelerde ise
belirgin bicimde uzama ve yayilma gorildigi ve PFKFB4’deki baskilanmanin,

TGFp’nin bu etkisini kismen azalttigi goriildi (Sekil — 26).
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Sekil — 24: A549 Hiicrelerinde siRNA yontemiyle PFKFB4’de mRNA diizeyinde elde edilen
baskilanma real-time qPCR yontemiyle ortaya konmustur. A549 hiicre ekiminden bir giin sonra
kontrol siRNA (siNTC) ve PFKFB4 siRNA (siP4) uygulamasi yapilan 6rneklere, siRNA uygulamasindan
24 saat sonra 5 ng/ml TGFB1 verildi. TGFp uygulamasinin iizerinden gegen 48 saatlik stirenin sonunda
real-time qPCR yodntemiyle PFKFB4 mRNA ckspresyonlari belirlendi. Endojen referans olarak GAPDH
kullanildi.
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Sekil — 25: A549 hiicrelerinde PFKFB4 genindeki baskilama, TGFp etkisiyle PFKFB2 ve PFKFB3
izoformlarinin ekspresyonlar1 iizerinde anlamh bir degisikliZe neden olmamustir. A549 hiicre
ekiminden bir glin sonra kontrol siRNA (SiNTC) ve PFKFB4 siRNA (siP4) uygulanan érneklere, SiRNA
uygulamasindan 24 saat sonra 5 ng/ml TGFB1 verildi. TGFP uygulamasinin {izerinden gegen 48 saatlik
strenin sonunda A) daha once A549 hicrelerindeki mRNA ekspresyonlar1 belirlenen PFKFB1-4
izoenzimlerinden B) yiiksek ekspresyonu belirlenen PFKFB2 ve PFKFB3 izoenzimlerindeki mRNA
ekspresyon degisimleri real-time gPCR yodntemiyle analiz edildi.
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Sekil — 26: A549 kontrol ve hcrelerinde TGFp ile indiklenen mezenkimal fenotip PFKFB4
enziminin baskilanmasiyla kismen azalmaktadir. A549 hiicre ekiminden bir gun sonra kontrol siRNA
(SINTC) ve PFKFB4 siRNA (siP4) uygulanan 6rneklere, siRNA uygulamasindan 24 saat sonra 5 ng/ml
TGFp1 eklendi. TGFp uygulamasinin iizerinden gegen 48 saatlik siirenin sonunda invert 151k mikroskobu
ile 6rnekler fotograflandi.

4.2.5. A549 Hucrelerinde TGF ile Indiiklenen EMT’de PFKFB3’iin EMT’ye
Etkisi

A549 hiicrelerinde TGFp ile induklenen EMT’de PFKFB4’iin rolii olup
olmadigini degerlendirmek i¢in, PFKFB4 siRNA ile transfekte edilen kontrol ve TGFj
uygulanan hicrelerindeki E-kaderin, Fibronektin, Vimentin, Snail, Slug ve Zebl mRNA
ekspresyonlarin1 belirlemek igin real-time PCR analizleri gergeklestirildi. Bu
analizlerde, PFKFB4 siRNA’nin; TGFp-iliskili E-kaderin, Fibronektin ve Vimentin
ekspresyonlarinda herhangi bir degisiklige neden olmadigi; ancak, TGFf tarafindan
indiiklenen Snail ve Zebl mRNA ekspresyonlarint azaltirken, Slug mRNA
ekspresyonunu artirdigr goriildii (Sekil — 27). Kontrole gore nispi ekspresyon kat
degisimleri: E-kaderin, kontrol, siNTC: 1 £ 0,06; siP4: 1,11 &+ 0,09; TGF, siNTC: 0,05
+ 0,01; siP4: 0,03 + 0,01; Snail, kontrol, siNTC: 1 £ 0,05; siP4: 0,72 + 0,05, TGFp,
SINTC: 24,76 £ 1,46; siP4: 19,47 + 1,08; p<0,05; Slug, kontrol, sSiNTC: 1 + 0,1, siP4:
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0,89 + 0,16, TGFB, siNTC: 61,49 + 3,6; siP4: 71,29 + 4,72; p<0,05; Zebl, kontrol,
SINTC: 1 £ 0,13; siP4: 0,82 + 0,11; TGEp, siNTC: 1,30 £+ 0,09; siP4: 0,97 + 0,21;
p<0,05 ve Vimentin, kontrol, SINTC: 1 £ 0,09; siP4: 0,99 + 0,05; TGFp, siNTC: 1,12 +
0,09; siP4: 1,17 £ 0,27, Fibronektin, kontrol, siNTC: 1 + 0,02; siP4: 0,87 + 0,08; TGFp,
SINTC: 2,36 + 0,22; siP4: 2,39 £ 0,25.
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Sekil — 27: A549 huicrelerinde TGFB ile indiklenen Snail ve Zebl mRNA ekspresyonlar1 PFKFB4
enziminin baskilanmasiyla kismen azalirken, Slug mRNA ekspresyonu artmaktadir. A549 hiicre
ekiminden bir guin sonra kontrol siRNA (siNTC) ve PFKFB4 siRNA (siP4) uygulamasi yapilan 6rneklere,
siRNA uygulamasindan 24 saat sonra 5 ng/ml TGFf verildi. TGFp uygulamasinin iizerinden gegen 48
saatlik strenin sonunda PFKFB4 enziminin baskilandigi 6rneklerde E-kaderin epitel belirtecinde,
Fibronektin ve Vimentin mezenkimal belirteglerinde ve Snail, Slug ve Zebl transkripsiyon
faktorlerindeki degisimler siNTC kontrol 6rnegine kiyasla kat degisimi seklinde belirlendi. *p<0,05
(kontrol drneklerine kiyasla).
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4.2.6. A549 Hiicrelerinde TGFp ile indiiklenen EMT’de PFKFB3’iin F2,6BP,
Glukoz Alim ve Glikolitik Aktiviteye EKkisi

Kontrol siRNA ve PFKFB4 siRNA uygulanan hiicrelere 24 saat sonra TGFf
uyguland1 ve 48 saat inkiibe edildi. Daha sonra besiyerinde glukoz ve laktik asit
konsantrasyonlari; hiicre pelletlerinden, hicre ici F2,6BP seviyeleri olculdi. Sonuclar
degerlendirildiginde; PFKFB4 siRNA’nin, A549 hiicrelerinde TGFp etkisi ile F2,6BP,
glukoz alimi ve laktat saliniminda meydana gelen azalmalara herhangi bir etkisinin
olmadig1 gozlendi (Sekil — 28). F2,6BP (pmol/mg protein): kontrol siNTC: 246,88 +
22,54, siP4: 261,77 + 48,82, TGFP siNTC: 201,28 + 11,93, siP4: 227,47 + 16,52;
kontrol 6rnegine gore % degisim olarak hesaplanan glukoz tiiketim oranlari, kontrol
SINTC: 100 % 6,29; siP4: 105,67 + 13,8; TGFp siNTC: 76,56 £ 2,9; siP4: 90,72 + 6,04;
laktat salinimlari, kontrol SINTC: 100 + 13,47; siP4: 103,58 + 7,8; TGFp, siNTC: 93,56
+5,9; siP4: 88,7 £ 6,09.
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Sekil — 28: A549 hicrelerinde kontrol érneklerine gére TGFp ile F2,6BP konsantrasyonunda,
glukoz alimi ve laktat salinnminda gozlenen kismi azaltici etki, PFKFB4’deki baskilanma ile
degismemektedir. A549 hicre ekiminden bir gin sonra kontrol siRNA (SiINTC) ve PFKFB4 siRNA
(siP4) uygulamasi yapilan 6rneklere, siRNA uygulamasindan 24 saat sonra 5 ng/ml TGFp verildi. TGFf
uygulamasinin tizerinden 48 saat gegtikten sonra, A) F2,6BP konsantrasyonlari, B) Glukoz tiiketimindeki
ve C) Laktat salinimlarindaki kontrol 6rnegine kiyasla % degisim oranlart analiz edildi.
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4.2.7. A549 Hucrelerinde TGFp ile Indiiklenen EMT’de PFKFB4’iin Hiicre

Proliferasyonuna Etkisi

TGFB’nin bazi tiimdr hiicreleri iizerinde onkojenik asamaya bagli olarak anti-
proliferatif ya da pro-proliferatif etki gosterdigi bilinmektedir (Lu ve digerleri, 2004;
Massagué, 2008). A549 hicre proliferasyonu (zerinde PFKFB4’iin etkisinin
degerlendirilmesi amagli PFKFB4 siRNA uygulanan ve 48h siireyle TGFf uygulanan
hicrelerin thoma lami ile sayilmasiyla elde edilen sonuglar kontrol siRNA &rnegine
gore ylzde degisim olarak kiyaslandiginda, PFKFB4’iin baskilanmasimin kontrol ve
TGFB uygulanan orneklerde anlamli bir degisime neden olmadigini gdstermektedir
(Sekil — 29). Ornekler aras1 % proliferasyon degisimine ait degerler, kontrol, SiNTC:
100 + 5,44; siP4: 92,31 + 5,43; TGFp, sINTC: 92,3 £ 2,72; siP4: 88,46 + 16,32.
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Sekil — 29: A549 kontrol ve TGFp orneklerinde PFKFB4 enziminin proliferasyon Uzerinde bir
etkisi saptanmamustir. A549 hiicre ekiminden bir giin sonra kontrol siRNA (siNTC) ve PFKFB4 siRNA
(siP4) uygulamasi yapilan 6rneklere, siRNA uygulamasindan 24 saat sonra 5 ng/ml TGFp verildi. TGFf
uygulamasinin tizerinden gecen 48 saatlik siirenin sonunda yapilan hiicre sayimindan elde edilen degerler,
kontrol siNTC 6rnegine kiyasla % degisim olarak belirlendi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Timor lezyonlarmin insan viicudundan cerrahi yontemlerle tamamiyle
uzaklagtirllmasinin Oniindeki en 6nemli engel olan metastaz kabiliyeti, kanserden
Olumlerin temel nedeni olarak karsimiza c¢ikmaktadir (Yang ve digerleri, 2006).
Normalde embriyonik donemde ve yara iyilesmesi gibi fizyolojik siire¢lerde goriilen
EMT, kanserli hiicrenin viicutta yayiliminin gergeklesmesindeki ana mekanizma olmast
dolayisiyla kanser metastaziyla alakali ¢aligmalara temel teskil etmektedir (Gillies ve
digerleri, 2008). EMT siirecinin baglatilmasinda rol oynayan FGF, Wnt, Notch gibi
cesitli faktorler arasinda, EMT nin 6nemli bir indiikleyicisi olmasi dolayisiyla TGF
ayri bir onem arzetmekte ve cogu epitel orijinli kanser tiiriinde EMT’yi indiikledigi
bilindiginden kanser calismalarinda EMT’nin indiiklenmesi amaciyla yogun sekilde

kullanilmaktadir (Bellomo ve digerleri, 2016; Saitoh ve Miyazawa, 2012).

‘Warburg Etkisi’ olarak da bilinen kanserli hiicrelerde goriilen en onemli
metabolik degisim, tiimor hiicrelerinin normal hiicrelere kiyasla yliksek oranda glikolize
bagimli hale gelmeleridir. Tiimor hiicrelerinde glikoliz, yeterli oksijen varliginda bile
inhibe olmamakta; glikolizin son {irlinii pirtivatin laktata dontisiimii devam etmektedir
(aerobik glikoliz; Warburg etkisi) (Warburg ve digerleri, 1923). Kanserli hicrelerde
cogunlukla aerobik glikolizin gorilmesi, hizli ATP {iretimi, glukozun PPP gibi ¢esitli
biyosentez yolaklarina yonlendirilmesi ve hiicresel redoks dengesinin korunmasi gibi
proliferasyon igin gerekli temel ihtiyaglarin karsilanmasi dolayisiyladir (Martinez-
Outschoorn ve digerleri, 2017). Aerobik glikolizin, EMT siirecine destegiyle alakali
yakin zamanda elde edilen bir¢ok kanit mevcuttur fakat bu destegin tam olarak nasil
gerceklestigi  bilinmezligini korumaktadir (Dong ve digerleri, 2013; Walenta ve
Mueller-Klieser, 2004).

TGFp’nin EMT siirecini destekleyici roliine iliskin ortaya konulan ¢ok sayidaki
calisma ve kanserdeki metabolik yeniden dizenlenmenin EMT surecinin
gerceklesmesinde etkili oldugunu gosteren kanitlara ragmen, TGFp ile indlklenen
EMT’ye kanserdeki metabolik yeniden programlanmanin etkisine dair olduk¢a az
sayida ¢aligma mevcuttur (Guo, 2017; Masin ve digerleri, 2014; Rodriguez-Garcia ve
digerleri, 2017). Bu ¢alisma ile TGF ile indiiklenen EMT’de glikolizin regiilasyonunda

yer alan PFKFB enzim ailesinin roliiniin anlasilmas1 amaglanmustir.
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TGFp ile indiiklenen EMT’deki roliinii arastirdigimiz PFKFB enzim ailesi,
kanser hiicrelerin temel enerji yolagi olan glikolizin en énemli hiz sinirlayicit basamagi
olan F6P’dan F1,6BP olusumunu katalizleyen PFK-1 enzimini regule etmektedir (Jason
Chesney, 2006). Tek bir polipeptit izerinde hem kinaz hem fosfataz domaini iceren bu
enzim ailesinin, PFKFB1, PFKFB2, PFKFB3 ve PFKFB4 (PFKFB1-4) olmak Uzere
dort izoformu bulunmaktadir. Enzimlerin kinaz aktivitesi, F6P’dan F2,6BP olusumunu
katalizlerken; fosfataz aktivitesi F2,6BP’in F6P’a doniisiimiinii katalizlemektedir.
Kanser hucrelerinde F2,6BP, PFK-1 enziminin en kuvvetli allosterik aktivatoridir ve
genel olarak F2,6BP konsantrasyonu onkojenik transformasyon ile artmaktadir (Kole ve
digerleri, 1991; Ros ve Schulze, 2013; Van Schaftingen ve digerleri, 1982). PFKFB
izoenzimleri arasinda PFKFB3, yiiksek kinaz aktivitesi (~740:1) ile diger enzim
izoformlarindan ayrilmaktadir (Yalcin ve digerleri, 2009). Total PFKFB kinaz
aktivitesinin baskin oldugu hiicrelerde ya da durumlarda glikolik aktivite artarken, total
PFKFB fosfataz aktivitesinin fazla oldugu hiicrelerde glikolitik hizda azalma

olmaktadir.

PDAC, prognozu son derece kotl bir kanser tir olup, metastaza son derece
yatkindir. PDAC, ¢ogunlukla metastatik evrede yakalanabilmektedir ve dniimiizdeki on
yil i¢inde kanserden Oliimlerde ligiincii sirayr alacagi Ongoriilmektedir (Alvarez ve
digerleri, 2019; Yang ve digerleri, 2020). Genel olarak hipovaskuler bir timor olarak
bilinir ve bu durum kanser hiicreleri icin gerekli biyosentez bilesenlerinin
edinilememesi ve enerji krizine yol agar. PDAC hiicreleri, enerji metabolizmalarindaki
degisimle, ‘Warburg Etkisi’ olarak bilinen metabolik yeniden programlanmaya
yoneldiklerinden yiiksek oranda glikolize bagimlilardir (Hsu ve Sabatini, 2008).
Pankreas kanserlerinin tiimiinde TGFf sinyal yolaginda yer alan genlerden en az birinin
mutasyona ugradigt ve TGFP ekspresyonunun belirgin oranda arttigi bilinmektedir.
TGFB’daki bu artis, pankreatik kanser tiirlerinde diisiik sag kalim orani ve metastaz ile
iliskilendirilmektedir (Jones ve digerleri, 2008; Shen ve digerleri, 2017). TGFp
sinyalinin aktif oldugu bu kanser tiiriinde EMT, in vivo ve in vitro PDAC’nin 6nde
gelen ozelliklerinden biridir ve pankreatik kanserlerde invazif 6zelligin EMT ile iliskili

oldugu goriilmiistiir (Wang ve digerleri, 2017).
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Calismada kullanilan modellerden biri olan Pancl hiicre hatti, pankreas
timorlerinin % 85’inden fazlasini olusturan PDAC tiimoérlerinden elde edilmis olup,
TGEF ile indiiklenen EMT modeli olarak siklikla kullanilmaktadir (Wang ve digerleri,
2012). Ayrica, uygun sartlarda yiiksek gbo¢ ve invazif kapasite kazanabildigi
bilinmektedir (Deer ve digerleri, 2010). EMT indiikleyicisi olarak TGFp’nin, E-kaderin
gibi epitel belirteclerin kaybi1 ve N-kaderin, Vimentin gibi mezenkimal belirtecglerin
kazanimin1 sagladigi bilinmektedir (Bellam ve Pasche, 2010). Ayrica, mezenkimal
fenotipi indukleyen ve E-kaderin, Occludin gibi epitel proteinleri baskilayan Snail,
Slug, Twist ve Zebl gibi EMT siirecine aracilik eden transkripsiyon faktorlerinin
ekspresyonlarinin TGF ile indiiklenen EMT siirecinde arttig1 bilinmektedir (Miyazawa
ve Saitoh, 2012). EMT sirecinde rol oynayan belirte¢ ve transkripsiyon faktorlerindeki
degisimlerle hiicreleraras1 baglanti proteinlerinde ve hiicre iskelet proteinlerinde
meydana gelen farklilasmanin bir sonucu olarak hiicre fenotipinde degisimler meydana
gelmektedir. EMT sirecinde hiicrelerarasi baglanti proteinlerindeki azalma ve degisen
hiicre iskelet yapisiyla, epitel hiicre 6zelligi olan siki istiflenmis, polar hiicre yapisi;
ince, uzun, c¢ikintili ve yayilmis goriiniimli mezenkimal fenotipe doniismektedir
(Nalluri ve digerleri, 2015). EMT siirecindeki bu temel degisimler dogrultusunda,
pankreas hiicre hatt1 Panc1’da TGFf uygulamasi sonrasi EMT nin indiiklenmesine dair,
hicre fenotipi ve epitel/mezenkimal belirtec ve transkripsiyon faktorlerindeki
degisimler analiz edildi. Invert 151k mikroskobuyla elde edilen hiicre goriintiilerinde,
kontrol hiicrelerine kiyasla TGFB uygulanan hiicrelerde, ince, uzun, ¢ikintili hiicre
yapisinin hakim oldugu gorildii. TGFB uygulanan 6rneklerde; epitelyal belirte¢ E-
kaderin ekspresyonunda 6nemli oranda azalma oldugu, E-kaderin geninin (CDH1)
promotoriine baglanarak transkripsiyonunu baskilayan Snail ve Slug transkripsiyon
faktorlerinin ekspresyonlarinda da artis oldugu goriildii. Kontrol ve TGF 6rneklerinde,
IF yontemiyle elde edilen gorlntllerde E-kaderin protein yogunlugunun, TGFp
uygulamasiyla kontrol 6rnegine kiyasla neredeyse kayboldugu goézlendi. Elde edilen
veriler, Pancl hiicrelerine 48 saat siire ile 10 ng/ml TGFB1 uygulanmasmin EMT’yi

indlkledigi gostermektedir.
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EMT sirecinde kanserli hiicrelerin temel gereksinimlerini karsilamak amacgli
metabolik olarak yeniden programlanabildigine yonelik ve glikolitik olarak daha aktif
olduguna dair ¢alismalar mevcuttur (Dong ve digerleri, 2013; Halldorsson ve digerleri,
2017; Kim ve digerleri, 2017). TGFp tarafindan indiiklenen EMT’nin Pancl
hiicrelerindeki metabolik yeniden programlanma yoniinde bir degisime sebep olup
olmayacagimin belirlenmesi amacgli, TGFB uygulanmayan kontrol hiicreleri ve TGFf
uygulanan hiicreler arasindaki F2,6BP konsantrasyonlari, glukoz tiiketimleri ve laktat
salinimlar1 incelendi. TGFp uygulamasiyla F2,6BP konsantrasyonunun, glukoz aliminin
ve laktat Gretiminin, kontrol orneklerine kiyasla yaklasik 2 kat artis gosterdigi,
dolayistyla TGFB ile EMT’nin indiiklenmesinin Pancl hiicrelerinde glikolitik akisi

hizlandirici etki olusturdugu saptandi.

TGF ile glikolitik akistaki durumun belirlenmesinin ardindan, hiicrelere TGFf3
uygulanmasinin, F2,6BP miktarinin regiile edilmesinden sorumlu enzim ailesi
PFKFB’nin mRNA ve protein diizeylerinde bir degisiklige yol agip a¢madiginin
belirlenmesi amaglandi. Kontrol 6rnekleri ve TGFP uygulanan 6rneklerdeki PFKFB
enzimlerinin mMRNA seviyeleri real-time gPCR yontemiyle analiz edildi. Kontrol
orneklerine kiyasla TGFP uygulanan orneklerde PFKFBI1, 2 ve 4 izoenzim mRNA
ekspresyonlarinda 6nemli bir degisim gozlenmezken, PFKFB3 mRNA ekspresyonunun
yaklasik 2,5 kat arttigi goriildii. Western blotlama yontemiyle protein dizeyindeki
degisimi incelenen PFKFB3 proteininin, PFKFB3 mRNA ekspresyonundaki artis ile
paralel sekilde artig gosterdigi belirlendi. Bir onceki asamada, deneysel olarak elde
edilen F2,6BP konsantrasyonundaki artis, PFKFB enzimlerinden bir veya birkaginin
artan kinaz aktivitesine isaret etmekte ve yiiksek kinaz aktivitesi bilinen PFKFB3
ekspresyonundaki artisla bu ihtimalin dogrulanmasi, Pancl hiicrelerinde TGFf ile
indliklenen EMT’ deki glikolitik artisa PFKFB3 enziminin aracilik edebilecegini

gostermektedir.

Pancl hiicrelerinde TGF ile artan PFKFB’iin metabolik yeniden programlanma
ve EMT’ye yonelik etkilerinin anlasilmasi amaciyla iki farkli kontrol siRNA ve
PFKFB3 siRNA uygulanan 6rneklere, bir giin sonra TGFf uygulamas1 yapildi. ECM’in
yikiminda ve metastaz siirecinde rol alan hiicresel ¢ikintilarin baz1 glikolitik enzimlerle

iligkisi bilindiginden, PFKFB3’iin baskilanmasinin, Pancl hiicrelerinde TGFp ile
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indiiklenen hiicre fenotipinde bir degisime yol agip agmadigi incelendi (Attanasio ve
digerleri, 2011). TGFP etkisiyle hiicrelerde gorillen ¢ikinti olusumlarinin ve
mezenkimal fenotipteki ince, uzun hiicre goriintiisiiniin, PFKFB3’iin baskilandigi,
TGFp uygulanan 6rneklerde azaldig1 goriildii. Boylelikle, Pancl hiicrelerinde TGFp ile
EMT’nin indiiklenmesiyle elde edilen fenotipik degisimde PFKFB3’iin roliiniin

olabilecegi saptanmis oldu.

Tiimor hiicrelerinin onkojenik asamalarina gore proliferasyonu Onleyici veya
destekleyici etkileri bilinen TGFf’nin, Pancl hicrelerinde proliferatif etkisi
incelendiginde kontrol hiicrelerine kiyasla TGFB uygulanan hiicrelerin daha yavas
cogaldigi, TGFB ile artan PFKFB3 ekspresyonunun baskilanmasiyla kontrol
hiicrelerinde proliferasyonun azaldigr goriilirken; TGFB uygulanmasinin ek bir

azalmaya neden olmadig1 goriildii (Massagué, 2008).

Pancl hiicrelerinde TGFp ile indiiklenen EMT’de PFKFB3’tin EMT belirteg ve
transkripsiyon faktorleri 6zelinde bir etkiye sahip olup olmadiginin belirlenmesi amaclh
hicrelerdeki E-kaderin, Snail, Slug ve Zeb1 ekspresyonlari analiz edildi. Bu analizlerde,
PFKFB3’iin baskilanmasiin TGFp tarafindan indiiklenen Zebl ve Slug transkripsiyon
faktorleri ile TGFP tarafindan baskilanan E-kaderin epitel belirtecinin  mRNA
ekspresyonlar1 iizerinde bir etkisinin olmadigi; ancak, TGFp ile indiiklenen Snail
mRNA ekspresyonunu 6nemli oranda azalttigi goriildii. PFKFB3’deki baskilanmanin
Snail’i azaltict etkisinin protein diizeyinde de gergeklestigi belirlendi. TGEp ile
indiiklenen Snail’de PFKFB3’(in baskilanmasiyla protein diizeyinde gérulen azalmanin
(yaklasik % 80), mMRNA ekspresyon diizeyindeki azalmaya (yaklasik % 50) kiyasla
daha yiiksek oldugu goriildi. mRNA ve protein diizeyindeki degiskenlik, bir¢ok
faktoriin etki edebilecegi ve sikca rastlanilabilen olast bir durumdur. Bununla birlikte,
PFKFB3 proteini veya PFKFB3 ile olusturulan F2,6BP’nin, Snail proteini tzerinde
posttranslasyonel modifikasyonlar gibi protein stabilizasyonunu artirici yondeki bir
etkisi olasiliklar dahilindedir (Zhou ve digerleri, 2004). PFKFB3’deki azalma ile Snail
ekspresyonundaki  baskilanmaya  ragmen, Snail transkripsiyon  faktoriince
ekspresyonunun baskilandigi bilinen E-kaderin diizeyinde artig gériilmemesinin, yine E-
kaderin’i baskilayici etki gosterebilen Slug ve Zebl transkripsiyon faktorlerinin etkili

olabilecegi goz Oniinde bulunduruldu. Bu hipotezden yola ¢ikarak, TGF ile yuksek
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MRNA ekspresyonu belirlenen Slug’da PFKFB3’deki baskilanma ile azalma olmamasi,
E-kaderin seviyesinde bir degisim goriillmemesini agiklayabilir (Lamouille ve digerleri,

2014; Peinado ve digerleri, 2007).

Pancl hiicrelerinde TGFB ile EMT’ nin indiiklenmesine eslik eden glikolitik
akistaki artisa PFKFB3’iin etkisinin degerlendirilmesine yonelik, PFKFB3 ekspresyonu
SIRNA yontemi ile baskilanan ve TGFf uygulanan hicrelerdeki F2,6BP seviyesi ile
glukoz tiikketimi ve laktat tiretimi karsilastirildi. F2,6BP konsantrasyonundaki artisin
PFKFB3’iin baskilanmasiyla yaklasik olarak kontrol seviyesine gerilemesi, bu etkinin
yiiksek oranda PFKFB3 araciliiyla gerceklestiginin anlasilmasini saglamistir. EMT ile
glukoz alimi ve laktat salinimindaki artigslarin, PFKFB3 siRNA uygulanan 6rneklerde
kismen azalmis olmasi, artan glukoz alimi ve laktat saliniminda PFKFB3’iin etkisinin
varhigini, ancak baska faktorlerin de bu artista yer aldigimi gostermektedir. Pancl
hiicrelerinde artan glikolitik akis icin PFKFB3’iin gerekliligi kesin gibi goriinse de,
radyoaktif isaretli bir glukoz analogu kullanilarak NMR veya LS/MS ydntemleriyle
saglamasi yapilabilir. F2,6BP seviyesinde belirlenen énemli orandaki diisiise ragmen
glikolitik akista PFKFB3’deki azalmayla kismen daha diisiik oranda bir yavaglama
gozlenmistir. Pancl hicrelerinde belirlenen yiksek F2,6BP seviyesinin (~25 pmol/mg
protein), literatiirde bildirilen ¢ogu transforme olmus hiicre hattinda belirlenen F2,6BP
konsantrasyonlarina (6r: Hela= ~3,5 pmol/mg protein; MCF-7= ~3,5 pmol /mg protein;
H460= ~8 pmol/mg protein) kiyasla oldukga yiksek olmasi, PFK-1'in maksimum
allosterik aktivasyonu igin gerekli konsantrasyonu asacak diizeyde oldugunu isaret
edebilir. Dolayisiyla, F2,6BP seviyesinde gorulen azalmanin, glikolitik hiza yansimasi
daha az olmus olabilir (Chesney ve digerleri, 2014; Imbert-Fernandez ve digerleri,
2014; Yalcin ve digerleri, 2014).

EMT sireci, kanserden 6limlerin en 6nemli nedeni olan invazyon ve go¢
mekanizmalarmin temelinde yer almaktadir ve TGF ile indliklenen EMT nin artan
invazif ozellikle iliskisi bilinmektedir (Heldin ve digerleri, 2012; Yang ve Weinberg,
2008). Epitel belirte¢ E-kaderin protein miktarindaki azalmanin ve EMT transkripsiyon
faktorlerinin tek baslarina bile kanser hiicrelerinde invazyon siirecini baglatabildigine
dair ¢aligmalar mevcuttur (Joseph ve digerleri, 2009; Naber ve digerleri, 2013; Onder ve
digerleri, 2008). Tim bu etkilerden yola ¢ikarak, Pancl hiicre hattinda, PFKFB3
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araciligiyla gerceklesen metabolik degisim ve artan Snail ekspresyonunun TGEFp ile
indiiklenen EMT’deki invazif 6zellik ile iligkisinin anlagilmasi amagli matrijel invazyon
analizi uygulandi. Analiz edilen invazyon sonuglarinda, kontrol siRNA uygulanan hiicre
grubundaki TGFp uygulanan oOrneklerde TGFB uygulanmayan oOrneklere kiyasla
yaklasik 4 kat daha fazla hiicrenin matrijelden gegtigi, PFKFB3 siRNA uygulanan
orneklerde ise TGFp etkisiyle olusan bu etkinin neredeyse kontrol seviyesine kadar

geriledigi goriildi.

Elde edilen sonuclardan hareketle, Pancl hicrelerinde, TGFp ile PFKFB3
artisinin Snail ekspresyonu artirdigi ve glikolitik akistaki artista rol aldigi belirlendi.
TGFB ile indiiklenen EMT ile artan invazyona PFKFB3’iin etkisinin incelenmesiyle,
PFKFB3’deki baskilanmanin, artan invazyonu neredeyse tamamen ortadan kaldirdig:
goriildii. Invazyon artisinin elimine edilmesinde Snail’in indiiklenmesinde rol aldig
belirlenen PFKFB3’ilin baskilanmasinin, TGFp etkisiyle meydana gelen Snail artigini
ortadan kaldirmasi dolayisiyla rolii olabilecegi belirlendi. Boylelikle, Pancl hiicresinde
TGFB ile EMT’nin indiiklenmesine yonelik etkileri belirlenen PFKFB3 enzimi ile
kanserdeki metabolik yeniden programlanmanin, kanserli hiicrelerin temel metabolik
ihtiyaglarinin karsilanmasindan daha 6te; bu calisma ile PFKFB3’iin TGFp-iliskili

invazyon ve metastazi destekleyecek diizeyde etkileri olabilecegi goriilmiis oldu.

Akciger kanseri, gelismis llkelerin ¢ogunda kansere bagli mortalitenin 6nde
gelen nedenidir ve akciger kanser tiirleri arasinda NSCLC, yaklasik % 80 gibi bir oranla
en fazla gorilen adenokarsinom kanser turtdur. Metastaz ve timorun tekrar niksetmesi
dolayisiyla 5 yillik sag kalim oran1 % 15’in altindadir (Bian ve digerleri, 2017). TGFB1
ekspresyonunun normal akciger dokusuna kiyasla NSCLC’de onemli dl¢lide yiiksek
oldugu ve TGFP1 proteinindeki asir1 ekspresyonun akciger kanser gelisimi ve
metastazla iliskili oldugu bilinmektedir. Diisiik TGFB1 ekspresyonu belirlenen
hastalarda 5 yillik sag kalim oraninin yiiksek TGFB1 ekspresyonu belirlenen hastalara
kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmiistir (Huang ve digerleri, 2014). TGFp sinyal
yolagiin baskilanmasiin akciger adenokarsinomunda hiicre proliferasyonu, invazyon

ve metastazi azalttigi rapor edilmistir (Xu ve digerleri, 2011).

Calismada yer verilen diger bir hiicre hattt olan A549, NSCLC tiimorlerinden
izole edilmis olup, TGFp-iliskili EMT modeli olarak ¢alismalarda kullanilmistir (Jiang
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ve digerleri, 2015). A549 hiicrelerinde TGF ile EMT’ deki indiiklenme, ilk asamada
kontrol hiicrelerindeki siki istiflenmis, yuvarlak hiicre yapisinin, uygulanan TGFp ile
yayilmis, hiicresel ¢ikintilar1 gézlenen, ince, uzun hiicrelere doniisimiiyle fenotipik
olarak belirlendi. EMT siirecinde artti§i veya azaldigi bilinen 6nemli belirteg ve
transkripsiyon faktorlerinin gen ekspresyon diizeyindeki analizleriyle: epitel belirteg E-
kaderin’in mRNA ekspresyonunda 20 kat azaldigi, mezenkimal belirtegler vimentin ve
fibronektin mRNA ekspresyonlarinin sirayla 2 ve 3 kat arttig1 ve snail, slug ve zebl
transkripsiyon faktorlerinin sirayla 6, 10 ve 1,6 kat artis gosterdigi belirlendi. Bu
kapsamda snail ve E-kaderin’deki degisimler protein diizeyinde incelendiginde, kontrol
ornegine kiyasla TGFp 6rneginde E-kaderin protein diizeyinin biiyiik oranda azaldig1 ve
Snail’in arttig1 goriildii. Boylelikle TGFB ile AS549 hiicrelerinde EMT siirecinin

indiiklendigi kanitlanmis oldu.

TGFp ile indiiklenen EMT siirecinin A549 hiicrelerinde, glikoliz 6zelinde
metabolik olarak bir degisime neden olup olmadiginin anlasilmasi igin kontrol ve TGFf
ile indiiklenen hiicrelerde glukoz alimi, laktat salinim1 ve F2,6BP konsantrasyonu analiz
edildi. TGFB ile Pancl hiicrelerinde artan glikolitik akistakinin aksine, F2,6BP
konsantrasyonunda yaklasik % 15, glukoz tiikketiminde yaklasik % 20 ve laktat
salimiminda da yaklasik % 10°luk bir azalma oldugu saptandi. Elde edilen bu sonuglar
ilk olmakla beraber; Xu ve Lu tarafindan yapilan arastirmada, benzer sekilde TGFf’nin
A549 hacrelerinin invazyon ve g0¢ kapasitesini artirdigi ve bu fenotip igin
mitokondriyal fonksiyon ve OXPHOS’ daki artisin gerekli oldugu gosterilmistir. TGFf
ile elde edilen bu etkinin, EMT siireci i¢in gerekli artan enerji gereksinimini kargilamak
amacli olabilecegi lizerinde duruldu (Lu ve Xu, 2015). TGFB’nin A549 hiicreleri
ozelindeki bu etkisi, yani TGFB ile EMT nin indiiklenmesiyle olusan mitokondriyal
solunuma ydnelim, yapilan analizlerle elde edilen glikolitik aktivitedeki yavaslama ile
uyumludur ve A549 hiicrelerindeki metabolik degisimin anlasilmasini saglamaya
yardimcr olabilir. Ayrica elde edilen bu veriler, TGFp ile indiiklenen EMT’nin farkl

hiicrelerde farkli metabolik fenotiplere neden olabilecegine isaret etmektedir.

A549 hiicrelerinde, TGFp ile glikolitik akistaki yavaslamanin belirlenmesinin
ardindan, F2,6BP miktarinin regiile edilmesinden sorumlu PFKFB izoenzimlerinde,

TGFp etkisiyle olusabilecek degisimler, mRNA ve protein diizeylerinde incelendi.
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Kontrol orneklerine kiyasla, TGFB uygulanan 0rneklerde, PFKFB1-3 izoenzim
ekspresyonlarinda ve protein diizeylerinde dnemli bir degisim gézlenmezken, PFKFB4

izoenziminin hem mRNA ve hem de protein diizeyinde 6nemli oranda arttig1 goriildi.

A549 hiicrelerinde PFKFB4’iin baskilanmasinin, F2,6BP miktarini ve glikolitik
akis1 azalttig; PFKFB4 asir1 ekspresyonunun ise F2,6BP konsantrasyonunu ve glikolizi
artirdigi 2014 yilinda Chesney ve grubu tarafindan yayinlanan bir makaleyle ortaya
konulmustur (Chesney ve Lane, 2014). Ancak, Ros ve arkadaslar tarafindan yapilan bir
calismada; PFKF4’iin tiimor hiicrelerinde artan F2,6BP konsantrasyonuna katkida
bulunmadigi; hatta PFKFB4’iin siRNA ile azaltilmasinin prostat kanseri hiicrelerinde
F2,6BP konsantrasyonunu artirdigi gosterilmistir (Ros ve digerleri, 2012). Bu bulgu da;
PFKFB4’iin kinaz aktivitesinin timor hiicrelerinde baskin olmayabilecegi goriisiinii
desteklemekte olup, ¢alismamizda elde edilen veriler kismen de olsa bu galisma ile

uyumludur.

Chesney ve Lane (2014) tarafindan yapilan ¢alismanin aksine, bu calismada
PFKFB4’iin baskilanmasinin F2,6BP konsantrasyonunu etkilemedigi goriildii (Chesney
ve Lane, 2014). iki ¢alisma arasinda gozlemlenen bu farkhilik, kullanilan farkl
siRNA’lardan ya da farkli pasajlardaki hiicrelerin kullanilmasindan kaynaklanabilir.
Ancak yine de; s6z konusu ¢alismada rapor edilen yiiksek kinaz aktivitesi (4,3:1)
belirlenen PFKFB4 enziminin, AS549 hiicrelerinde TGFp etkisiyle nispi kinaz
aktivitesinde azalma meydana gelmis olabilir (Chesney ve Lane, 2014). Bu durum da,
TGFp ile PFKFB4 proteininin posttranslasyonel modifikasyonundaki olasi bir degisim
ile iliskili olabilir. Ornegin, PFKFB2 izoenzimin AKT ve p90 ribozomal S6 kinaz
tarafindan posttranslasyonal modifikasyona ugrayarak kinaz aktivitesinin arttig1
bilinmektedir (Houles ve digerleri, 2018; Novellasdemunt ve digerleri, 2013). Ayrica,
yayimlanan kinaz/fosfataz aktivite degerlerinin in vitro bakterilerde sentezlenen ve
dolayist ile posttranslasyonel modifikasyonu olmayan rekombinant enzimler ile elde
edildigi diislintildiglinde, her bir izoenzimin ger¢ek kinaz/fosfataz aktivite degerleri ve
hiicre i¢i F2,6BP konsantrasyonuna katkilar1 kontrolli genetik deneylerle
degerlendirilmelidir. Ilerleyen calismalarda; TGFB ile PFKFB4’iin posttranslasyonel

modifikasyonunda degisim olup olmadigit ve bu nedenle PFKFB4’iin nispi
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kinaz/fosfataz aktivite oranmnin degisip degismedigi immiinpresipitasyon, Kkdtle

spektrometresi ve in vitro kinaz analizleri ile belirlenmesi gerekmektedir.

Diger taraftan bu tez calismasinda ve son zamanlarda grubumuz tarafindan
yayinlanan bir calismada; bir¢ok tiimor hiicresinde PFKFB2, PFKFB3 ve PFKFB4
izoenzimlerinin birlikte eksprese edildigi gosterildi (Ozcan ve digerleri, 2020). Bu
veriler; timor hiicrelerinde PFKFB izoenzimlerinin farkli fonksiyonlar1 olabilecegi
goriisiinii  desteklemektedir. Ornegin; yapilan calismalarda, PFKFB3’{in tiimor
hicrelerinin g¢ekirdegine lokalize oldugu, hiicre siklisuni hizlandirdigi ve timor
hicrelerinin canliligi igin gerekli oldugu gosterilmistir (Yalcin ve digerleri, 2009;
Yalcin ve digerleri, 2014). PFKFB4’{in ise; hizla ¢ogalan tiimor hiicreleri i¢in gerekli
olan metabolitlerin ve anti-oksidan NADPH’nin temini i¢in esansiyel olan pentoz fosfat
gecidinin aktivitesini artirdigi rapor edilmistir (Ros ve digerleri, 2012). A549
hiicrelerinde TGFf ile mitokondriyal aktivitenin ve OXPHOS’un arttigin1 gdsteren
calisma ile uyumlu olarak, tez ¢alismamizda gézlemlenen PFKFB4 ekspresyonundaki
artis pentoz fosfat gecidinin aktivitesini artirmis olabilir (Lu ve Xu, 2015). Bu da,
F2,6BP konsantrasyonunda azalmayr ve dolayist ile glikolitik gecitin hizinda
yavaslamay1 gerekli kilabilir. Bu hipotez, ¢aligmamizda elde edilen TGFp ile F2,6BP
seviyesi, glukoz alimi ve laktat {iretiminde goriilen azalmay1 agiklayabilir. Bilindigi
gibi, OXPHOS’ un hizlanmasi ve mitokondriyal solunum, hiicrelerde ROS olusumunda
artisa neden olmaktadir (Liemburg-Apers ve digerleri, 2015). ROS, EMT ve timor
hucrelerinin malign 6zelliklerinin devami i¢in gerekli olmakla beraber, fazla miktarda
olusan ROS, timor hiclerinin sag kalimmi olumsuz yonde etkilemektedir. ROS ile
olusan harabiyeti engellemek i¢in tiimor hiicrelerinin pentoz fosfat gegidinin aktivitesini

artirdig1 bilinmektedir (Liemburg-Apers ve digerleri, 2015).

A549 hiicrelerinde PFKFB4’iin baskilanmasi, TGFp tarafindan indiiklenen Snail
tizerinde 1limhi bir diizeyde etki gostermistir. Ancak, ilging bir sekilde A549
hiicrelerinde, PFKFB4 siRNA, TGFp’nin Slug iizerindeki etkisini daha da artirmistir.
Hem Snail ve hem de Slug’in E-kaderin ekspresyonunu baskiladigi dikkate alindiginda,
PFKFB4 siRNA’nin TGFp tarafindan baskilanan E-kaderin mRNA ekspresyonundaki
azalmaya bir etkisinin olmamasi, PFKFB4’{in Snail ve Slug tizerindeki farkli yonlerdeki

etkisinden kaynaklanabilir.
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Sonug olarak; bu calisma ile TGFB nin PFKFB izoenzimlerinin ekspresyonu
lizerindeki etkileri ilk defa ortaya konulmustur. Ozetle; TGFB’nin, Pancl hiicrelerinde
PFKFB3; A549 hicrelerinde ise PFKFB4 ekspresyonunu énemli derecede artirdigi
gosterilmistir. Ayrica, Pancl hiicrelerinde; TGFB nin glikolitik aktiviteyi artirdigi ve
PFKFB3’iin TGFp tarafindan indiiklenen Snail ekspresyonu, F2,6BP seviyesi, glikolitik
aktivite ve invazyonda gerekli oldugu gosterilmistir. A549 hiicrelerinde ise; TGFB nin
F2,6BP seviyesi, glukoz alimi1 ve glikolitik aktiviteyi kismen azalttigi gosterilmistir.
Ayrica, elde edilen veriler; A549 hiicrelerinde, PFKFB4’iin TGFp tarafindan
indiiklenen EMT fenotipi i¢in kismen de olsa gerekli oldugunu gostermektedir. Bu
veriler, PFKFB izoenzimlerinin TGF-iligkili hiicresel proseslerde 6nemli olabilecegine
isaret etmekte olup; farkli hiicrelerde TGFp ile etkilesime giren farkli PFKFB

izoenzimlerinin, 6zgiin metabolik fenotiplere neden olabilecegini gostermektedir.
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Programi ve 119S794 nolu 1001-Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Projelerini
Destekleme Programi ile doktora siirecimde finansal olarak destek gordiigiim TUlrkiye
Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK)’a ve DDP(V)-2017/3 numarali
arastirma projesini finanse eden Uludag Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Birimi (UU-BAP)’a,

Uzerimdeki emeklerini buraya sigdiramayacagim, maddi ve manevi
thtiyaclarimi karsilayip, egitimimle alakali her tiirlii destegi saglamalarinin 6tesinde iy1
bir insan olmam igin guzel 6rneklik sunan en degerlilerim; yakin zamanda kaybettigim
canim babam Kamil ALTUNOK a ve hayata ve insanliga kars1 durusuyla takdir ettigim
ve bu anlamda 6rnek aldigim giizel annem Zehra OZEL’e; sevgili ablam Yasemin
Merve SAHIN ve ailesi, kardesim Taha Yasin ALTUNOK ve ailesi, Elif Sena
ALTUNOK, Sueda ALTUNOK ve Yaser Ebrar ALTUNOK olmak Uzere her biri
birbirinden degerli kardeslerime, Bursa’da bulundugum siirece desteklerini esirgemeyen
SOLAKOGLU ailesine, burada adini yazamayacagim iizerimde hakki olan tiim
yakinlarima ve dostlarima, son olarak da 5 yasin1 doldurmus olan ve adeta tezimle
birlikte biiyliyen, bu silirecte bana yoldashk eden goziimiin nuru kizzim Meryem
SOLAKOGLU na tesekkiir ederim.
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10. OZGECMIS

Istanbul’da 1988 yilinda diinyaya gelen Tugba Hazal ALTUNOK, 2007 yilinda
girdigi Fatih Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya béliimiinden 2011 yilinda
birincilikle mezun olmus, yiiksek lisans egitimini ise 2012 yilinda bagladigi Fatih
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya alaninda 2014 yilinda tamamlamistir.
Doktora egitimine 2014 yilinda Uludag Universitesi Veteriner Fakiiltesi Biyokimya
Anabilim Dali'nda baslamis, doktora siirecinin ilk 4 yil1 2211-A programindan, son 2
yillik siiregte ise 119S017 nolu 1002-Hizli Destek Programi ve 119S794 nolu 1001-
Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Projelerini Destekleme Programi ile TUBITAK
tarafindan bursiyer olarak desteklenmistir.
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