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TURKCE OZET

Kanser kok hiicre (KKH)’ler, tiimor olusumunu baslattigi ve mevcut timor
dokusunun oldukea kiigiik bir boliimiinii olusturdugu diisiiniilen, yenilenme kabiliyeti
yuksek hiicrelerdir. Normal kok hiicrelerle benzer yiizey belirtegleri ve pluripotentlik
markdrlerine sahip olan ve bu &zellikleri sayesinde tiimor dokusunun kalanindan
ayrilabilen bu hiicre toplulugu; radyoterapi ve kemoterapiye karsi yiiksek direng
gostermekte, tedavi siirecinde yok edilemediklerinde tlimdriin yeniden sekillenmesine
neden olmaktadir. KKH enerji metabolizmasi iizerine yapilan ¢alismalar, birtakim
belirteglere gore profillendirilmis KKH’ler hakkinda bilgi verse de profilleme
isleminin belirli bir standardi1 olmadigindan, heniiz kesin bir sonuca varmak miimkiin
olmamustir.

Glikoliz spesifik hiz sinirlayici basamak olan PFK-1 enziminin aktivatorii olan
fruktoz 2,6 bisfosfat’in yapim ve yikimi, 6-fosfofrukto-2-kinaz/fruktoz-2,6-bisfosfataz
izoenzimleri (PFKFB1-4) tarafindan gergeklestirilmektedir. Tiimor hiicrelerinde;
timdr tipine gore degisen seviyelerde eksprese edilen bu izoenzimlerin; KKH ile
tiimor kitlesini olusturan farklilagsmis hiicrelerdeki ekspresyonlarinin farkli seviyelerde
oldugu tespit edilmistir.

Bu c¢alismada, meme kanseri hiicre hatti MCF-7 ve pankreatik duktal
adenokarsinom hiicre hatlar1t PANC-1 ve Mia PaCa-2’de; PFKFB izoenzimlerinin
hiicre popiilasyonundaki KKH miktar1 ile oranlar1 belirlendi ve PFKFB
baskilanmasinin, KKH popiilasyonu degisimi {izerindeki etkileri incelendi. Elde edilen
bulgulara gore, PANC-1 ve Mia PaCa-2 hiicre hatlarinda KKH popiilasyonu yiiksek
hiicre gruplarinda PFKFB1 ve PFKFB4 izoenzimi ekspresyonunun arttig1 ve PFKFB4
baskilanmasi sonucu PANC-1 hiicre hattinda KKH popiilasyonunun azaldig: goriildii.
Baskilamanin, biitiin hiicre hatlarinda onkojenik potansiyel iizerinde negatif yonde
etkiye neden olmadigi tespit edildi.

Elde edilen verilere gore; PFKFB4 izoenziminin, KKH'lerin idenfikasyonunda
yol gosterici olabilecegi ve ilerideki caligmalar i¢in molekiiler bir ila¢ hedefi
olabilecegi diistintilmektedir.

Anahtar kelimeler: Kanser kok hiicre (KKH), 6-fosfofrukto-2-kinaz /fruktoz 2,6-
bisfosfataz (PFKFB), kanser metabolizmasi
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INGILIZCE OZET

Cancer stem cells (CSC) are subset of tumor cells with high regenerative ability
that are thought to initiate tumor formation; yet constitute a very small part of the
existing tumor tissue. This rare cell population shares features with normal stem cells
like cell surface markers and pluripotency factors, and can be separated from the rest
of the tumor tissue by those features. CSCs shows high resistance to radiotherapy and
chemotherapy, and if they could not be destroyed during the treatment process, tumor
relapse might occur. There are some studies about energy metabolism gives
information about metabolic profile of CSCs in different tissues and tumors. Still, there
is no consensus about these metabolic profiles beacuse identification of CSCs differs
a lot between different types of tissues and lacks standardization.

Fructose 2,6 bisphosphate is an activator of glycolysis specific rate limiting
enzyme PFK-1. Its formation and degradation is carried out by 6-phosphofructo-2-
kinase / fructose-2,6-bisphosphatase isoenzymes (PFKFB1-4). These isoenzymes
expressed in tumor cells at varying levels depending on the tumor type and their
expression in CSCs and differentiated tumor cells are dissimilar.

In this study, rates of PFKFB isoenzymes and CSC percentage in the cell
populations was examined in breast cancer cell line MCF-7 and pancreatic ductal
adenocarcinoma cell lines PANC-1 and Mia PaCa-2, to identify a possible correlation.
Also, effects of PFKFB suppression on CSC population were examined. Results
indicate that expression of PFKFB1 and PFKFB4 isoenzymes increased in the cell
groups with high CSC population in PANC-1 and Mia PaCa-2 cell lines, and CSC
population decreased in PANC-1 cell line as a result of PFKFB4 suppression. It was
found that suppression did not cause any negative effects on the oncogenic potential
in all cell lines.

According to the data obtained; It is thought that difference in PFKFB4
1soenzyme levels could be a marker of CSCs. Also, PFKFB4 might be selected as a
molecular drug target for future studies.

Keywords: Cancer stem cell (CSC), 6-phosphofructo-2-kinase / fructose-2,6-
bisphosphatase isoenzymes (PFKFB), cancer metabolism



1. GIRIS

Kanser, modern diinyada insanligin en biiyiikk sorunlarindan biri haline
gelmistir. 2020 yilinda diinyada 19.292.789 yeni kanser vakasi kaydedilmis, mevcut
kanser vakalarinin 9.958.133 tanesi Olimle sonuclanmistir (Global Cancer
Observatory [GLOBOCAN], 2020). Kanser olusumuyla ilgili bugiine kadar bir¢cok
farkli diisiince ortaya koyulmustur. Bunlardan bir tanesi de kanser kok hiicre (KKH)
teorisidir. KKH; tiimor olusumunu baslattigi ve mevcut timor dokusunun kiigiik bir
boliimiinii olusturdugu diisiliniilen, yiiksek yenilenme kabiliyetine sahip hiicrelere
verilen isimdir. Konservatif tedavi yontemlerine epey direngli olan bu hiicre grubunun,
niiks ve metastaz olusumundan sorumlu oldugu disiiniilmektedir; bu nedenle bu
hiicrelerin eliminasyonuna yonelik tedavi caligsmalar1 yakin zamanda olduk¢a 6nem
kazanmistir. KKH’ler, proliferasyon ve farklilagsma kabiliyeti yiiksek, kok hiicre
benzeri yapilardir. Sadece sahip olduklari Ozellikler yoniinden degil; ylizey
reseptorleri, enzim aktiviteleri ve ¢esitli proteinlerin ekspresyonlar1 yoniinden de kok

hiicrelere benzerlik gostermektedir.

Kanser sagaltimi esnasinda uygulanan tedavi prosediirleri kanserli dokunun
biiyiik kisminin eliminasyonunu saglasa da c¢ogu zaman konservatif tedavi
yontemlerine direngli bu kiigiik hiicre grubuna karsi yetersiz kalmaktadir. Hayatta
kalan KKH’ler i1se yiiksek proliferasyon kabiliyetleri sayesinde yeni bir tiimor kitlesi
olusturmakta ve kanser tedavisinde rastlanan niiks ve metastaz gibi sorunlar1 ortaya

cikarmaktadir.

KKH’ler ile ilgili yapilan ¢alismalarda incelenen hiicre hattina gore enerji
metabolizmalarinin glikolitik veya oksidatif agirlikli olacak sekilde degiskenlik
gosterebildigi goriilmiistiir (Sancho, Barneda, & Heeschen, 2016). Her bir hiicre
hattinda, KKH olarak tanimlanan hiicreler, bulundurduklar ylizey markorleri, cesitli
enzim aktiviteleri veya aktif transport kabiliyetleri bakimindan, tiimor kitlesinin
kalanin1 olusturan hiicrelerden ayrilabilmektedir, ancak ayni kanser tipinde KKH
olarak tanimlanabilecek birden fazla grup bulunabilmektedir ve bu gruplarin her
zaman birbirleriyle tamamen kesigmeleri miimkiin olmamaktadir (Da Cruz Paula &

Lopes, 2017; Klonisch et al., 2008). Bu sebeple, KKH metabolik profilleri {izerinde



yapilan ¢alismalar, heniiz herhangi bir tedavi protokoliine oncii olacak kadar yeterli
degildir.

Glikoliz; glikozun piruvata pargalanmasi sonucu adenozin trifosfat (ATP)
iretiminin yaninda, ara metabolit iiretimine katki yoniinden, proliferasyon kabiliyeti
yiiksek hiicreler icin elzem bir yolaktir. Kanserli dokularda enerji ihtiyacinin
karsilanmasinda 6nemli bir role sahip olan glikolizin {i¢ adet kontrol basamagi vardir.
Bu basamaklardan ikincisini, fruktoz 6-fosfat (F6P) ve ATP’ nin, fruktoz 1,6-bisfosfat
(F1,6BP) ve adenozin difosfat (ADP)’ye doOniisiimiinden sorumlu olan
fosfofruktokinaz-1 (PFK-1) enzimi katalizlemektedir. PFK-1’1 diizenleyen
etkenlerden biri de bu enzimin allosterik regiilatorii olan fruktoz 2,6-bisfosfat’tir
(F2,6BP). F2,6BP f{iretimi, 6-fosfofrukto-2-kinaz /fruktoz 2,6-bisfosfataz (PFKFB)
izoenzimleri tarafindan gerceklestirilmektedir. Glikolitik aktivite kontroliiniin yani
sira, embriyonik gelisim, hiicre proliferasyonu/sag kalimi1 ve hiicre farklilagmas ile
ilgili rolleri de olan PFKFB izoenzimlerinden PFKFB3’iin, KKH’lerde farklilagsmis
kanser hiicrelerine kiyasla ekspresyonunun yiiksek oldugu bulunmustur (Cieslar-
Pobuda et al., 2015; Gu et al., 2020). KKH’ler ve farklilasmis kanser hiicrelerinde
PFKFB ekspresyonlarinin  kiyaslanmasinin;  KKH’leri  farklilasmis  kanser
hiicrelerinden ayirmada yol gosterici olarak yeni bir metodun 6nciisii olabilecegi ve
KKH’lerde enerji metabolizmasindaki molekiiler —mekanizmalarin acikliga

kavusturulmasina katki saglayacag: diistiniilmektedir.

Bu doktora tez ¢alismasinda; pankreas ve meme kanseri hiicre hatlarinda,
adherent ve ylizen kiiltiir seklinde iiretilen hiicrelerde, farkli kriterlere gére KKH
olarak kabul edilen hiicre miktarlar1 belirlendi. KKH ylizdesine bagh degisimlerin
daha belirgin tespit edilebilmesi agisindan yapilan bu ¢alismanin ardindan, KKH ve
farklilagmig tiimor hiicreleri arasinda bazal ekspresyonlar1 agisindan fark tespit edilen
PFKFB izoenzim seviyeleri inhibisyon ile degistirilerek, PFKFB ekspresyonunun

KKH yiizdesi degisimine olas1 etkisinin incelenmesi amaglanda.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kanser

Kanser, modern tibbi teknikler sayesinde teshis edilebildigi giinden bu yana,
insanligin en biiylik sorunlarindan biri olarak kabul edilen bir hastaliklar kompleksidir.
Kanserin tanisini, tedavisini ve niiks etmesinin Onlenmesini bu kadar zor yapan
seylerden biri de kanserin ayn1 anda birden fazla savunma mekanizmasini es zamanlt
olarak kendi lehine kullanabilmesidir. Bugiine kadar hiicre biyolojisi alaninda yapilan,
kanserin ¢alisma prensibini ¢ozmeye yonelik ¢alismalar, kanseri kanser yapan temel
ozellikler hakkinda fikir sahibi olmamizi saglamistir. Kanserin mihenk taslart olarak
kabul edebilecegimiz bu 6zellikler; dis uyaranlardan bagimsiz olarak kendi biiylime
faktorlerini liretebilme, biiylime durdurucu faktorlere kars1 duyarsizlik, bagimsiz hiicre
sinyalizasyonuyla anjiyogenezin siirdiiriilebilmesi, apoptozu tetikleyen yolaklarin
baskilanmasi, kanserli dokunun saglikli dokulara yaptig1 metastaz, metastaz sonucu
saglikli dokulara invazyonla birlikte yeni tiimorlerin olusumu ve sinirsiz iireyebilme
potansiyelidir. 2000’1li yillardan sonra yapilan ¢alismalar sonucu elde edilen bulgular
sayesinde bugiin, bu 6zelliklerin arasina immiin yikimdan kagis, tiimor gelisimine
katkida bulunan yangi olusumu, genom instabilitesi/mutasyon ve timor enerji

metabolizmasinin yeniden diizenlenmesi de eklenmistir (Hanahan & Weinberg, 2011).

Konvansiyonel yontemlerle tedavi edilen kanser vakalarinin bazilarinda
yeniden tiimor olusumu gozlenmesi, kanserli dokularda tedavi direncine ve yiiksek
iireme kabiliyetine sahip kiiciik bir popiilasyonun bu durumdan sorumlu olabilecegi
diisiincesini akillara getirmis ve her seyi baslatan bu kii¢lik popiilasyonun kaynaginin

bulunabilmesiyle alakali sayisiz ¢alisma yapilmistir (Sekil - 1).
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Sekil - 1: PubMed veritabaninda "'cancer stem cell’'(kanser kok hiicre) ve "tumor initiating cell’’
(tiimor baslatici hiicre) kelime gruplariyla yapilan arama sonucu tespit edilen calismalarin yillara
gore degisimi.
2.1.1. Meme Kanseri

Meme kanseri genellikle lobullerde (lobuler karsinoma) ve kanallarda (duktal
karsinoma) gelisir. 2020 yilinda Tiirkiye’deki 233.834 kanser vakasindan 24.175
tanesi meme kanseridir (Sekil - 2 A/B). Diinyada ise 2.261.419 yeni meme kanseri

vakasi goriilmiistiir ve 684 996 vaka oliimle sonuglanmigtir (GLOBOCAN, 2020).

Meme kanseri gelisimindeki yatkinlik faktorleri arasinda yas, viicut kitle
indeksinin yiiksek olmasi, fiziksel aktivite eksikligi, alkol, anormal seviyede
radyasyona maruz kalma, ilk adet kanamasinin erken yasta goriilmesi, ilk gebeligin
orta yas Ustliinde gergeklesmesi ve ailede meme kanseri geg¢misi yer almaktadir
(Veronesi, Boyle, Goldhirsch, Orecchia, & Viale, 2005). Ayrica, Ostrojen ve
projesteron seviyelerinin yiiksek olmasi da bir risk faktorii olarak gosterilmektedir

(Tian, Ran, Zhang, Yan, & LI, 2018).
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Sekil - 2: 2020 yilinda Tiirkiye'deki kanser vaka sayisinin (A) ve kansere bagh o6liimlerin (B)
kanser tiiriine gore dagihmlari. GLOBOCAN'dan elde edilen veriler dogrultusunda hazirlanmistir.



Belirtiler arasinda; bolgede yumru, sekil degisikligi, cildin ¢ukurlagmasi veya
renginin degismesi, ve akint1 yer alir. Memenin fiziksel muayenesi ve mamografi en
sik kullanilan teshis yontemleridir. Muayene ve goriintiilemenin teshis i¢in yetersiz
kaldig1 durumlarda biyopsiye bagvurulur. Tedavi segenekleri arasinda; memenin
cerrahi operasyonla kismen ve tamamen uzaklastirilmasi (mastektomi), Ostrojen ve
progesteron reseptorlerinin ilag yoluyla inhibisyonu (Burstein et al., 2019), kemoterapi

-antrasiklinler ve taksanlar- (von Minckwitz, 2007) ve radyasyon yer almaktadir.

2.1.2. Pankreas Kanseri

Pankreas kanseri; diger kanser tiirlerine kiyasla daha nadir goriilse de yiiksek
mortalite orantyla kanser nedenli 6liimlerin 6nemli bir kismini olusturmaktadir. 2020
yilinda, 495.773 yeni pankreas kanseri vakasi goriilmiis (Sekil - 3A), pankreas
kanserine bagli olarak 466.003 oliim gergeklesmistir (GLOBOCAN, 2020) (Sekil -
3B). Diger baslica kanser tiirleri i¢in sagkalim oranlarindaki énemli artisa ragmen,
pankreas kanseri sagkalim oranlar1 1960'lardan beri nispeten degismemistir (Ansari et

al., 2016).

Pankreas kanserindeki en 6nemli ¢evresel yatkinlik faktorii, cogu diger kanser
tiiriinde oldugu gibi sigara kullanimidir. Epidemiyolojik ¢alismalar, sigaray1 pankreas
kanseri i¢in gecerli bir risk faktorii olarak kabul etmektedir (Weiss & Benarde, 1983).
Ayrica tip 2 diyabet, obezite, kronik pankreatit, Helicobacter pylori enfeksiyonu ve

Hepatit C de bilinen risk faktorleri arasindadir (McGuigan et al., 2018).
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Sekil - 3: 2020 yilinda diinyadaki kanser vaka sayisinin (A) ve kansere bagh 6liimlerin (B)
kanser tiiriine gore dagihimlari. GLOBOCAN'dan elde edilen veriler dogrultusunda hazirlanmistir.



Pankreas kanserinin tanis1 gogu zaman ileri safhalarda konulabilmektedir ve bu
noktaya gelinceye kadar, tiimorle dogrudan iligkilendirilemeyecek belirtiler gdsterir
veya hig belirti gostermez. Kilo kaybi, sirt bolgesine uzanan epigastrik agr1 ve sarilik,

pankreas kanserinde sik goriilen belirtilerdir (Kleeff et al., 2016).

Hastalik siiphesinde (6zellikle sarilikla seyreden durumlarda) ve tan1 koyma
asamasinda ilk kullanilan goériintiileme teknigi ultrasonografidir, ancak ¢ok dedektorlii
bilgisayarli tomografi ve manyetik rezonans goriintiilleme gibi metotlarla daha kesin
sonuclar alinabilmektedir (Frampas et al., 2016). Pankreas kanserinin sagaltimi;
olusan tiimdr dokusunun biiyiikligli veya metastatik durumuna gore, pankreatektomi
ile timoriin uzaklastirilmast ve/veya kemoterapotik ajanlarin  kullanimi ile
gerceklesmektedir. Kemoterapotik tedavi standartlari, seneler igerisinde degisiklik
gostermistir. Bir pirimidin antagonisti olan, meme, ovaryum ve mesane kanserlerinin
tedavisinde de kullanilan gemsitabin adli antimetabolit tedavi standardi iken;
metastatik pankreas kanserinde kullanilmak tizere gelistirilmis bir ila¢ kombinasyonu
olan folinik asit, florourasil, irinotekan ve oksaliplatin; gemsitabine gore etkinligi

kanitlanarak yeni standart haline gelmistir (Caparello et al., 2016).

2.2. Tiimor Heterojenitesi

Ayni tiimor igerisindeki hiicreler; hiicre morfolojileri, belirli genlerin
ekspresyonu, metabolizma, proliferasyon ve metastaz kabiliyeti gibi ¢esitli 6zellikleri
yoniinden farklilik gostermektedir. Timor heterojenitesi olarak adlandirilan bu
kavram, biitiin timorlerin tek bir tipteki hiicreden olustugu kabul edilen uzun bir
donemin ardindan bilim diinyasina sunulmus bir kavramdir. Tiimor heterojenitesi
denildigi zaman kastedilen sey, tiimor kitlesi igerisindeki normal stromal hiicre ve
farkli genetik komposizyondaki tiimor hiicre gruplart olabilecegi gibi primer timor
doku ile metastatik tlimoér dokusu arasindaki hiicre gruplar1 arasindaki fark da olabilir.
Tiimdr heterojenitesi olusumuyla ilgili ortaya atilan fikirler genel olarak klonal evrim

ve kanser kok hiicre modeli seklinde iki baslik altinda toplanmaktadir.



2.2.1. Klonal Evrim Modeli

Klonal evrim modeli (stokastik model), 1976’da Peter Nowell tarafindan
ortaya atilmistir. Bu model, tiimor baslangicini saglayacak olan hiicre grubunun
spontan bir mutasyonla ortaya ¢iktigini ve bu mutant gruptan zamanla farkli mutant
gruplarin olustugunu savunmaktadir (Nowell, 1976). Daha detayli anlatacak olursak;
bu modelde tiimor kitlesinin olusumu, seleksiyondan kurtulmayi basarabilecek
derecede basarili bir mutasyon silsilesine baglidir. Mutasyonlarin tamami timoriin
yararina degildir; aksine mutant hiicrelerin ¢ok azi seleksiyondan kurtulmay1 basarir
ve kendi hattin1 olusturur. Timor kitlesi, bu tesadiifi ancak basarili mutasyonlarin
birikimi sonucu olusan birden fazla mutant hiicre grubunun bir araya gelmesinden
olugmaktadir (Marusyk & Polyak, 2010). Boliinmekte olan her bir hiicre, koken aldig1
hiicreden genotipik olarak yavas¢a uzaklagmakta; tiimoriin her iki ucu arasindaki hiicre
popiilasyonu, komsusu oldugu hiicre popiilasyonundan farklilik gostermektedir (Sekil

_4).

Klonal evrim modeli
(Stokastik model) /.\

O Klon 1
H :
mertme‘.‘jr:jjeﬂ 0 Klon 2
. Klon 3
@ Klon 4

Sekil - 4: Klonal Evrim Modeli'nde farkhilasmamis biitiin hiicrelerin tiimorojenik potansiyeli
esittir.

2.2.2. Kanser Kok Hiicre Modeli
Hiyerarsik model olarak da bilinen KKH modeli, daimi olarak ¢ogalma ve
farklilagsma 6zelligine sahip olan bir grup hiicreyi, tiimdrii olusturan kitle igerisinde

zirveye koyar. Birtakim mutasyonlarin ardindan kok hiicre benzeri 6zellikler kazanmis



bir hiicre grubunda (KKH) olusan mutasyonlar, zamanla bdliinmeye devam eden az
sayida hiicre ve farklilagsmis cok sayida hiicreyi iceren kendi alt popiilasyonlarini
olusturmaktadir (Sekil - 5). KKH'leri tanimlayan ti¢ temel 6zellik; artmis proliferasyon
kapasitesi, uzun vadeli kendini yenileyebilme kabiliyeti ve farklilasarak KKH
karakterinden uzaklagsmis tiimor kitlesini olusturabilme kabiliyetidir (Schatton, Frank,
& Frank, 2009). KKH her boliinmenin ardindan kendi kimligini korudugu iki hiicreye
veya farklilagsarak bildigimiz anlamdaki tiimor kitlesini olusturan iki hiicreye
doniisebilecegi gibi (Simetrik boliinme), biri kendini yenileyen, biri farklilasmis iki
farkli hiicreye de dontigebilir (asimetrik boliinme). Dahasi, farklilagmis hiicreler de tek
yonli degildir, bu hiicreler de zaman igerisinde degisim gostererek yeniden KKH’ye

dontisebilir (W. Wang et al., 2014).

Kanser kok hiicre modeli
(Hiyerarsik model)

. Kanser kok hiicre
Heterojen .
Himer @ Ara projenitor
‘ Farklilasmis hiicre

Sekil - 5: Kanser Kok Hiicre Modeli'nde tiimorojenik potansiyel yalnizca "kanser kok hiicre"
olarak adlandirilan ve tiimor Kitlesindeki oram cok kiiciik olan bir hiicre grubunda mevcuttur.

2.2.3. Kanser Kok Hiicre Kavraminin Ortaya Cikisi

KKH’ye dair ilk somut kanitlar 1997 yilinda ortaya ¢ikmistir. Bonnet ve
Dick’in akut miyeloid 16semi iizerine yaptig1 calismalar sonucu yiizey markorleri olan
CD34 yoniinden pozitif, CD38 yoniinden negatif bir alt popiilasyon izole edilmis; bu

poplilasyonun non-obez diyabetik/agir kombine immiin yetmezlikli fareye
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enjeksiyonu sonucu histolojik olarak dondrdekine benzer yapilarin olustugu
gbzlenmistir (Bonnet & Dick, 1997). Ilerleyen zamanlarda, meme, pankreas, beyin,
prostat, kolon, melanoma, karaciger ve ovaryum kanserlerinden de KKH izole

edilmistir (Tablo — 1).

Organ Hiicre ayristirmada kullanilan belirte¢ KKH profilini olusturan hiicre grubu
Beyin Farklilagma kiimeleri CD133* (Singh et al., 2004)
Prostat Farklilasma kiimeleri CD44*/a21%e"/CD133* (Collins, Berry, Hyde,
Stower, & Maitland, 2005)
Melanoma Farklilagma kiimeleri CD20* (Fang et al., 2005)
Kolon Farklilagma kiimeleri CD133* (O’Brien, Pollett, Gallinger, & Dick,
2007)
Kolon Farklilagma kiimeleri CD133*/CD45" (Ricci-Vitiani et al., 2007)
Pankreas Farklilagma kiimeleri CD44*/CD24*/ESA* (C. Li et al., 2007)
CD24-/CD44+ (Gradiz, Silva, Carvalho,
Botelho, & Mota-Pinto, 2016)
CD24+/CD44+ (Yin et al., 2011)
Bas ve boyun Farklilagma kiimeleri CD44*
Timorijenez belirteci gen B lenfoma Mo-MLV ilave bolge 1 (BMI-1%)
(Prince et al., 2007)
Meme Farklilasma kiimeleri CD247°%/CD44* (Al-Hajj, Wicha, Benito-
Hernandez, Morrison, & Clarke, 2003)
Ovaryum K&k hiicre belirteci Oct 3/4hieh
Hoechst 33342 ile yan popiilasyon tayini SP* (Gao, Geng, Kvalheim, Gaudernack, &
Suo, 2009)
Karaciger Farklilagma kiimeleri CD133*/CD45 (Rountree, Ding, He, & Stiles,
2009)
Karaciger Farklilagma kiimeleri CD133*/CD90*
Kok hiicre belirteci Oct 3/4 Me" CXCR4 "¢"(Tomuleasa et al., 2010)
Karaciger Hoechst 33342 ile yan popilasyon | SP*/CD44*/CD133* (Hayashi, Fujita,
tayini/Farklilasma kiimeleri Matsumoto, Akita, & Satomi, 2011)

Tablo - 1: Kanser kok hiicrelerinin izole edildikleri yerler ve izolasyon yontemleriyle ilgili
detaylar.

KKH olusumunun muhtemel sebeplerine dair degisik hipotezler arasinda
gelismekte olan kok veya projenitor hiicrelerdeki mutasyonlar (Y. Wang et al., 2009),
yetiskin kok veya projenitor hiicrelerdeki mutasyonlar (Lopez-Lazaro, 2015,2018) ve
kok 6zelligi kazanmis mutant farklilagmis hiicreler (Nouri et al., 2017) yer almaktadir.

Bu hipotezler ¢ogunlukla hiicre kokenine yogunlagmistir.

KKH’leri tiimor i¢in bu kadar 6nemli yapan seylerden biri kemoterapiye son
derece direncli olmalaridir. ATP baglayici kaset (ABC) protein adi verilen proteinler,
hiicre i¢inden hiicre disina ksenobiyotik madde transportunda gorev alarak, ¢oklu ilag
direncine sebep olmaktadir (Gottesman, Fojo, & Bates, 2002). KKH’lerdeki ABC
proteinleri, farklilasmis hiicrelere kiyasla daha fazladir. Bu sayede kemoterapotik
ajanlar1 ¢ok hizli bir sekilde hiicre disina ¢ikarmayi basarirlar (Begicevic & Falasca,
2017). Radyasyona maruz kalmig KKH’ler ile tiimdr kitlesi hiicrelerinin esit derecede

zarar gordiigli, ancak KKH markorleri yoniinden pozitif olan hiicrelerde DNA
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onariminin daha fazla oldugu, dolayisiyla daha diisiik seviyede apoptoza ugradig:
gosterilmektedir. Bu baglamda, KKH’lerin radyoterapiye de direngli oldugunu
sOyleyebiliriz (Rich, 2007). Kanser tedavisinde sitotoksik ila¢ veya radyoterapi
uygulamasinin ardindan goriilen tiimor kiigiilmesi, heterojenik bir timér igerisindeki
direngsiz subklonal popiilasyonlarin yok olmasidir. Tedavi, timdr dokusunu ortadan
kaldirma yoniinde basarili olsa da; bu durum, ¢ogu zaman yalnizca direngli bir klonun
sag kalip daha agresif bir sekilde c¢ogalarak, ilaca direngli diger alt klonlar
olusturmasina neden olmaktadir (Sekil - 6). Bahsi gecen durumdaki alt klonlar,

cogunlukla kanser kok hiicre gruplaridir (Murayama & Gotoh, 2019).

Tedaviye direncli hiicrelerin sag kalin

_— A

Kemoterapi/ Radyoterapi Tumoriin yeniden olugumu
Tiim&riin
S kiiciilmesi
KKH hedefli ~g8 Timérin
tedavi dejenerasyonu

Sekil - 6: Kanser Kok Hiicre Modeli'ne gore farkh tedavi protokollerinin heterojen tiimor
iizerindeki etkileri.

2.3. Kanser Kok Hiicreleri Ayirmaya Yarayan Belirtecler

KKH'’ler; hiicre i¢i enzim/tastyict molekiil aktivitesi, hiicre ylizey reseptorleri
ve transkripsiyon faktorleri gibi birtakim 6zellikler sayesinde, tiimor kitlesinden alinan
veya hiicre kiiltiirli olarak yetistirilen hiicrelerde tespit edilebilir ve bu gruplardan
aynistirilabilirler. KKH’lerin izolasyonu i¢in kullanilan belirtecler genellikle normal
kok hiicreleri tanimlamak i¢in kullanilanlardir. KKH’leri tanimlama ve izolasyonda en
sik kullanilan markérler CD133, CD24, CD44, Aldehit dehidrojenaz 1A1 ve epitelyal
hiicre adhezyon molekiilii (ESA)’dir (Y. S. Kim, Kaidina, Chiang, Yarygin, &
Lupatov, 2017).
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2.3.1. Aldehit Dehidrojenaz Aktivitesi

Aldehitleri karboksilik asitlere oksitleyen aldehit dehidrojenaz (ALDH)
enziminin aktivitesi, proliferasyon kabiliyeti yiiksek olan hiicrelerde fazla oldugu i¢in
normal veya malignant kok hiicre markdorii olarak kullanilabilmektedir (Moreb, 2008;
Toledo-Guzman, Hernandez, Gomez-Gallegos, & Ortiz-Sanchez, 2019). ALDH
enzim aktivitesine gére KKH tanimlama/ayristirma testlerinde; hiicre i¢ine diflizyon
kabiliyeti yiiksek, floresan 6zellikli ALDH substratlari, enzim tarafindan pargalanir ve
bunun sonucunda hiicre disina ¢ikamayan iiriinler olusur. KKH profilindeki hiicrelerde
tiriin birikiminin fazla olmasi sonucu hiicre i¢i florasans artar ve bu hiicreler flow

sitometri ile ayristirilabilir hale gelir.

2.3.2. Yan Popiilasyon

KKH’ler sahip olduklart ABC proteinleri sayesinde ksenobiyotikleri hiicre
disina yiiksek oranda ¢ikarabildikleri i¢in, hiicre boyama iglemlerinde ¢ok az boya
almaktadirlar. Hoechst boyama olarak bilinen prosediir sayesinde, hiicreler flow
sitometri ile incelenir ve az boyanan hiicreler yan popiilasyon adiyla ayristirilarak
KKH ytizdesi yiiksek bir popiilasyon elde edilmis olur (Hadnagy, Gaboury, Beaulieu,
& Balicki, 2006).

2.3.3 Farkhlagsma Kiimeleri

Monoklonal antikorlar iizerine yapilan calismalarda, bulunan yeni antikorlar
nedeniyle olusabilecek karigikliginin oniine gecilmesi amaciyla, benzer antijenlere
yanit veren antikorlar ayni kiimelere dahil edilmis, bunun sonucunda farklilagsma
kiimeleri (Cluster of Differentiation, CD) denilen sistem ortaya ¢ikmistir (Chan, Ng,
& Hui, 1988). CD’ler; genellikle reseptor veya ligand olarak calisan, ¢ogunlukla
protein veya glikoprotein yapidaki hiicre yiizey molekiilleridir. Bu molekiiller, antijen-
antikor etkilesimini baz alan sistemlerden yardim alinarak hedeflenen hiicrelerin
tespitini saglar. Immiinfenotipleme olarak adlandirilan bu yéntem, KKH’lerin

tanimlanmasi ve/veya ayristirilmasinda belirte¢ olarak kullanilir.

2.3.3.1. CD24
CD24, 1970’lerin sonunda farelerde kesfedilmis bir membran lipit
glikoproteinidir. Hematopoetik hiicre alt popiilasyonlarinda, 6zellikle B lenfosit,

eritrosit, notrofil grantilositlerde ve timositlerde eksprese edildigi goriilen bu
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glikoprotein, 1styla bozunmamasi nedeniyle 1s1 dayanikli antijen (heat stable antigen)
olarak da adlandirilir. Hiicre membranina glikozilfosfatidilinozitol ile bagli olan bu
glikoprotein; hiicre proliferasyonu ve hiicre-hiicre etkilesimini diizenler (Kristiansen,
Sammar, & Altevogt, 2003). Ayrica, noral gelisimi diizenleyen sinyal yolaklartyla da
etkilesim halindedir (Pruszak, Menon, & Pruszak, 2017).

Meme, disi genital kanal, gastrointestinal kanal, safra kanali ve pankreas,
iriner sistem, prostat ve deri kanseri vakalarinin ¢ogunda CD24 ekspresyonu
goriilmiistiir. Bu vakalardaki CD24 ekspresyonu, her bir kanser tipindeki iyi huylu
tiimorlere kiyasla malign tiimorlerde daha yiiksektir. CD24 ekspresyonu ayrica lenf
nodiilii metastazi ve kotii prognoz ile de iliskilidir (Lee, Kim, Lee, & Kim, 2009). Ileri
safhadaki pankreatik adenokarsinomalarda, baslangi¢c safhasina kiyasla daha yiiksek
CD24 ekspresyonu gerceklestigi tespit edilmistir. Bu durum, CD24’{in hastaligin
ilerleme stireciyle ilgili bir belirteg olarak kullanilabilecegini de gostermektedir (Jacob

et al., 2004).

2.3.3.2. CD44

CD44, tek zincirli glikoprotein yapida bir yiizey adhezyon molekiiliidiir. CD44,
hiicre-hiicre ve hiicre-ekstraselliiler matriks (ESM) etkilesimi, biiyiime sinyallerinin
iletimi ve hyaluronik asidin (HA) hiicre i¢ine alim1 ve yikimlanmasindan sorumludur
(Naor, Sionov, & Ish-Shalom, 1997). Primer ligandi HA’dir; ancak kollajen,
fibronekrin, laminin, kondroitin siilfat ve osteopontin ile de etkilesime girebilir (Ponta,
Sherman, &  Herrlich, 2003). HA; silfatlanmamis, dallanmamis bir
glikozaminoglikandir. Tekrarlayan disakkarit iinitesi, D-glukoronik asit ve N-asetil-

D-glikozaminden olusur.

HA ve diger ESM bilesenleri icin bir reseptor vazifesi goren CD44, cevresel
degisiklikleri fark ederek kok hiicre dzelliklerini tetikleyen sinyal iletimini saglar.
Ornegin: CD44'in HA ve metastatik nisin ana bileseni olan ESM molekiilii
osteopontine baglanmasi; Nanog- sinyal transdiiseri ve aktivatorii 3, oktomer
baglayict dontistiiriicli faktor 4 (Oct4) - cinsiyet belirleyici bolge Y — kutusu 2 (SOX2)
- Nanog veya c-Src yolaginit aktive ederek, tiimor baskilayicit proteinlerin
inhibisyonunu saglayan mikroRNA 21 ekspresyonunu tetikler. Bu siirecin sonucu

olarak hiicrenin apoptoza girisi engellenir ve kemoterapi direnci olusur (Bourguignon,
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Spevak, Wong, Xia, & Gilad, 2009; Y. Yan, Zuo, & Wei, 2015). CD44, KKH
Ozelliklerinin siirdiiriilmesi agisindan 6nemlidir. CD44 baskilandiginda Oct4, BMI-1
ve B-Catenin gibi kok hiicre genlerinde de baskilanma goriilmiistiir (Du et al., 2008).
Kolon kanseri hiicre hatlarinda, CD44" olarak ayrigtirilmis hiicrelerde CD44  hiicrelere
kiyasla; CD44 overeksprese edilmis hiicrelerde ise vektor kontrole kiyasla, kok hiicre
belirtecleri olan OCT4, SOX2, Nanog ve Kruppel benzeri faktér 4 (KLF4)
ekspresyonunun belirgin derecede yiiksek ¢iktig1 goriilmiistiir (Ju, Chiou, & Su, 2014).

2.3.3.3. Meme ve Pankreas Kanseri Hiicre Hatlarinda Farkhlagsma Kiimeleri
KKH popiilasyonlarin tanimlayabilmek adina, belirli yilizey reseptorlerinin
yogunlugu ve kok hiicre benzeri faaliyetler arasindaki korelasyon incelenerek hiicre
kimliklendirme ¢alismalar1 yapilmistir. Bu sayede, gliniimiizde cogu doku veya hiicre
hattinda bulunan kanser kok hiicre potansiyeline sahip hiicre topluluklari tespit
edilebilmektedir. Meme kanserinde profil olusumu ile ilgili yapilan ilk ¢alismada (Al-
Hajj et al., 2003), dokuz hastadan alinan tiimor Orneklerinin sekizindeki KKH
popiilasyonu CD44%/CD24" olarak belirlenmistir. Pankreas kanseri {izerine yapilan
calismada ise on hastadan alinan timor Orneklerinde CD44¥/CD24*/ESA* yiizey
markdrii profiline sahip yliksek derecede tiimorojenik bir hiicre grubu tespit edilmistir

(C. Lietal., 2007).

2.3.4. Kok Hiicre Belirtecleri

OCT4, SOX2, KLF4 ve c¢-MYC, fare fibroblastlarindan kok hiicre
olusturulmak i¢in kullanilmis belirteglerdir. Bu belirtegler, farklilagsmis hiicrelerden
kok hiicre eldesi i¢in ilk kullanan kisinin adina ithafen Yamanaka faktorleri olarak da
adlandirilirlar. Bu faktorlerin fibroblastlardaki ekspresyonu tetiklendiginde, hiicreler
morfolojik ve metabolik olarak embriyonik kok hiicre ozellikleri gostermeye
baslamistir. Induklenmis pluripotent kok hiicre (iPSC) olarak adlandirilan bu hiicreler,
subkutan enjekte edildiginde tiimor olusturmus, blastositlere enjekte edildiginde ise
fare embriyonik gelisiminin bir parcasi olmustur (Takahashi & Yamanaka, 2006).
Ilerleyen calismalarda yukaridaki faktorlere ilave olarak Nanog'un da pluripotentligi

tetikleme amaciyla kullanilabilecegi goriilmiistiir (Yu et al., 2007).

OCT4, POUSFI1 adl gen tarafindan kodlanan bir transkripsion faktoriidiir
(Niwa, Miyazaki, & Smith, 2000). SOX2, DNA baglayic1 yiiksek mobilite grubu
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(HMG) domaine sahip transkripsiyon faktorlerini iireten ve embriyonik gelisime
katkida bulunan, cinsiyet belirleyici bolge Y iliskili HMG box geni ailesinin bir
tiyesidir (Kamachi, Uchikawa, & Kondoh, 2000). Nanog, farklilasmamis insan
embriyonik kok hiicrelerin ¢ogalmasini ve pluripotentligin indiiklenmesini ydneten
homeodomain transkripsiyon faktoriidiir (Chambers et al., 2003). KLLF4; bagirsak, deri
ve timus epitelinde bulunan bir ¢inko parmak igeren transkripsiyon faktoriidiir (Dang,
Pevsner, & Yang, 2000). OCT4, iPSC'lerde nukleusa lokalize iken ¢ogu kanser hiicre
hattinda sitoplazmaya lokalizedir. SOX2 ve Nanog'un hem nukleusa hem de
sitoplazmaya lokalize oldugu goriilmistiir. KLLF4, iPSC’de nukleusa lokalize iken
kanser tiplerinde nukleus ve sitoplazmada lokalizasyon goriilmiistiir (Van Schaijik,

Davis, Wickremesekera, Tan, & Itinteang, 2018).

KKH’lerin, embriyonik kok hiicrelerlerle olan bir diger benzerligi,
pluripotentlik markdrleri yoniindendir. Embriyonik kok hiicrelerde tespit edilmis olan
SOX2 ve OCT4 genlerinin ekspresyonunun farklilagsma yoniinden zay1f kanserli hiicre
topluluklarinda (Ben-Porath et al., 2008) yiiksek diizeylerde oldugu gozlenmistir
(Schoenhals et al., 2009). OCT4 ve SOX2, pankreatik duktal adenokarsinomada
(PDAK) (Herreros-Villanueva, Bujanda, Billadeau, & Zhang, 2014); OCT4 ve Nanog
ise meme kanserinde kotii prognoza isaret etmektedir (Gwak, Kim, Kim, Jang, & Park,
2017; D. Wang et al., 2014). SOX2 yoniinden baskilanan meme kanseri hiicrelerinde,
kiire olusturma kabiliyetinin kontrol grubuna kiyasla azaldig1 goriilmiistiir (Schaefer
et al., 2015). Bu bulgular, embriyonik kok hiicre markorleri tasiyan kanser

hiicrelerinin, KKH olarak siiflandirilabilecegine dair kanitlar sunmaktadir.

2.3.5. Kiire Olusturma Kabiliyeti

Malignant kok hiicre igeren bir hiicre toplulugu; ylizey tutunma o6zelligi
olmayan plakalarda (ultra low attachment, ULA) serum icermeyen, biiyiime
faktorleriyle desteklenmis besi yerlerinde ¢ogaltildiklari zaman yiizen kiire formunda
yapilar olustururlar. Bu kiirelerin biiyiik kismi, kok hiicre 6zelligine sahip hiicrelerden
olusur (Fujii et al., 2009). Pankreas (Gou et al., 2007) ve meme (Ponti et al., 2005)
kanser hiicre hatlar1 da total popiilasyonlarinda bulunan KKH sayesinde, serumsuz ve
bliyiime  faktoriiyle  desteklenmis  besi  yerinde  c¢ogaltildiginda  kiire

olusturabilmektedir. Kiire olusturma deneyi, KKH zenginlestirilmesinde ve KKH
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iceren bir hiicre topluluguna yapilan manipiilasyonlar sonras1t KKH ile ilgili kalitatif

ve kantitatif 6l¢limlerde kullanilmaktadir.

2.4. Kanser Kok Hiicrelerde Etkin Sinyal Yolaklar

K-Ras, Ras siiperfamilyas1 veya Ras-benzeri GTPazlar olarak da bilinen kii¢iik
guanozin-5'-trifosfat (GTP) baglayici proteinler smifina aittir (Jancik, Drébek,
Radzioch, & Hajduch, 2010). 1982'de Harvey ve Kirsten Rat Sarkoma viriislerinden,
hiicrelerde transformasyona neden olan p21 proteinini kodlayan gen sekanslar1 (HA-
RAS ve K-RAS) insan genomunda tespit edilmistir (Chang, Gonda, Ellis, Scolnick, &
Lowy, 1982; Der, Krontiris, & Cooper, 1982). Dogal tip K-RAS ¢ogu kanser tipinde,
kanser olusumu esnasinda yok olan tiimér baskilayict bir gendir (Z. Zhang et al.,
2001). Normal K-Ras'in gérevinin sonlanmast GTP'nin hidrolizi ile gerceklesirken, tek
nokta mutasyonu ile onkojenik hale gelen K-Ras'ta GTPaz aktivitesi diiser ve siirekli

aktif durumda kalir (Kranenburg, 2005).

Pankreas kanserinde oldukga sik goriilen bu mutasyon nedeniyle GTP-bagh
konumda aktif kalan protein; Raf/mitojenlerce aktive edilen protein kinaz
kinaz/ekstraselliiler sinyal iligkili kinaz (Raf/MEK/ERK) ve fosfoinozitol 3-
fosfat/fosfataz ve tensin homolog/viral Protein Kinaz B (Akt) homolog/rapamisin
protein kompleksinin memeli hedefi kompleks 1/glikojen sentaz kinaz-3
(PI3K/PTEN/Akt/mTORC1/GSK-3) yolaklarint siirekli tetikleyecek konumda kalir.
Bu durum durdurulamayan hiicre biiylimesi, apoptozdan kagis ve kemoterapotik
etkenlere diren¢ gibi durumlar ortaya g¢ikarir (Fitzgerald et al., 2015; Maertens &
Cichowski, 2014). (D. Li et al., 2002)’1n ¢alismasinda K-RAS mutasyonu, pankreas
kanseri vakalarinin %80'inden fazlasinda, 6zellikle 12. kodonda guaninden timine
doniisiim seklinde goriilmiistiir. Meme kanseri hastalar tizerine yapilan bir ¢calismada
incelenen vakalarin %13’iinde K-RAS mutasyonu ortaya koyulmustur (Hollestelle,
Elstrodt, Nagel, Kallemeijn, & Schutte, 2007). Sanger Kanser Somatik Mutasyon
Katalogu veri taban1 27/08/2021 giincelleme tarihli 92. versiyonunda ise mutasyon
oranlar1 PDAK i¢in %70,03 ,meme duktal karsinoma i¢in %1.45 olarak goriilmektedir
("Sanger", t.y.). Buradan da anlagilacag iizere, meme kanserinde RAS mutasyonlari
son derece diigliktlir. Ancak, Ras’in negatif regiilatorii olan Ras GTPaz aktive edici

protein geni RASAL2’nin meme kanserinde mutasyona ugradigi/baskilandigi ve bu
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durumun timor gelisimi ve metastazinda rol oynadigi tespit edilmistir (McLaughlin et

al., 2013).

K-RAS mutasyonu ve bununla baglantili yolaklardaki degisikliklerin tiimor
icerisinde KKH 06zelligi gdsteren hiicrelerde daha yiiksek seviyede olabilecegi cesitli
calismalarda gosterilmektedir. (C. F. B. Kim et al., 2005)‘in ¢aligmasinda
bronsioalveolar kok hiicrelerin onkojenik K-RAS’a yanit verme potansiyelinin yiiksek
olmast ve bu hiicrelerin mutant K-RAS’a bagli uyarilmasinin, timdér gelisimine
katkida bulundugu goriilmiistiir. Pankreatik kanserlerde K-RAS inhibisyonu, bir
mitojenler tarafindan aktive edilen protein kinaz (MAPK) alt grubu olan c-Jun NH2-
terminal kinaz yolaginin baskilanmasina ve buna bagli olarak pankreatik KKH’lerde
kendini yenileme ve tiimor olusturma kabiliyetlerinde azalmaya neden olmustur
(Okada et al., 2014). MAPK/ERK yolaginin baskilanmas1 bazal benzeri meme kanseri
hiicre hatlarindaki CD44"/CD24" hiicreleri (Balko et al., 2013) ve MCF-7 hiicre
hattindaki ALDH™ hiicreleri (Xu et al., 2015) azaltmis ve KKH ile ilintili 6zelliklerin

kaybolmasina neden olmustur.

2.5. Warburg Etkisi ve Oksidatif Fosforilasyon

Kanser hiicreleri gibi yiiksek proliferasyon kabiliyetine sahip hiicrelerde
glikozun laktata doniisiimii son derecede yiiksektir. Ustelik bu hiicreler, oksijen
varliginda mevcut glikoz kaynaklarin1 karbondioksit ve suya parcalayarak daha fazla
enerji elde edebilme ihtimallerine ragmen, glikolizi tercih ederler. Bu durum, aerobik
glikoliz veya Warburg etkisi olarak adlandirilmaktadir (Liberti & Locasale, 2016;
Vander Heiden, Cantley, & Thompson, 2009; Warburg, 1925). Kanser hiicrelerinde
Warburg etkisini agiklamak ic¢in gesitli teoriler ortaya atilmistir. Bu teorilere gore
aerobik glikolize yonelim mitokondriyal fonksiyon bozuklugu (Warburg, 1956) veya
hiicre proliferasyonunun maksimum kapasitede siirdiirebilmesi gibi sebeplerden
olabilir. Bir diger diislince, aerobik glikolizin tiimor tarafindan bir kimyasal silah
olarak kullanildigin1 ve tiimoriin, bu silahin yan etkisi olarak olusabilecek diisiik

oksijen ortamina uyum saglamasina yardim ettigini savunmaktadir.

Kanser hiicrelerinin enerji eldesi i¢in bdyle bir yol tercih etmesinin ardinda,
enerji yoniinden maksimum faydayr saglamak yerine hiicre popiilasyonunun ve

hakimiyet alaninin siirdiiriilebilirligi gibi nedenler yatmaktadir. Zira, kisith bir enerji
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kaynagi1 igeren bir ortamda, diisiik verimli olmasina ragmen yiiksek derecede enerji
metabolizmasina sahip olan bir hiicre grubu, muadillerine gore rekabette iist siralara
gececektir. Yiiksek kapasiteli ancak diisiik verimli ATP iiretimi, kisith ve ortak
kaynaklarin kullaniminda tiimor dokusunun ¢evre dokulara kiyasla avantajli ¢itkmasini
saglayabilir. Enerji eldesi i¢in glikolizin kullanimi, ATP eldesinde kayba sebep olsa
dahi, biiyiime oranini sabit tutarak gerekli enerjinin teminini kolaylastiracaktir. Zira
yuksek enerji eldesini saglayan aerobik respirasyon, ayni zamanda yiiksek enerji de
talep etmektedir ¢linkii hiicresel yikimlanmanin Oniine gecebilmek igin siireg
esnasinda olusan reaktif oksijen tiirlerinin detoksifiye edilmesi gerekir. Oksijen
kullaniminin  diismesiyle Dbirlikte azalan oksidatif strese yonelik savunma
mekanizmalarinda kiiciilmeye gidilmesi, enerjinin efektif bir sekilde kiitlesel artisa
yonlendirilmesinde etkili olmakta ve tiimoriin kaynaklardan miimkiin olan en iyi
sekilde yararlanmasin1 saglamaktadir (Slavov, Budnik, Schwab, Airoldi, & van

Oudenaarden, 2014).

Glikolizin kaynaklar1 6zellestirmenin yaninda rakip elemeye yonelik bir yam
oldugunu diistinen yaklagimlar da mevcuttur. Bu teoriye gore, tiimor bolgesindeki
eksik wvaskiilerizasyon, oksijen saturasyonunda azalma meydana getirir. Azalan
oksijenle negatif iliskili olarak artan glikoliz, beraberinde laktat artisin1 da getirir.
Mikrogevrede birikmeye baslayan ve yine dolasim bozuklugu nedeniyle
uzaklastirilamayan laktat, tiimor ¢cevresinin pH seviyesinde ciddi bir diisiise neden olur
ve ¢evredeki dokular1 yikimlayarak tiimor invazyonunu kolaylastirir. Bu durum, tiimor
gelisiminin siirdiiriilebilirligi i¢in enerji kaynaklarindan belirli bir diizeyde feragat

olarak da goriilebilir (Estrella et al., 2013).

2.6. Kanser Kok Hiicrelerinde Enerji Metabolizmasi

Warburg hipotezinin gelistirilmesiyle elde edilen veriler sayesinde, bugiin
glikoz alimi ve laktat iiretimi yiliksek hiicreler kanserli hiicre profilinde kabul
edilmektedir. Timor i¢i heterojenite kavraminin ortaya c¢ikisiyla birlikte, timori
olusturan hiicrelerin metabolik profillerinin detayli incelenmesi 6nem kazanmistir.
Kanser hiicrelerindeki enerji metabolizmasi yoniinden yapilan ¢aligmalar, KKH’lerin
kesfi ve tanimlanmasi ile degisik bir yone gitmeye baslamistir. “Siirekli boliinerek
tiimor kitlesini olusturan, yani ¢alisma prensibi tiimor kitlesinin geri kalanindan farkli

olan bir tiimor hiicresi toplugunun ihtiyaglar1 — dolayisiyla metabolizmasi- timor
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kitlesinden farkli olabilir mi?” sorusuna aranan cevaplar, kanser metabolizmas ile

ilgili yeni bilgiler edinmemizi saglamistir.

Bugiine kadar yapilan KKH metabolik profillendirme ¢alismalari, farkli
organlarda sekillenen tiimorlerin KKH’lerinin metabolik profillerinin de farklh
oldugunu gostermistir. (Sancho et al., 2015)’1n ¢alismasinda, hastalardan elde edilen
PDAK hiicreleri, yiizen hiicre kiiltiiri ve CD133* olarak ayristirilan hiicre grubu
seklinde KKH gruplarina ayrilmis, bu gruplarin metabolik profili oksidatif olarak
belirlenmistir. (Ciavardelli et al., 2014)’1n yaptig1 ¢aligmada hastalardan alinan timor
dokusundan elde edilen meme kanseri hiicrelerinin yiizen kiiltiir olarak ¢ogaltilmis ve
CD24" olarak ayristirllmis hiicreler, KKH olarak belirlenmistir. Bu hiicrelerde
glikolitik aktivite, geri kalan hiicrelere gore yiiksek ¢ikmis; glikolizin baskilanmasi ise
KKH popiilasyonunun azalmasina neden olmustur. Ancak; ayn1 kanser tipindeki farkli
hiicre hatlar iizerinde farkli zamanlarda yapilan calismalarda, metabolik profillerin
birbirine zit bir sekilde c¢ikabilmektedir. Ornegin; laktat ve keton yoniinden
zenginlestirilmis besi yerinde adherent ¢ogaltilan MCF-7 hiicrelerinde kok hiicre
benzeri hiicre sayisinda, ayrica kotii prognoz, niiks, ve metastaz ile ilgili markorlerde
artis gézlenmistir. Oksidatif metabolizma baskilanmasinin; laktat ve keton sayesinde
kok hiicre 6zelligi kazandig: diisiiniilen hiicrelerin yok edilmesinde ise yarayabilecegi
One stiriilmiistiir (Martinez-Outschoorn et al., 2011). Sonug olarak; hiicre kdkenlerinin
farkli olusu ve KKH profili olarak belirlenen gruplardaki hiicrelerin, birbirleriyle
tamamen ayni kiime icerisinde bulunmamalari, ¢alismalarin bir 6rnekligi yoniinden
sorun teskil etmektedir. Bugiin cogu hiicre hattindaki KKH’lerin metabolik profilleri

hakkinda fikir sahibi olunsa da nihai sonugcla ilgili bir mutabakata varilmamistir.

Timor yapisinda, vaskiilarizasyonun zayif oldugu hipoksik ¢ekirdekte bulunan
anaerobik fermentasyon sonucu iretilen laktatin, dolasimin mevcut oldugu timor
bolgesindeki hiicrelere oksidatif solunum ara {iriinii olarak kullanildig1 bir “timdr
simbiyozu” diisiincesi de mevcuttur (Nakajima & Van Houten, 2013). KKH metabolik
profillerinin oksidatif olarak tespit edildigi hiicre hatlarinda bu durum, aerobik
KKH’ler ile anaerobik tiimor kitlesi arasinda bir etkilesim olarak da disiiniilebilir.
Bahsi gegen ihtimalde glikolitik aktivitenin durmasi, tiimor kitle dokusunun
kiiciilmesini saglayacagi gibi, bu dokuyla is birligi halinde ¢alisan KKH aktivitesinin

azalmasina da sebep olacaktir.
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2.7. Glikoliz

Glikoliz, toplamda 10 enzim tarafindan katalizlenen, glikozun piruvata
donilisiimii sonucu ortaya c¢ikan enerji ile ATP ve nikotinamid adenin diniikleotit
eldesinin saglandigi metabolik bir yolaktir. Glikoliz, enerji eldesi yoOniinden
bakildiginda oksidatif fosforilasyona kiyasla verimsizdir, ancak siire¢ boyunca ortaya
¢ikan ara metabolizma iiriinleri, farklt molekiillerin sentezlendigi yolaklara destek
saglamaktadir. 1890°da maya ekstrakti kullanilarak glikozdan etanole doniisiimii
saglayan Eduard Buchner, glikolizin hiicre disinda da gerceklesebilecek bir yolak
oldugunu kanitlamig ve yolaklarin yapay kosullarda olusturularak detayli bir sekilde
incelenebilecegini de herkese gostererek, bugiin bildigimiz anlamdaki biyokimyasal
yolak caligmalarinin Onciisii olmustur (Kohler, 1971). 20. yiizyilin baglarinda ise
Harden ve Young, ATP’nin diizenleyici etkisini ortaya ¢ikarmis ve F1,6BP’nin
yolaktaki roliinii kesfetmislerdir (Cornish-Bowden, 1997). Glikoliz yolaginin
tamamen ¢oziimlenmesi ise 1940’11 yillarda gerceklesmistir (Kresge, Simoni, & Hill,

2005).

2.8. Glikolizin Kontrol Basamaklari ve F2,6BP

Glikolizin 3 adet hiz sinirlayici basamagi bulunur. Bunlardan ilki, hiicreye
giren glikozu glikoz 6 fosfata ¢evirerek hiicre disina ¢ikisin1 engelleyen hekzokinaz
enzimidir. PFK-1 enzimi aracilifiyla F6P ve ATP’den F1,6BP ve ADP’nin elde
edildigi basamak, ikinci hiz sinirlayici kontrol noktasidir. PFK-1 glikolize has tek hiz
sinirlayict basamak oldugu i¢in biiyiik 6nem arz etmektedir. Son kontrol basamagi olan
fosfoenolpiruvat ve ADP’den piruvat ve ATP eldesinin gerceklestigi reaksiyonda ise

piruvat kinaz enzimi rol almaktadir.

F2,6BP, PFK-1’in bilinen en kuvvetli allosterik aktivatoridir. 1980'de PFK
izerine yapilan bir calismada, glukagon hormonunun hepatositlerde PFK iizerinde
olusturdugu baskilayict etkinin, jel filtrasyonundan ge¢mis karaciger ekstratlarinda
kayboldugu fark edilmis; ultrafiltrasyonla elde edilen diisiik molekiiler agirliga sahip
bir fraksiyonun bu etkiden sorumlu oldugu kesfedilmistir (Van Schaftingen, Hue, &
Hers, 1980a). PFK stimiilatorii bu molekiiliin, alkalen fosfatazla ve diliie asitle
parcalanabildigi; ayrica F1,6BP'ye ¢cok yakin bir molekiiler agirliga sahip oldugu tespit
edilmistir (Sekil - 7). Bu calismalarin ardindan, kesfedilen molekiil F2,6BP olarak
tanimlanmistir (Van Schaftingen, Hue, & Hers, 1980b).
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Sekil - 7: F1,6BP (National Center for Biotechnology Information, 2021b) ve F2,6BP (National
Center for Biotechnology Information, 2021a) molekiillerinin iki boyutlu yapilari.

2.9. PFKFB izoenzimleri

F2,6BP molekiiliiniin yapim ve yikimi PFKFB gen ailesine ait enzimler
tarafindan kontrol edilmektedir. Cift fonksiyonlu olarak gorev yapan bu enzimler,
birbirinden bagimsiz olarak calisan iki farkli domaine sahiptir (Rider et al., 2004).
Enzimin bir ucu kinaz domaini, diger ucu da fosfataz domaini olarak faaliyet
gostermektedir (Hasemann, Istvan, Uyeda, & Deisenhofer, 1996). Kinaz domaini
enzimin N-terminalinde (Kurland, Chapman, Lee, & Pilkis, 1995), fosfataz domaini
ise C-terminalinde bulunmaktadir (L. Li, Lin, Pilkis, Correia, & Pilkis, 1992). PFKFB
izoenzimleri PFKFB1-4 genleri tarafindan kodlanmaktadir. Karaciger, kalp ve fetal
izoenzimleri PFKFB1 (Olson, Uyeda, & McBride, 1989), kalp izoenzimi PFKFB2
(Hilliker et al., 1991), plasental izoenzim PFKFB 3 (Manzano et al., 1998; Nicholl,
Hamilton, Sutherland, Sutherland, & Watts, 1997) ve testis izoenzimi PFKFB4

(Manzano et al., 1999) geni tarafindan kodlanmaktadir.

Kanser tiirlerinde PFKFB1 izoenziminin etkisi iizerine fazla calisma
bulunmamakla birlikte, kanser hiicrelerinde PFKFB1 overekspresyonu
gozlenmemistir (Bartrons et al., 2018). Yine de, biitiin PFKFB izoenzimleri, belirli
kanser tiplerine gore degisen bazal seviyelerde eksprese edilmekte ve in vivo ortamda
hipoksiye degisik seviyelerde yanit vermektedir (O. Minchenko, Opentanova, & Caro,
2003).
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PFKFB2 izoenzimi meme, pankreas, serviks ve akciger kanseri hiicre
hatlarinda mRNA ve protein seviyesinde eksprese edilmektedir. Pankreatik
adenokarsinomalarda F2,6BP seviyesinin korunmasi, glikolitik aktivite ve
proliferasyon i¢cin PFKFB2 ekspresyonu gereklidir (Ozcan et al., 2020).
(Novellasdemunt et al., 2013)'in yaptig1 ¢alismada amino asitler tarafindan stimiile
edilen Aktnin PFKFB2 fosforilasyonuyla F2,6BP sentezini uyardigi gozlenmistir.
Ayrica, ovaryum ve meme kanserinde, tiimor baskilayici protein 53 (TP53)Yin
mutasyona ugramamis hali bulunan hiicrelerde PFKFB2'nin baskilanmasi,

kemoterapotik ajan olan paklitaksele duyarliligi artirmistir (Yang et al., 2019).

Kinaz/fosfataz aktivite oran1 en yiiksek izoenzim olan PFKFB3 (Sakakibara et
al., 1997; S. Yan et al., 2019), kanser enerji metabolizmasinda iizerine en ¢ok
calisilmig olan izoenzimdir. Meme kanseri (Peng et al., 2018), tiroit ve ovaryum
karsinomu (Atsumi et al., 2002) akciger adenokarsinomu (X. Li et al., 2018) ve gastrik
kanser (J. Han, Meng, Xi, Wang, & Wu, 2017) tiplerinde yiiksek miktarda PFKFB3
ekspresyonu goriilmiistiir. Ayrica; prostat (J. Wang et al., 2019), kolon (S. Yan et al.,
2019), meme (O’Neal et al., 2016) gibi farkli kanser tiplerinde, PFKFB3iin terapotik

hedef olarak alindig1 ¢calismalar mevcuttur.

PFKFB3, enerji metabolizmasini diizenlemenin yanisira; hiicre siklusunu,
apoptozu ve malignant transformasyon belirteci olan tutunma bagimsiz biliylimeyi
kontrol eder (Calvo et al., 2006). PFKFB3 inhibisyonu, apoptozu tetikleyen protein
27'nin (p27), hiicre siklusu dongiisiinde goérevli enzim siklin bagimli kinaz 1 tarafindan
fosforilasyonunu azaltir. Artan p27, G1 fazindan S fazina gegisin bloklanmasina ve

apoptozun indiiklenmesine neden olur (Yalcin et al., 2014).

PFKFB3 embriyogenez agamasinin basariyla tamamlanmasinda onemli role
sahiptir. Fare embriyogenezi esnasinda PFKFB3'lin genetik olarak inhibisyonu sonucu
olusan fonksiyon kaybi; diger izoenzimler tarafindan telafi edilememekte ve

embriyonik 6liim ger¢eklesmektedir (Chesney et al., 2005).

PFKFB3 ekspresyonu baskilanmasinin, uygulanan diger tedavi yontemlerinin
etkisini artirabilecegini gosteren ¢aligmalar da mevcuttur. Timor endotelyal
hiicrelerde yiiksek miktarda tespit edilen PFKFB3 ekspresyonunun baskilanmasi;

timor ici vaskiilerizasyonun normallesmesine, buna bagli olarak kemoterapinin
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etkisinin artmasina ve metastazin azalmasina neden olmaktadir (Cantelmo et al.,

2016).

Hipoksi ile indiiklenen faktor 1 - alfa ile indiiklenen PFKFB4 (O. H.
Minchenko et al., 2005; H. Zhang et al., 2016), ¢esitli kanser hiicre hatlarinda enerji
metabolizmasini kontrol eden bir diger izoenzimdir. Akciger, pankreas, meme, prostat
ve kolon hiicre hatlarini kapsayan bir calismada, PFKFB4'iin kiigiik interferans RNA's1
(siRNA) ile baskilanmasi, yedi hiicre hattinin altisinda intraseliiler F2,6BP'i azaltmus;
PFKFB4 overekspresyonu ise incelenen biitiin hiicre hatlarinda F2,6BP seviyesini
artirmigtir (Chesney et al., 2014). PFKFB4 ekspresyon artiginin, belirli kanser
tiirlerinde kotiiye gitmeye meyilli prognozla da iliskili oldugu goriilmiistiir (Trojan,
Piwowar, Ostrowska, Laidler, & Kocemba-Pilarczyk, 2018; G. Wang, Li, Xue, &
Dong, 2020).

Farkli kanser tiirlerinde yapilan ¢calismalarda PFKFB4 baskilanmasinin tiimér
gelisimine negatif etkide bulundugu tespit edilmistir. Tiroit kanser hiicrelerinde,
mRNA ekspresyonu artig1 gozlenen PFKFB4’{in baskilanmasi durumunda hiicrelerde
canlilik ve koloni olusturma kabiliyetinde azalma goriilmiistiir (Lu et al., 2020). Akut
monositik 16semide PFKFB4 baskilanmasi, hiicre biiylimesini inhibe etmis ve ilagla

indiiklenen apoptoza hassasiyeti artirmistir (G. Wang et al., 2020).

PFKFB4 aktif glikolitik tiimorlerde bir protein kinaz olarak da faaliyet
gosterebilmektedir. PFKFB4, meme tlimorlerinde onkojenik streoid reseptor
koaktivator 3'i fosforilasyon ile aktive eder ve glikolitik akisi purin sentezine

yonlendirir (Dasgupta et al., 2018).

2.10. Kanser Kok Hiicrelerde PFKFB izoenzimleri

PFKFB mRNA ekspresyon analizleri, kanser hiicreleri ve KKH'ler arasinda
ilging bir model ortaya koymaktadir. KKH'ler, kanser hiicreleriyle karsilastirildiginda
PFKFB3 ekspresyonunda birkag kat artis oldugu gozlenmistir. Kanser hiicreleri ve
KKH'lerdeki PKFB3 ekspresyon profilindeki farkliliklarin, kanser hiicrelerinin kok
hiicre benzeri veya farklilasmis hiicre fenotiplerinden kaynaklandigi ve kanser
hiicrelerini KKH'lerden ayirmanin bir yolunu icerdigi diisiiniilmektedir (Cieslar-

Pobuda et al., 2015).
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Gliomalarda RNA interferans yontemiyle yapilan calismalarda, KKH'lerde
PFKFB4 mRNA ekspresyonu, normal beyin dokusuna kiyasla 10 kat daha yiiksek
bulunmus, PFKFB4 baskilanmasi1 beyin KKH canliligini, laktat ve ATP iiretimini
azaltmistir. Tiimor Orneklerinde PFKFB4 mRNA ekspresyonlar1 yiliksek bulunan
glioblastoma hastalarinin hayatta kalma siirelerinin, diisiik bulunan gruba kiyasla

belirgin derecede daha kisa oldugu tespit edilmistir(Goidts et al., 2012).
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. Gerecler
3.1.1. Hiicre Kiiltiirii Icin Kullanilan Malzemeler
Adherent hiicre kiiltiirlerinde kullanilan besi yerleri, katki maddeleri ve
manipiilasyonlar esnasinda kullanilan soliisyonlar, iiretici firmalar1 ve katalog

numaralari ile Tablo - 2°de gosterilmektedir.

Kimyasal Ureten firma Uriin mensei | Katalog no
Dulbecco  tarafindan  modifiye | Capricorn Scientific Almanya DMEM-HA
edilmis Eagle Medyum (DMEM)

Fotal Sigir Serumu (FBS) PAN-Biotech Almanya P30-3306
At Serumu Biological Industries Israil 4-004-1A
Tripsin — Etilendiamin tetraasetik | Multicell Kanada 325-043-EL
asit (EDTA) (0.25 % -- 2.21 mM)

Tripan Mavisi (0.4%) Gibco A.B.D. 15250-061
Etanol Merck Almanya 1009832511
Penisilin Streptomisin (100x) Capricorn Almanya PS-B

PBS Stock Solution (20X) Thermo A.B.D. 28344

Tablo - 2: Adherent hiicre kiiltiiriinde kullanilan malzemeler.
Yiizen hiicre Kkiiltiirlerinde KKH iiretimi amaciyla besiyeri ve ilave

malzemeler, iiretici firmalar ve katalog numaralar ile Tablo - 3’te gdsterilmektedir

Kimyasal Ureten firma Uriin mensei | Katalog no
DMEM —-F12 (1: 1) (1X) Gibco A.B.D. 11320-033
Insan Epidermal biiyiime faktorii (EGF) BioVision A.B.D. 4022-500
Insan Fibroblast biiyiime faktorii (FGF-2) BioVision A.B.D. 4037-50
B27 Gibco A.B.D. 17504-044
Insan insulini Humulin

Heparin (0.2%) Stemcell Technologies | Kanada 7980
Penisilin Streptomisin (100x) Capricorn Almanya PS-B

Tablo - 3: Yiizen hiicre kiiltiiriinde kullanilan malzemeler.
Hiicrelerin yikanmasinda kullanilan fosfat tamponlu tuz (PBS) ¢6zeltisi, 20X

PBS c¢ozeltisi distile su ile 20 kat sulandirilip otoklavda sterilize edilerek hazirlandi.

3.1.2. siRNA Transfeksiyonu I¢in Kullanilan Malzemeler

Gen ekspresyonunu siRNA transfeksiyonu ile baskilamada lipofeksiyon
islemine bagvuruldu ve tasit olarak Lipofectamine RNAIMAX kullanildi.
Transfeksiyon isleminde kullanilan siRNA molekiilleri Tablo - 4’te gosterilmektedir.

siRNA Ureten firma | Uriin mensei | Katalog no
Kontrol siRNA | Thermo A.B.D. 4390847
PFKFB4 Thermo A.B.D. 4390824

Tablo - 4: Transfeksiyon isleminde kullanilan siRNA’lar.
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3.1.3. Protein izolasyonu ve Iimmiinoblotlamada Kullanilan Malzemeler

Protein lizasyonunda Radyoimmiinopresipitasyon analizi (RIPA) c¢ozeltisi
(25mM TrisHCI (pH 7.6), 150mM NaCl, 1% NP-40,1% sodyum deoksikolat, 0.1%
sodyum dodesil siilfat (SDS)) kullanildi. Kullaniom oncesinde RIPA ¢d6zeltisine,
proteaz ve fosfataz inhibitor karisimi 1: 100 diliisyon kullanilarak ilave edildi. Protein
konsantrasyonu, kolorimetrik bir yontem olan bikinkoninik asit metodu ile (BCA),

imalatg1 protokolii takip edilerek 6l¢iildii (Thermo, Kat. No: 23227).

Tris tamponlu tuz, Tween 20 (TBS-T) ¢ozeltisi; 200 mM Tris, 1,5 M Sodyum
kloriir ve %1 Tween-20 ve pH dengeleme amaciyla hidroklorik asit kullanilarak 10X
depo soliisyon seklinde hazirlandi. Kullanim i¢in 1X olacak sekilde 10 kat diliisyon
uygulandi. Western Blot protein yiirlitme ¢ozeltisi, 10x Tris/Glycine/SDS Buffer
sollisyonuna 10 kat diliisyon uygulanarak kullanildi. Western Blot protein transfer
cozeltisi, Transfer Buffer ¢ozeltisi; 10X Tris /Glycine Buffeer depo soliisyonundan
alman 1 birim, 7 birim distile su ve 2 birim metanol ile 10 kat diliie edildi. Western
Blot bloklama ¢ozeltisi olarak %0,1 TBS-T’de ¢ozdiiriilmiis %5 yagsiz siit tozu
kullanildi.  Cozeltilerin ~ hazirlanmasinda  kullanilan

kimyasallar ve diger

immiinoblotlama gerecleri; tiretici firmalar1 ve katalog numaralar ile Tablo - 5’te

gosterilmektedir.
Kimyasal Ureten firma Uriin mensei | Katalog no:
RIPA Lysis and Extraction Buffer Thermo A.B.D. 89901
Protease/Phosphatase Inhibitor Cocktail (100X) Cell Signaling Technologies A.B.D. 5872
Tris Invitrogen A.B.D. 15504020
Sodyum Kloriir Merck Almanya 1064041000
Tween 20 Merck Almanya 8221840500
Hidroklorik asit (%30) Merck Almanya 1.00318.1000
10x Tris/Glycine/SDS Buffer Bio-Rad A.B.D. 1610772
10x Transfer Buffer Thermo A.B.D. 35045
Mini — PROTEAN TGX Gel Bio — Rad A.B.D. 4561043
PVDF membran Millipore A.B.D. IPVH00010
%S5 Yagsiz siit tozu Sigma A.B.D. M7409
Molecular Biology Water Lonza Isvicre BES51200
Luminata Forte HRP Substrate Merck Almanya WBLUF0500
ECL Prime GE Healthcare A.B.D. RPN2232

Tablo - 5: Western Blot analizlerinde kullanilan kimyasallar.
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Western Blot analizinde kullanilan antikorlar, iiretici firmalar1 ve katalog

numaralari ile Tablo - 6’da gosterilmektedir.

Antikor Ureten Firma Uriin mensei | Katalog no
PFKFB2 Bioss AB.D. bs-5005R
PFKFB3 Proteintech A.B.D. 13763-1-AP
PFKFB4 Abgent A.B.D. AP8154C
B-aktin Cell Signaling A.B.D. 8H10D10
GAPDH Cell Signaling AB.D. 14C10

CD24 ABclonal A.B.D. A17444

CD44 Novusbio AB.D. NBP1-47386SS
HRP-konjuge sekonder goat-anti rabbit Cell Signaling A.B.D. 7074S
HRP-konjuge sekonder goat-anti mouse Cell Signaling AB.D. 7076

Tablo - 6: Western Blot analizinde kullanilan antikorlar.

3.1.4. mRNA Ekspresyon Analizlerinde Kullanilan Malzemeler

Toplanan hiicrelerden, GeneJet RNA Purification Kit kullanilarak ve imalatci
protokolii takip edilerek RNA’lar izole edildi (Thermo, Kat No: K0731). Ters
transkripsiyon (reverse transcription, RT) metodu ile Komplementer DNA (cDNA)
eldesi High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, 4368814,
A.B.D.) ile, imalatc1 protokolii takip edilerek gerceklestirildi.

Ters transkripsiyon kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
qPCR) ile mRNA ekspresyonu analizi i¢in, TagMan sistemi kullanildi (Heid, Stevens,
Livak, & Williams, 1996). Bu sistem, hedef gen icin liretilen komplementer DNA
(cDNA) ’ya spesifik bir ¢ift PCR primer ve floresan ile isaretlenmis probdan
olugmaktadir. ¢cDNA amplifikasyonu; TagMan Gen Ekspresyon Master Mix
(Invitrogen; Kat. No. 4369016) kullanilarak gergeklestirildi

RT-gqPCR isleminde kullanilan problar ve katalog numaralar1 Tablo - 7’de
gosterilmektedir. Problarin tamami Applied Biosystems (A.B.D.)’dan temin edildi.

Prob Katalog no
PFKFB1 | Hs00997227_ml
PFKFB2 | Hs01015408_ml
PFKFB3 | Hs00998700_ml
PFKFB4 | Hs00894603_ml
OCT4 Hs04260367_gH
SOX2 Hs01053049_s1
NANOG | Hs02387400_gl
KLF4 Hs00358836_m1
GAPDH | Hs02786624 gl

Tablo - 7: RT-qPCR’da kullanilan problar.
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3.1.5. Flow Sitometride Kullanilan Malzemeler

Hiicreler, analiz islemi i¢in IsoFlow (Beckman Coulter; Kat. No: 8547008)
isimli izotonik bir ¢ozeltide ¢ozdiiriildii. Flow sitometride kullanilan antikorlar ve

katalog numaralari Tablo - 8’de gosterilmektedir. Antikorlarin tamami BD

(A.B.D.)’den temin edildi.

Antikor Katalog no:
APC anti-human CD44 559942
PE anti-human CD24 555428

Tablo - 8: Flow sitometri 6l¢timlerinde kullanilan antikorlar.

3.1.6. Fruktoz 2,6 Bisfosfat(F2,6BP) Ol¢iimiinde Kullanilan Malzemeler

Olg:iimde kullanilan kimyasallar, {iretici firmalar1 ve katalog numaralar ile

Tablo - 9°da gosterilmektedir.

Kimyasal Ureten firma Uriin mensei Katalog no
Asetik asit Honeywell AB.D 27225
4-(2-hidroksietil)- 1 -piperazineetansulfonik asit (HEPES) Merck Almanya 391340
Tris Invitrogen A.B.D. 15504020
Magnezyum asetat Sigma A.B.D. M5661
F6P Sigma AB.D. F3627
Nikotinamid diniikleotid Sigma A.B.D. N9410
PFK-1 Sigma AB.D. F6803
Aldolaz Sigma A.B.D. A2714
Gliserol-3-fosfat dehidrojenaz Sigma AB.D. 10127779001
Triozfosfat izomeraz Sigma A.B.D. T6258
Pirofosfat Sigma A.B.D. 221368
F2,6BP standard soliisyonu Sigma AB.D. 47822
Tablo - 9: F2,6BP 6l¢iimiinde kullanilan kimyasallar.
3.1.7. Cahismalarda Kullanilan Cihazlar
Calismalarda kullanilan cihazlar Tablo - 10’da gosterilmektedir.
Cihaz ad1 Marka/model Uretici firma Mensei
Steril kabin Bio II Advance Telstar Ispanya
Santrifiij NF1200R Niive Tirkiye
Santrifiij 3K30 Sigma A.B.D.
Otoklav OT40L Niive Tiirkiye
Otomatik Is1 Blogu MyGenie96 Bioneer Giiney Kore
RT-qPCR cihazi Applied Biosystems StepOne Plus A.B.D.
UV Goriintiileme cihazi ChemiDoc MP BioRad A.B.D.
Gii¢ kaynag1(300 Volt) VWR Avantor A.B.D.
Spektrofotometre Epoch Biotek A.B.D.
Manyetik Karistirict MSH 300 Biosan Tiirkiye
Hassas Terazi CPA225D Sartorius Almanya
Saf Su Cihazi Simplicity Millipore AB.D.
Blok Isitict TS-100 Biosan Tirkiye
Invert Mikroskop 3032 AccuScope A.B.D.
Inkiibator Incusafe Panasonic Japonya

Tablo - 10: Calismalarda kullanilan cihazlar.
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3.2. Yontemler
3.2.1. Hiicre Kiiltiirii
3.2.1.1. Adherent Hiicre Kiiltiirii

Calismada model olarak PDAK (PANC-1, ATCC, Kat. No. CRL-1469; Mia
PaCa-2, ATCC, Kat. No. CRL-1420) ve meme (MCF-7, ATCC, Kat. No. CRL-3435)
hiicre hatlar1 kullanildi. PANC-1 hiicreleri %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin
cozeltisi ve 4,5 g/L glikoz iceren DMEM besi yerinde; Mia PaCa 2 hiicreleri %10 FBS,
%2,5 at serumu, %1 penisilin/streptomisin ¢ozeltisi ve 4,5 g/L glikoz iceren DMEM
besi yerinde ¢ogaltildi. MCF-7 hiicrelerinin ¢ogaltilmasinda ise %10 FBS, %1
penisilin/streptomisin ¢ozeltisi ve 4,5 g/L glikoz iceren DMEM besi yeri kullanildu.
Deneyler sirasinda hiicreler, steril hiicre kiiltiirii flask ve plakalarinda 37°C ve %5
CO2’ye ayarli nemli inkiibatdrde tutuldu. Pasajlama i¢in, hiicreler steril 1X PBS ile
yikand1 ve Tripsin/EDTA ile flasklarin tabanindan kaldirildu.

3.2.1.2. Yiizen Hiicre Kiiltiirii

Yiizen hiicre kiiltiirii olusturularak elde edilen kiireler, KKH 6zelligine sahip
hiicre popiilasyonu agisindan zengindir (Ponti et al., 2005). Bu nedenle, PANC-1, Mia
—PaCa 2 ve MCF-7 hiicre hatlarinda adherent olarak tretilen hiicrelerin bir kisminin,
KKH iceren popiilasyonun total popiilasyona oranini artirmak amaciyla ULA
plakalarda, kiire olusturarak tiremesi saglandi. Hiicre kiiltiirlinde pasajlama esnasinda
tripsinle kaldirilan hiicrelerin bir kismi1 ayrilip santrifiij edilerek besi yeri uzaklastirildi
ve KKH besiyeri olarak hazirlanan %2 B27 Serumsuz Katki, 20 ng/ml EGF
Rekombinant insan Protein soliisyonu, 10 ng/ml FGF Rekombinant insan Protein
Soliisyonu, %1 penisilin/streptomisin soliisyonu ve 2 pg/ml %0,2 Heparin igeren 1: 1
DMEM-F12'de ¢ozdiiriildii. Hiicre slispansiyonunu 300xg’de 5 dakika santrifiij
edildikten sonra siipernatanti uzaklastirildi. Pellet 3 ml hacimde KKH besi yeri
icerisinde ¢ozdiiriildii. Hiicreler Thoma laminda sayildiktan sonra, siispansiyon hacmi
mililitrede 1x10° hiicre olacak sekilde yeniden ayarlandi. Hiicreler, mililitrede 1x10*
hiicre olacak sekilde, 6 kuyulu ULA plakanin her bir kuyusuna, 4 ml KKH besi yeri
stispansiyonu igerecek sekilde ekildi. 7 giin inkiibe edilen hiicrelere, ekimin 3. giiniinde

2 mililitre KKH besi yeri eklendi.

Kiireler, 7. giiniin sonunda 15 ml’lik santrifiij tiipiine aktarildi. Kiirelerin

yercekimi ile ¢okmeleri i¢in santrifiij tiipii oda sicakliginda 10 dakika bekletildi.

30



Stipernatant, tliplin dibinde yaklagik 200 pl besiyeri kalincaya kadar uzaklastirildi.
Tiipe 7 ml PBS eklenip 10 dakika bekletildikten sonra siipernatant, tiipiin dibinde
yaklasik 200 pl PBS kalincaya kadar uzaklastirildi. Tiipe 1 ml Tripsin —EDTA
eklenerek 2 dakika, oda sicakliginda bekletildi. Tripsin ile muamele etme asamasinda
30 saniyede bir pipetaj yapilarak kiireler silispanse halde tutuldu. Tekli hiicre
stispansiyonu olusturmak i¢in 1000 pl lik pipet ucuyla kiirelere pipetaj yapildi. Pipetaj
islemi sonras1 KKH besi yeriyle tripsin notralize edildi. Hiicre sayist ve canlilik orani
belirlendikten sonra, hiicre siispansiyonu 300xg’de 5 dakika santrifiij edildi.
Siipernatant atildiktan sonra 1x10° hiicre/ml olacak sekilde KKH besi yeri ile yeniden
siispanse edildi. Hiicreler ULA plakaya, 1x10* hiicre/ml olacak sekilde 4 ml KKH besi

yeri siispansiyonu seklinde yeniden ekildi.

3.2.2. siRNA Transfeksiyonu

Transfeksiyon isleminde lipofeksiyon tasiti1 olan Lipofecatamine RNAIMAX,
imalatc1 protokolii uygulandi. DMEM kullanilarak farkl tiiplerde seyreltilen siRNA
ve tasit, yeni bir tiipte 1: 1 oraninda karistirildi ve siRNA (30 nM) transfeksiyon
cozeltisi elde edildi. Bu karigim, yaklasik %50 yayginliga sahip hiicrelere besi yeri

degisiminin ardindan biitiin ylizeye esit sekilde damlatilarak uygulandi.

3.2.3. mRNA Ekspresyon Analizleri

Hiicre orneklerinden RNA saflastirma kiti kullanilarak izole edilen toplam
RNA miktari, 260 nm’de spektrofotomerik ol¢iimle belirlendi. RNA daki mRNA
fraksiyonundan cDNA eldesi c¢DNA ters tranksripsiyon Kkiti kullanilarak
gerceklestirildi. Elde edilen cDNAlar ilgili genlerin ekspresyonlarin kantitasyonu
i¢cin gerceklestirilecek RT-qPCR analizinde alip olarak kullanildi. 1 yg total RNA,
oligo dT primer, deoksiniikleotid trifosfat, ters transkriptaz ve RNaz inhibitorii igeren
20 yl'lik karisim 25°C/10 dakika (Asama 1), 37°C/120 dakika (Asama 2) ve 85°C/5
dakika (Asama 3)’ ya ayarli PCR programinda RT islemine tabi tutuldu.

1: 20 oraninda diliie edilmis cDNA, GoTaq Master Mix karisimi ve tespit
edilecek gene ait prob igeren karisim, 95°C/20 saniye (Asama 1), 95°C/1 dakika
(Asama 2) ve 60 °C/20 saniye (Asama 3) programina ayarli RT-qPCR cihazinda
reaksiyona tabi tutuldu. Ikinci ve {iciincii asamalar, 45 kere tekrarlandi. Reaksiyonlar

StepOnePlus cihazi kullanilarak gerceklestirildi ve StepOne Software versiyon 2.3 ile
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analiz edildi. Elde edilen amplifikasyon egrilerinden dongii esigi (Ct) degerleri
kullanilarak hedef genlerin mRNA ekspresyon diizeylerindeki nispi degisimler 242t
metodu ile hesaplandi (Livak & Schmittgen, 2001). Hesaplamalarda gliseraldehit 3-

fosfat dehidrojenaz (GAPDH) probu internal amplifikasyon kontrolii olarak kullanildi.

3.2.4. Protein izolasyonu ve Western Blotlama

3.2.4.1. Total Protein izolasyonu

Adherent hiicre gruplarinda, hiicreler tripsin ile kaldirildiktan sonra +4° C’de santrifiij
edilerek hiicre pelleti elde edildi. Kiire hiicrelerinde ise, kiireler dibe ¢oktiiriildiikten
sonra tripsinizasyon ve pipetaj uygulanarak parcalandi; elde edilen hiicre siispansiyonu
+4° C’de santrifiij edilerek hiicre pelleti elde edildi. Pelletlere protein lizis ¢ozeltisi
eklenerek c¢ozelti icinde ¢oOziinene kadar pipetaj uygulandi. Elde edilen protein
cozeltileri 15 dakika buzda bekletildikten sonra, membran ve ¢ozeltide erimeyen
atiklarin dibe ¢oktiiriilmesi i¢in 15000xg’de, 4 C’de 10 dakika santrifiij edildi.
Siipernatant, total protein lizat1 olarak ayristirildi. Ornekler arasinda total protein
konsantrasyonu yoniinden fark olugsmamasi amaciyla, protein eldesinin ardindan
protein konsantrasyonu, BCA metodu ile 6l¢iildii. 30 dakika 37°C’de inkiibasyonun
ardindan, mikroplaka okuyucu cihazda 562 nm dalga boyu kullamilarak optik
absorbans degerleri elde edildi. Bu sonuglar, standart grafigine gére konsantrasyon
degerlerine cevrilerek orneklerin protein konsantrasyonlari lizis ¢ozeltisi ile esitlendi
(Sekil - 8). Ardindan Western blot analizi i¢in SDS- Poliakrilamid Jel Elektroforezi
yukleme tamponu ile 1: 1 oraninda karistirilarak 95°C’de 5 dakika siireyle denatiire

edildi.
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Sekil - 8: Protein konsantrasyon olciimiinde referans olarak kullamlan BCA standart
soliisyonunun absorbans/konsantrasyon grafigi.

3.2.4.2. Western Blotlama

Esit miktarda protein iceren (25 pg) ornekler, %10 Mini — PROTEAN TGX
poliakrilamid jellere yiiklendi. Elektroforezin ardindan jeller, polivinilidin floriir
(PVDF) membranlara transfer edildi. Transfer sonrasinda membranlar Western Blot
bloklama ¢ozeltisi ile 1 saat siireyle bloklandi. Membran iizerindeki ilgili proteinler
spesifik primer antikorlar ve Bayir Turpu Peroksidazi (HRP)-konjuge sekonder goat-
anti rabbit veya goat-anti mouse IgG ile inkiibe edilip kemiliiminesans ayirag ile
muamele edildikten sonra goriintiileme cithazinda analiz edildi. Primer antikorlarda
1/500-1000 diliisyon kullanildi. Sekonder antikor i¢in diliisyon orani 1/5000-30000
olarak belirlendi. Membranlar primer antikorlarda +4°C'de gece boyu, sekonder
antikorlarda ise oda 1sisinda 1 saat bekletildi. Antikor inkiibasyonlarindan sonra

membranlarin yikanmas1 TBS-T ile yapildi.

3.2.5. Flow Sitometri

Ayrigtirilarak tek hiicre siispansiyonu haline getirilen adherent ve yiizen
hiicreler, 1x10° /1 ml yogunlukta olacak sekilde, ¢ogaltilmalari esnasinda kullanilan
besi yerlerinde ¢ozdiiriildii. Her hiicre grubu i¢in iki farkl tiip olusturuldu. Hazirlanan
hiicre siispansiyonundan iki ayr1 tiipe 100 ul eklendi. ilk tiip, hiicre kontrolii olarak
kullanilmak {izere bos birakild1. Ikinci tiipe, allofikosiyanin (APC) anti-mouse CD44
ve fikoeritrin (PE) anti-mouse CD24 antikorlari sirasiyla 1: 200/1: 20 konsantrasyonda

eklendi ve oda sicakliginda, karanlik ortamda 15 dakika bekletildi. 1nkﬁbasy0nun
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ardindan 500xg’de 5 dakika boyunca santrifiij edilen hiicrelerin silipernatantlar
uzaklastirilarak, 1 ml izoflow ¢ozeltisi icinde yeniden ¢ozdiiriildii ve flow sitometri
cihazinda analiz edildi (Beckman Coulter Navios EX). Cihazdan alinan veri Kaluza
Analysis versiyon 2.1 ile islendi. Calismada, KKH profili olarak MCF-7 hiicre hatti
icin CD24*/CD44" (Al-Hajj et al., 2003), MIA PaCa-2 hiicre hatt1 icin CD247/CD44*
(Gradiz et al., 2016), PANC-1 hiicre hatt1 i¢in de CD24*/CD44* (Yin et al., 2011)

ylizey markorii profili kullanildi.

3.2.6. Fruktoz-2,6-Bisfosfat Olciimii

Hiicreler soguk PBS ile iki kez yikandiktan sonra 100 mM NaOH
soliisyonunda 80 °C’de 5 dk lize edildi. 1 M asetik asit ve 1 M HEPES kullanilarak
lizatlarin pH’s1 7.2 olacak sekilde ayarlandi. Orneklerin Fru-2,6-BP konsantrasyonu,
(Schaftingen & Hers, 1980)’in protokoliinden uyarlanan yontemle kinetik
spektrofotometrik olarak belirlendi. Kisaca, 6rnekler 25 °C’de 10 dakika boyunca; 50
mM Tris, 2mM Mg+2’1 mM Fruktoz-6-fosfat, 0,15 mM nikotinamid dintiikleotid, 10
kU/1 Pirofosfat-bagli PFK-1, 0,45 kU/I aldolaz, 0,5 kU/I tirozfosfat izomeraz, 1,7 kU/1
gliserol-3-fosfat dehidrojenaz ve 0,5 mM pirofosfat bulunan ortamda inkiibe edildi.
0,5 mM pirofosfat eklenmesiyle baglatilan reaksiyon boyunca dakikada bir 339
nanometre dalga boyunda absorbans degerleri 6lgiildii. Orneklerin Fru-2,6-BP
konsantrasyonlari, dl¢iilen standartlara gére hazirlanmig grafige gore hesaplandi (Sekil

- 9) ve total protein diizeylerine normalize edildi.

}=-635-347x
- -1, p=0.0027

Absorbans

-30

-40

0.2 0.4 0.6 0.8
Konsantrasyon

Sekil - 9: F2,6BP standart absorbans degisim hizi/konsantrasyon grafigi.
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3.2.7. Yumusak Agarda Koloni Formasyonu

Yumusak agar deneyleri, hiicrelerin yiizeye tutunmadan yar1 kat1 bir ortamda
3 boyutlu tireyerek koloni olusturma potansiyellerinin degerlendirildigi ¢alismalardir.
Koloni olusumu sonucu gézlemlenen klonojenik aktivite, deney grubundaki KKH

popiilasyonunun bir indikatorii olarak goriilebilir (Rajendran & Jain, 2018).

6 kuyulu hiicre kiiltiirii plakasina, %0,6 yogunlukta agaroz igeren besiyerinden
1,5 ml olacak sekilde eklendi ve oda sicakliginda katilagincaya kadar bekletildi.
Ardindan, %0,3 konsantrasyonda agaroz ve 7500 hiicre/kuyu yogunlugunda hiicre
iceren besiyeri hazirlandi. Agaroz-hiicre karigimi, donmus %0,6 agaroz-besiyeri igeren
her bir kuyuya 1,5 ml eklendi. Hiicreler 45 dakika oda 1sisinda birakildiktan sonra
inkiibatorde 3 hafta boyunca c¢ogaltildi. Kuyulara haftada bir kez besi yeri ilavesi
yapildi. 3 haftanin ardindan, kuyulardaki sivi besi yeri uzaklastirildi ve %0.2 kristal
viole ¢ozeltisi eklendi. Yarim saat sonra boya uzaklastirildi ve kuyular PBS ile yikandi.
Boyanan kolonilerinn gdriintiileri kaydedildi; koloniler Image J versiyon 1.53e

(Schneider, Rasband, & Eliceiri, 2012) ile say1 ve ¢ap yoniinden incelendi.

3.2.8. Klonojenik Analiz

Tiimdr hiicrelerinde onkojenik potansiyelin tespiti amacina yonelik bir diger
deney de klonojenik analizdir. Yumusak agar koloni formasyonundan farkli olarak bu
deneyde, hiicre kiiltiirii plakalarina adherent olarak ekilen hiicrelerin koloni olusturma

potansiyeli gozlenmektedir.

Hiicreler 24 kuyulu hiicre plakalarina, 300 hiicre/kuyu olacak sekilde ekilerek
7 giin boyunca inkiibatorde ¢ogaltildi. Hiicrelerin besi yerleri en az 3 giinde bir
degistirildi. Bir haftalik inkiibasyonun ardindan, kuyulardaki besi yeri uzaklastirilarak
hiicreler metanol ile -20° C’de 10 dakika siireyle fikse edildi. Fiksasyon islemini
takiben, kuyulara metanolde ¢ozlinmiis %0.2 kristal viole ¢ozeltisi eklenerek 10
dakika boyunca bekletildi. Boya uzaklastirildiktan sonra kuyular PBS ile yikandi.
Kolonilerin mikroskopik ve makroskopik gortintiileri kaydedildi; koloniler Image J

versiyon 1.53e (Schneider et al., 2012) ile say1 ve ¢ap yoniinden incelendi.
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3.2.9. invazyon Analizi

Invazyon kabiliyeti, KKH’ler i¢in ay1rict olan 6zelliklerden biridir (Mani et al.,
2008; Thomas et al., 2016). Bu analizde; in vitro ortamda bazal lamina kosullarini
olusturabilen Matrigel (Corning; Kat. No. 354234) ve 24 kuyulu, 8 ym Polietilen
tereftalat membran bulunduran Boyden invazyon hazneleri (Corning; Kat. No.

354578) kullanilarak, hiicrelerin invazyon kabiliyeti kiyaslandi.

Invazyon haznelerinin tabani, 1 pg/ml konsantrasyona seyreltilmis olan
Matrigel ile kaplandi ve 2 saat siireyle inkiibe edildi. Tripsinizasyon ile kaldirilan ve
%0,5 FBS igeren besi yerinde ¢ozdiiriilen hiicreler, 500 pl besi yerinde 50000 hiicre
olacak sekilde seyreltilerek, invazyon haznelerinin iist bdlmelerine aktarildi.
Haznelerin alt bolmelerine, kemoatraktan olarak 750 pl %10 FBS igeren besi yeri
eklendi ve hiicreler 37 °C’de % 5 CO2 igeren ortamda 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyonun ardindan, insertlerin igerisindeki besi yerleri uzaklastirildi. Haznenin
iist kisminda kalan hiicrelerin temizlenmesi amaciyla, PBS ile 1slatilmis pamuklu
cubuk kullanilarak haznelerin i¢ kismi PBS ile yikandi. Invaze olan hiicreler metanolde
5 dakika fikse edilerek %0.2 kristal viole ile 15 dakika boyandi. Boyanan hiicreler, 151k
mikroskobunda 20X’lik objektif altinda, en az 3 sahadan fotograflandi. Elde edilen
fotograflardan, ImagelJ versiyon 1.53e (Schneider et al., 2012) ile hiicre sayim1 yapildi

ve sonuclar yiizdelik degisim olarak hesaplandi.

3.2.10. Kiire Olusturma

Hiicrelerdeki KKH igeriginin kantitatif kiyaslanmasi amaciyla yapilan
deneyde; hiicre flasklarinda iki boyutlu olarak iiretilen hiicreler tripsin ile
kaldirildiktan sonra, KKH besi yeri kullanilarak 25000 hiicre/ml olacak sekilde
seyretilerek ULA plakalara ekildi ve 37°C’de % 5 CO2 igeren ortamda 7 giin boyunca
cogaltildi.. Olusan poliklonal kiireler, 151k mikroskobunda fotograflanarak
Micrometrics SE Premium versiyon 4.5.1 ile alanlar1 6l¢iildii. Kiireler, say1 ve alan

yoniinden incelendi.
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3.2.11. ONCOMINE Analizi

ONCOMINE; cesitli hiicre hatlar1 ve kanser tiplerinden elde edilen mikro array
verilerinin toplandigi, veri madenciligine miisait formda islendigi ve gorsellestirildigi,
kamuya acik bir platformdur ("ONCOMINE", t.y.). Kanserli dokularda PFKFB1 ve
PFKFB4 ekspresyonlarinin normal dokulara kiyaslanmasi amaciyla ONCOMINE
veritaban1 arastirmasi yapildi. Pankreas kanseri i¢in “Ishikawa” (Ishikawa et al.,

2005), meme kanseri i¢in “Curtis”(Curtis et al., 2012) olarak adlandirilan veri setleri

kullanildi.

3.2.12. istatistiksel Analizler

Kantitatif veriler; normal dagilim gosteren gruplarda “ortalama + standart
sapma”, normal dagilim gostermeyen gruplarda “ortalama + standart sapma (medyan,
ceyrekler agikligi (IQR))” olarak ifade edildi. RT-qPCR istatistiksel analizlerinde
AACt, RT-gPCR grafiklerinde mRNA ekspresyonu kat degisim (2° 24CY) verileri
kullanild1. Istatistiksel analizlerde, varyanslar1 esit olmayan iki grubun, ¢ift kuyruklu
parametrik testi (Welch test) veya non-parametrik testi (Mann-Whitney) kullanildi. p
degerinin 0.05"den kiiciik olmas istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Istatistiksel
analizler ve veri gorsellestirme R versiyon 4.0.3 (R Core Team, 2020) ile yapildi.
Grafiklerin olusturulmasinda tidyverse (Wickham et al., 2019), ggpubr (Alboukadel
Kassambara, 2020) ve ggpmisc (Pedro J. Aphalo, 2021) kiitiiphanelerinden
yararlanildi. Grafiklerdeki istatistiksel farkliliklar “*” ile isaretlenerek gosterildi. p
degerinin 0,05’ten 0.01’e kadar oldugu durumlarda “*”, p degerinin 0,01°den 0,001’e
kadar oldugu durumlarda “**”, 0,001’den kiiclik oldugu durumlarda “*** isareti
kullanildi. Aralarinda anlamli bir farklilik bulunmayan degerler tizerinde isaretleme

yapilmadi.
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4. BULGULAR

4.1. Yiizen ve Adherent Hiicre Kiiltiirlerinde PFKFB izoenzim
Ekspresyonlarmin Kiyaslanmasi

Farkli metotlarla tiretilen hiicre hatlarindaki bazal PFKFB izoenzim seviyeleri
mRNA ve protein diizeyinde incelendi. PANC-1, Mia PaCa-2 ve MCF-7 hiicre
hatlarindan, hiicre kiiltlirii plakalarinda adherent (Adh) ve ULA plakalarda yiizen
kiiltiir (YK) olarak ¢ogaltilan iki deney grubu olusturuldu. Gruplardan izole edilen
mRNA protein ornekleri; PFKFB1, PFKFB2, PFKFB3 ve PFKFB4 ekspresyonu
yoniinden RT-qPCR ile kiyaslandi. Biitiin hiicre hatlarinda adherent hiicre gruplarinin
ekspresyonu 1 kabul edilerek yiizen kiiltiirlerdeki kat degisim miktarlari, adherent

gruplara gore relatif olarak hesaplandi.

Ekspresyonlar PANC-1 hiicre hattinda PFKFB1 Adh: 1 + <0,001, YK: 3,64 +
0,4 (p=0,038), PFKFB2 Adh: 1 +£0,0002, YK: 1,34 +0,0188 (p=0,021), PFKFB3 Adh:
1 +£0,0092, YK: 1,5 + 0,0205 (p=0,002), PFKFB4 Adh: 1 + 0,0087, YK: 5,71 £ 0,155
(p=0,003) olarak belirlendi (Sekil - 10). PANC-1 hiicre hattinda, ylizen hiicre

kiiltiiriinde biitin PFKFB izoenzimlerinin mRNA ekspresyonu kat degisiminde artis

gorildii.
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Sekil - 10: PANC-1 hiicre hattinda Adh ve YK hiicrelerin PFKFB izoenzim mRNA
ekspresyonlari. B-aktin endojen kontrol olarak kullanildi.
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MIA PaCa-2 hiicre hattinda PFKFB1 Adh: 1 + 0,0004, YK: 1,23 + 0,0038
(p=0,006), PFKFB2 Adh: 1 + 0,0004, YK: 0,9 £+ 0,0031 (p=0,014), PFKFB3 Adh: 1 +
0,001, YK: 0,98 =+ 0,0031 (p=0,06), PFKFB4 Adh: 1 + 0,201, YK: 1,2 + 0,0041
(p=0,045) olarak belirlendi (Sekil - 11). Mia PaCa-2 hiicre hattinda, yiizen hiicre
kiiltiirtinde, adherent hiicrelere kiyasla PFKFB2 izoenziminde azalma, PFKFB1 ve

PFKFB4 izoenzimlerinde artis goriildii.
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Sekil - 11: MIA PaCa-2 hiicre hattinda Adh ve YK hiicrelerin PFKFB izoenzim mRNA
ekspresyonlari. GAPDH endojen kontrol olarak kullanildi.

MCF-7 hiicre hattinda PFKFB1 Adh: 1 + 0,0175, YK: 0,89 + <0,001
(p=0,069), PFKFB2 Adh: 1 + 00,0465, YK: 0,4 +0,0164 (p=0,002), PFKFB3 Adh: 1 +
0,0045, YK: 0,42 + 0,0158 (p=0,018), PFKFB4 Adh: 1 + <0,001, YK: 0,89 + 0,0331
(p=0,137) olarak belirlendi (Sekil - 12). MCF-7 hiicre hattinda, yiizen hiicre
kiiltiiriindeki PFKFB2 ve PFKFB3 izoenzim mRNA kat degisiminin, adherent kiiltiire
gore daha diisiik oldugu gbzlendi. Diger izoenzimlerde istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik goriilmedi.
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Sekil - 12: MCF-7 hiicre hattinda Adh ve YK hiicrelerin PFKFB izoenzim mRNA ekspresyonlari.
GAPDH endojen kontrol olarak kullanildi.

RT-qPCR deneyinde gozlemlenen PFKFB1 ve PFKFB4 artisinin ardindan,
odaklanilacak izoenzimin se¢iminde ONCOMINE veritabani1 analizine basvuruldu.
Meme ve pankreas dokusunda kanserli dokularla normal dokular arasindaki PFKFBI1

ve PFKFB4 kat degisimlerini gosteren iki ¢alisma seg¢ildi.

Incelenen ¢alismalarda meme karsinomunda, meme dokusuna kiyasla PFKFB1
mRNA ekspresyonunun 2,04 kat azaldigi (p=1) (Sekil - 13A) ; PFKFB4
ekspresyonunun ise 2,006 kat arttig1 (p<0,001) (Sekil - 13B) belirlendi. Pankreatik
duktal hiicrelerde, PDAK hiicrelerine kiyasla PFKFB1 mRNA ekspresyonunun 1,002
kat arttig1 (p=0,498) (Sekil - 14A); PFKFB4 ekspresyonunun ise 1,115 kat arttigi
belirlendi (p=0,28) (Sekil - 14B). Meme kanserinde PFKFB4 ekpresyonunun normal
dokuya kiyasla anlamli derecede arttig1 goriildii. Pankreas kanserinde ise PFKFB1 ve
PFKFB4 ekspresyonlarinda normal dokulara kiyasla anlamli bir farklilik olmadigi,
ancak PFKFB4 kat degisiminin PFKFB1 e nispeten daha yiiksek oldugu goriildii.

Yapilan c¢alisma sonucunda, PFKFB4 izoenzimi seviyesinde yapilacak

degisikliklerin olasi etkilerinin gzlenmesine karar verildi.
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Sekil - 13: ONCOMINE meme veri setinde PFKFB1 (A) ve PFKFB4 (B) mRNA ekspresyonlari.
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Sekil - 14: ONCOMINE pankreas veri setinde PFKFB1 (A) ve PFKFB4 (B) mRNA

ekspresyonlari.
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4.2. Yiizen ve Adherent Hiicre Kiiltiirlerinde F2,6BP Seviyelerinin
Kiyaslanmasi

PANC-1, MIA PaCa-2 ve MCF-7 hiicre hatlarinda adherent ve ylizen kiiltiir
olarak c¢ogaltilan deney gruplari, F2,6BP miktarlar1 agisindan kiyaslandi. Hiicre
gruplariin Fru-2,6-BP degerleri, PANC-1 hiicre hattinda Adh: 35,05 + 5,37 pmol/mg
protein, YK: 44,59 + 12,36 pmol/mg protein (p=0,3) (Sekil - 15A), MIA PaCa-2
hattinda Adh: 29,6 + 5,89 pmol/mg protein, YK: 117,85 + 12,77 pmol/mg protein
(p=0,033) (Sekil - 15B), MCF-7 hiicre hattinda Adh: 38,76 + 5,42 pmol/mg protein,
YK: 54,29 + 4,89 pmol/mg protein (p=0,187) (Sekil - 15C) olarak belirlendi. MIA
PaCa-2 hiicre hattinda yiizen hiicre kiiltiirinde F2,6BP seviyesinde artis goriildii.

Diger hiicre hatlarinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmedi.
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Sekil - 15: PANC-1 (A), MIA PaCa 2 (B) ve MCF-7 (C) hiicre hatlarinda Adh ve YK hiicrelerin
hiicre ici F2,6BP degerleri. Olgiilen degerler hiicrelerin protein konsantrasyonlarina normalize edildi
ve pmol/mg protein olarak gosterildi.

4.3. Yiizen ve Adherent Hiicre Kiiltiirlerinde KKH Ozelligi Gosteren Hiicre
Miktarlarimin Kiyaslanmasi
PANC-1, MIA PaCa-2 ve MCF-7 hiicre hatlarinda adherent ve yiizen kiiltiir

olarak ¢ogaltilan deney gruplari, i¢erdikleri KKH profiline uyan hiicreler yoniinden

kiyaslandi.
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4.3.1. Hiicre Kiiltiirlerinin KKH ile Karakterize Yiizey Reseptor Ekspresyonlari
Yoniinden Kiyaslanmasi

CD’lerin eksprese edilme miktarina gore profil olusturma, herhangi bir hiicre
hatti veya dokudan elde edilen hiicre siispansiyonundaki KKH’leri ayirmanin
yollarindan birisidir. PANC-1, MIA PaCa-2 ve MCF-7 hiicre hatlarinda adherent ve
ylizen kiiltiir olarak cogaltilan deney gruplarindaki hiicreler, tripsin ve mekanik
ayristirma ile tek hiicre slispansiyonu haline getirildi ve CD24 ve CD44 yiizey

markdrleri ekspresyonlar1 yoniinden flow sitometri ile incelendi.

PANC-1 hiicre hattinda ylizey markdr ekspresyonlarinin, kapt alinan
hiicrelerdeki yiizde cinsinden miktari: Adh CD24": % 3,9, YK CD24*: %12,7
(p=0,001), Adh CD44*: %95,2, YK CD44*: %100 (p=0,004), Adh CD24"/CD44*:
%3,6, YK CD24*/CD44*: %12,7 (p=0,001) (Sekil - 16). PANC-1 hiicre hattinda,
ylizen hiicre kiltiirinde KKH markorii olan 24%/44* hiicrelerin, adherent hiicre

kiiltiirline kiyasla fazla oldugu goriildii.

CD24 PE CD24 PE
10° 10

A-+: 0.3%| A++: 3.6%)| A-+0.0 Ja++ 12.7

T T T T
10° 10! 102 10° 100 10 102 10°
CD44 APC CD44 APC

Adh YK

Sekil - 16: CD24 ve CD44 yiizey markorlerinin; PANC-1 hiicre hattinda Adh ve YK hiicrelerdeki
miktarinin yiizde olarak ifadesi.
A-+: CD44-/CD24+ , A--: CD44-/CD24-, A+-: CD44+/CD24-, A++: CD44+/CD24+.

MIA PaCa-2 hiicre hattinda ylizey markdr ekspresyonlarinin, kapi alinan
hiicrelerdeki yiizde cinsinden miktari: Adh CD24": %4,3, YK CD24*:1,2 % (p=0,017),
Adh CD44": %99,1, YK CD44*: 100 % (p=0,138), Adh CD24*/CD44*: %3,5, YK
CD24*/CD44*: %1,2 (p=0,03). MIA PaCa-2 hiicre hattinda yiizen hiicre kiiltiiriinde
24+/44+ hiicre sayisinda azalma goriildi (Sekil - 17).
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Sekil - 17: CD24 ve CD44 yiizey markorlerinin; MIA PaCa-2 hiicre hattinda Adh ve YK
hiicrelerdeki miktarinin yiizde olarak ifadesi.
B-+: CD44-/CD24+ , B--: CD44-/CD24-, B+-: CD44+/CD24-, B++: CD44+/CD24+.

MCEF-7 hiicre hattinda yiizey markor ekspresyonlarmin, kapt alinan
hiicrelerdeki yiizde cinsinden miktari: Adh CD24*: %99, YK CD24*: % 97,7 (p=0,09),
Adh CD44": % 99,5, YK CD44*: % 93,3 % (p=0,004), Adh CD24/CD44*: %0,7, YK
CD24/CD44*: %1,6 (p=0,157). MCF-7 hiicre hattinda, yiizen kiiltiirde 24-/44+ hiicre
sayisinda artig gortildii ancak istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig: tespit edildi

(Sekil - 18).
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Sekil - 18: CD24 ve CD44 yiizey markorlerinin; MCF-7 hiicre hattinda Adh ve YK hiicrelerdeki
miktarinin yiizde olarak ifadesi.
B-+: CD44-/CD24+, B--: CD44-/CD24-, B+-: CD44+/CD24-, B++: CD44+/CD24+.
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Flow sitometri ile yapilan hiicre profili olusturma isleminin ardindan, yiizey
reseptorlerinin protein seviyesindeki incelenmesi Western Blot analizi ile yapildi.
Relatif kantitasyon hesaplanmasinda, biitiin hiicre hatlarinda adherent hiicre kiiltiirii
kontrol grubu olarak belirlendi ve ekspresyonlari 1 kabul edildi. Ekspresyonlar PANC-
1 hiicre hattinda CD44 Adh: 1 £+ 0,01, YK: 0,47 + 0,01 (p<0,001), CD24 (70 kDa)
Adh:1 + 0,01, YK: 0,31 + 0,01 (p<0,001), CD24 (45 kDa) Adh: 1 £0,01, YK: 0,37 +
0,01 (p<0,001) (Sekil - 19A), MIA PaCa-2 hiicre hattinda CD44 Adh: 1 + 0,1, YK:
1,08 + 0,01 (p=0,616), CD24 (70 kDa) Adh: 1 + 0,01, YK: 0,54 + 0,01
(p<0,001), CD24 (45 kDa) Adh: 1 +0,01, YK: 22,57+ 0,01 (p<0,001) (Sekil - 19B),
MCEF-7 hiicre hattinda CD44 Adh: 1 + 0,01, YK: 0,17 + 0,01 (p<0,001), CD24 (70
kDa) Adh: 1 £0,01, YK: 0,27+ 0,01 (p<0,001), CD24 (45 kDa) Adh: 1+0,1, YK:1,13
+ 0,1 (p=0,537) olarak belirlendi (Sekil - 19C).

Pancl1 hiicre hatt1 yiizen kiiltiirde CD24 ve CD44 protein seviyelerinde azalma
goriildi. MIA PaCa-2 hiicre hattinda ylizen kiiltirde CD24 (45 kDa) protein
seviyesinde artis, CD24 (70 kDa) seviyesinde azalma goriildii. MCF-7 hiicre hatti
yiizen kiiltiirde CD24 (45 kDa) seviyesinde istatistiksel dnemi olmayan bir artis; CD24
(70 kDa) ve CD44 protein seviyelerinde azalma goriildii.
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Sekil - 19: PANC-1 (A), MIA PaCa-2 (B) ve MCF-7(C) hiicre hatlarinda Adh ve YK hiicrelerin
Western blotlama goriintiisii ve elde edilen goriintiiden yapilan relatif dansitometrik ol¢iim.
Sonuglar adherent hiicrelerin protein ekspresyonuna gore relatif olarak gosterilmektedir.
Goriintiilemede yiikleme kontrolii olarak B-aktin kullanilmistir.

4.3.2. Hiicre Kiiltiirlerinin Pluripotentlik Markor Ekspresyonlar1 Yoniinden
Kiyaslanmasi

PANC-1, MIA PaCa-2 ve MCF-7 hiicre hatlarinda adherent ve yiizen kiiltiir
olarak cogaltilan deney gruplari, pluripotentlik markorleri olan KLF4, NANOG,
OCT4 ve SOX2 mRNA ekspresyonlar1 yoniinden karsilastirildi. PANC-1 hiicre
hattinda KLF4 Adh: 1 + 0,01, YK: 0,84 + 0,01 (p=0,006), NANOG Adh: 1 + 0,0173,
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YK: 0,6 £0,0082 (p=0,001), OCT4 Adh: 1 +0,0074 YK: 3,8 £ 0,001 (p=0,002), SOX2
Adh: 1 £0,013 YK: 11 £0,1582 (p<0,001) olarak belirlendi (Sekil - 20).

Yiizen hiicre kiiltiirlinde, adherent hiicre kiiltiiriine kiyasla OCT4 ve SOX2

markdrleri mRNA ekspresyonu kat degisiminde artig goriildii.
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Sekil - 20: PANC-1 hiicre hattinda Adh ve YK hiicrelerde pluripotentlik markérlerinin mRNA
ekspresyonu yoniinden incelenmesi. GAPDH endojen kontrol olarak kullanildi.

MIA PaCa-2 hiicre hattinda KLF4 Adh: 1 + 0,0015, YK: 1,56 + 0,0116
(p=0,005), NANOG Adh: 1 £0,0109, YK: 2,44 £ 0,0123 (p=0,001), OCT4 Adh: 1 +
0,021, YK: 2,81 = 0,05 (p=<0,001), SOX2 Adh: 1 + 0,0037, YK: 3,64 + 0,102
(p=0,009) olarak belirlendi. Yiizen hiicre kiiltiirlinde, adherent hiicre kiiltiiriine kiyasla
incelenen biitiin markdrlerde mRNA ekspresyonu kat degisiminde artis gortildii (Sekil

- 21).
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Sekil - 21: MIA PaCa-2 hiicre hattinda Adh ve YK hiicrelerde pluripotentlik markérlerinin
mRNA ekspresyonu yoniinden incelenmesi. GAPDH endojen kontrol olarak kullanildi.

MCEF-7 hiicre hattinda KLF4 Adh: 1 + 0,0312, YK: 12 £+ 0,045 (p=0,03),
NANOG Adh: 1 +<0,001,YK: 0,14 £+ 0,005 (p=0,008), OCT4 Adh: 1 + 0,0183,YK:
2,37 £ 0,086 (p=0,005), SOX2 Adh: 1 £ 0,0176,YK: 1,78 £ 0,013 (p=0,005) olarak
belirlendi (Sekil - 22). Yiizen hiicre kiiltlirlinde, adherent hiicre kiiltiiriine kiyasla

OCT4, SOX2 ve KLF4 markorleri mRNA ekspresyonu kat degisiminde artig goriildii.
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Sekil - 22: MCF-7 hiicre hattinda Adh ve YK hiicrelerde pluripotentlik markérlerinin mRNA
ekspresyonu yoniinden incelenmesi. GAPDH endojen kontrol olarak kullanildi.
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4.4. PFKFB4’iin siRNA Aracili Baskilanmasinin, KKH Ozelligi Gosteren Hiicre
Miktarina Etkisi

PANC-1, MIA PaCa-2 ve MCF-7 hiicre hatlarinda, siRNA baskilanmasinin
ispat1 olarak; siRNA araciligiyla PFKFB4 baskilanan (P4-si) ve genomda karsiligi
bulunmayan kontrol siRNA uygulanan (Kontrol-si) deney gruplari, PFKFB4 mRNA
ekspresyonlari yoniinden karsilastirildi. PANC-1 hiicre hattinda Kontrol-si:1 = 0,001,
P4-si: 0,11 + <0,001 (p=0,002), MIA PaCa-2 hiicre hattinda Kontrol-si:1 + 0,015 , P4-
si:0,07 = 0,001 (p<0,001), MCEF-7 hiicre hattinda Kontrol-si:1 = 0,03, P4-si: 0,66 +
0,045 (p=0,041) olarak belirlendi (Sekil - 23). Biitiin hiicre hatlarinda PFKFB4 geninin
baskilanmasiyla, PFKFB4 mRNA ekspresyon diizeylerinde istatistiksel olarak anlamli
diizeylerde diislis gozlendi.
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Sekil - 23: PANC-1, MIA PaCa 2 ve MCF-7 hiicre hatlarinda siRNA transfeksiyonu ile PFKFB4
inhibisyonunun PFKFB4 mRNA ekspresyonu seviyelerine etkisi. Internal kontrol olarak GAPDH
kullanilda.

Transfeksiyon islemi uygulanan gruplar PFKFB4 protein ekspresyonu
yoniinden Western Blot analizi ile karsilastirildi (Sekil - 24). PFKFB4 geninin
baskilanmasiyla PANC-1 ve MIA PaCa-2 hiicre hatlarinda PFKFB4 protein seviyeleri

azalirken, MCF-7 hiicre hattinda ise anlamli bir farklilik gézlenmedi.
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Sekil - 24: PANC-1, MIA PaCa 2 ve MCF-7 hiicre hatlarinda siRNA transfeksiyonu ile PFKFB4
inhibisyonunun PFKFB4 protein ekspresyonu seviyelerine etkisi. Yiikleme kontrolii olarak
GAPDH kullanildr.

4.4.1. PFKFB4’iin siRNA Aracih Baskilanmasimin, KKH ile Karakterize Yiizey
Reseptor Ekspresyonlarma Etkisi
Kontrol grubundaki ve PFKFB4 baskilanan gruptaki hiicreler, CD24 ve CD44

ylizey markorleri ekspreyonlari yoniinden flow sitometri ile incelendi.

PANC-1 hiicre hattinda yilizey markorleri ekspresyonlarmin, kapi alinan
hiicrelerdeki yiizde cinsinden miktari: Kontrol-si CD24": %14, P4-si CD24": %2,1
(p=0,001), Kontrol-si CD44": %99,8, P4-si CD44": %99,1 (p=0,226), Kontrol-si
CD24*/CD44": %14, P4-si CD24*/CD44":2,1 % (p=0,001) (Sekil - 25). PFKFB4
baskilanan hiicrelerde, KKH profili olan 24+/44+ hiicre sayilarinda azalma tespit
edildi.

CD24 PE CD24 PE
100 108 =

A-+:1 1 JA++: 14.0% A+ AR 21%) L
0.0% | 10.0%

108 L

10
o sk 1A T [A+-
A--2 [* JAkt =0.9%
240.2%) [ '
0 ! 1 1 T
10° 1o 10f 10° 10° 104 108 108
CD44 APC CD44 APC
Kontrol-si P4-si

Sekil - 25: PANC-1 hiicre hatlarinda; Kontrol-si ve P4-si hiicrelerde CD24 ve CD44 yiizey
markorlerinin yiizde olarak ifadesi. A-+: CD44-/CD24+ , A--: CD44-/CD24-, A+-: CD44+/CD24-,
A++: CD44+/CD24+.
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MIA PaCa-2 hiicre hattinda yiizey markdrleri ekspresyonlarinin, kapi alinan
hiicrelerdeki yiizde cinsinden miktari: Kontrol-si CD24*: %3,3, P4-si CD24*: 8,5 %
(p=0,046), Kontrol-si CD44": %98,5, P4-si CD44": %99,8 (p=0,395), Kontrol-si
CD247/CD44*: %3,2, P4-si CD247/CD44*: %8,5 (p=0,045) (Sekil - 26). KKH profili
olan 24+/44+ hiicre sayisinda, PFKFB4 baskilanan hiicrelerde kontrol grubuna gore
artis tespit edildi.
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Sekil - 26: MIA PaCa 2 hiicre hatlarinda; Kontrol-si ve P4-si hiicrelerde CD24 ve CD44 yiizey
markorlerinin yiizde olarak ifadesi. A-+: CD44-/CD24+ , A--: CD44-/CD24-, A+-: CD44+/CD24-,
A++: CD44+/CD24+.

MCF-7 hiicre hattinda yiizey markorleri ekspresyonlarinin, kapi alinan
hiicrelerdeki yiizde cinsinden miktari: Kontrol-si CD24": %96, P4-si CD24": %97,5
(p=0,168), Kontrol-si CD44": %96,4, P4-si CD44": %94 (p=0,082), Kontrol-si CD24"
/CD44*: %3,5, P4-si CD247/CD44*: %1,8 (p=0,15) (Sekil - 27). PFKFB4 baskilanan
hiicrelerde, 24-/44+ hiicre sayisinda azalma goriildii; ancak gruplar aras1 anlaml bir

farklilik tespit edilmedi.
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Sekil - 27: MCF-7 hiicre hatlarinda; Kontrol-si ve P4-si hiicrelerde CD24 ve CD44 yiizey
markorlerinin yiizde olarak ifadesi. A-+: CD44-/CD24+ , A--: CD44-/CD24-, A+-: CD44+/CD24-,
A++: CD44+/CD24+.

Kontrol grubunda ve PFKFB4 baskilanan gruptaki hiicrelerde, KKH profilini
olusturan yiizey reseptorleri protein seviyesinde incelendi. Relatif kantitasyon
hesaplanmasinda, biitiin hiicre hatlarinda Kontrol-si kontrol grubu olarak belirlendi ve
ekspresyonlar1 1 kabul edildi. Ekspresyonlar PANC-1 hiicre hattinda CD44 Kontrol-
si: 1 +£ 0,1, P4-si: 1,51 + 0,1 (p=0,069), CD24 (70 kDa) Kontrol-si:1, P4-si:0,71
(p=0,179) (Sekil - 28A), MIA PaCa-2 hiicre hattinda CD44 Kontrol-si: 1 + 0,1, P4-si:
1,3+ 0,1 (p=0,167) (Sekil - 28B), CD24 (70 kDa) Kontrol-si: 1 + 0,1, P4-si:1,14 + 0,1
(p=0,426), CD24 (45 kDa) Kontrol-si: 1 = 0,1, P4-si:1,07 £ 0,1 (p=0,684), MCF-7
hiicre hattinda CD24 (70 kDa) Kontrol-si: 1 + 0,1, P4-si:0,93 = 0,1 (p=0,679), CD24
(45 kDa) Kontrol-si: 1 £0,1, P4-si:1,39 + 0,1 (p=0,109) (Sekil - 28C) olarak belirlendi.
Biitiin hiicre hatlarinda, gruplar arasi protein seviyelerinde anlamli bir farklilik tespit

edilmedi.
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Sekil - 28: PANC-1 (A), MIA PaCa 2 (B) ve MCF-7 (C) hiicre hatlarinda Kontrol-si ve P4-si
hiicrelerin Western blotlama goriintiisii ve elde edilen goriintiiden yapilan relatif dansitometrik
olciim.
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4.4.2. PFKFB4’iin siRNA Aracih Baskilanmasimn, Pluripotentlik Markor
Ekspresyonlarina Etkisi

Kontrol grubundaki ve PFKFB4 baskilanan gruptaki hiicreler, pluripotentlik
markdrleri olan KLF4, NANOG, OCT4 ve SOX2 mRNA ekspresyonlar1 yoniinden

karsilastirildi.

PANC-1 hiicre hattinda KLF4 Kontrol-si: 1 + 0,001, P4-si: 0,76 + <0,001
(p=0,002), NANOG Kontrol-si: 1 = 0,009, P4-si: 1,29 + 0,0017 (p=0,003), OCT4
Kontrol-si: 1 +0,0184, P4-si: 1,33 £ 0,007 (p=0,02), SOX2 Kontrol-si: 1 + 0,01, P4-
si: 0,92 £ <0,001 (p=0,052) olarak belirlendi. PFKFB4 baskilanan grupta, kontrol
grubuna kiyasla KLF4 markoriiniin mRNA ekspresyonlarinda azalma goriildii. OCT4
ve NANOG markorlerinde artis, KLF4 markoriinde azalma goriiliirken; SOX2
markoriinde anlamli bir farklilik tespit edilmedi (Sekil - 29).
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Sekil - 29: PANC-1 hiicre hatlarinda; Kontrol-si ve P4-si hiicrelerin, pluripotentlik markérleri
KLF4, NANOG, OCT4 ve SOX2 mRNA ekspresyonlari. GAPDH endojen kontrol olarak kullanildi.

MIA PaCa-2 hiicre hattinda KLLF4 Kontrol-si: 1+ 0,025, P4-si: 0,52 + 0,009 (p=0,002),
NANOG Kontrol-si: 1 + 0,056, P4-si: 1,14 £ 0,01 (p=0,181), OCT4 Kontrol-si: 1 +
0,02, P4-si: 1,28 £ 0,085 (p=0,1), SOX2 Kontrol-si: 1 + 0,0147, P4-si: 1,17 £+ 0,008
(p=0,017) olarak belirlendi. PFKFB4 baskilanan grupta, kontrol grubuna kiyasla
KLF4 markoriinin mRNA ekspresyon seviyelerinde azalma goriildi. SOX2
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markoriinde artig goriilirken, OCT4 ve NANOG'da anlaml1 bir farklilik tespit edilmedi
(Sekil - 30).
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Sekil - 30: MIA PaCa-2 hiicre hatlarinda; Kontrol-si ve P4-si hiicrelerin, pluripotentlik
markorleri KLF4, NANOG, OCT4 ve SOX2 mRNA ekspresyonlari. GAPDH endojen kontrol

olarak kullanildi.

MCF-7 hiicre hattinda KLF4 Kontrol-si: 1 £ 0,027, P4-si: 1,24 + 0,064 (p=0,06),
NANOG Kontrol-si: 1 £ 0,027, P4-si: 2,93 £ 0,267 (p=0,025), OCT4 Kontrol-si: 1 £+
0,028, P4-si: 2,58 £ 0,134 (p=0,006), SOX2 Kontrol-si: 1 = 0,028, P4-si: 2,19 + 0,113
(p=0,009) olarak belirlendi. PFKFB4 baskilanan grupta, kontrol grubuna kiyasla
OCT4, NANOG ve SOX2'da artig goriiliirken, KLF4'da anlamli bir farklilik tespit

edilmedi (Sekil - 31).
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Sekil - 31: MCF-7 hiicre hatlarinda; Kontrol-si ve P4-si hiicrelerin, pluripotentlik markérleri
KLF4, NANOG, OCT4 ve SOX2 mRNA ekspresyonlari. GAPDH endojen kontrol olarak kullanildu.

4.4.3. PFKFB4’iin siRNA Aracih Baskilanmasinin Onkojenik Potansiyel Uzerine

Etkisi
MIA PaCa-2 ve MCF-7 hiicre hattinda, kontrol grubundaki ve PFKFB4 baskilanan
gruptaki hiicreler ile yumusak agarda koloni formasyon deneyi yapildi. Imagel ile

yapilan analizde alt sinir 50 piksel, dairesellik ise "0,00- 1" olarak belirlendi.

MIA PaCa-2 hiicre hattinda, gruplardaki ortalama koloni sayilari, Kontrol-si: 49 +
27,07, P4-si: 98 + 35,59 (p=0,136). Gruplardaki ortalama koloni biiytikliikleri,
Kontrol-si: 123,21 £ 97,26 (Medyan: 92,IQR: 71), P4-si: 136,89 + 121,27 (Medyan:
92,IQR: 85,5) (p=0,728) (Sekil - 32).

56



MIA PaCa-2

900 1
[ ]
[ ]
800
[ ]
700 1
MIA PaCa-2 .
— [ ]
g i
£ 600 e
= (]
500 .
) [ ]
100 1 é . s
_ 3400 ]
® 3 . ]
= _ = o 8
© 5
° S 3007 I
S 2
© ]
¥ 50 2001 ‘
1 100 1
| T
0 07
Kontrol-si P4-si Kontrol-si P4-si

Sekil - 32: MIA PaCa 2 hiicre hattinda Kontrol-si ve P4-si hiicrelerin yumusak agar koloni
formasyon analizi.

MCE-7 hiicre hattinda ortalama koloni sayilari: Kontrol-si: 5 + 1, P4-si: 4,66 + 1,52
(p=0,77). Gruplardaki ortalama koloni biiytikliikleri, Kontrol-si: 110,73 + 42,64
(Medyan: 112, IQR: 66), P4-si: 103,36 + 66,27 (Medyan: 81 , IQR: 64 ) (p=0,305)
(Sekil - 33). PFKFB4 baskilanan hiicrelerde, yumusak agarda koloni bliyiikliigii ve

sayilar1 yoniinden anlamli bir farklilik tespit edilmedi.
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Sekil - 33: MCF-7 hiicre hattinda Kontrol-si ve P4-si hiicrelerin yumusak agar koloni formasyon
analizi.

Kontrol grubundaki ve PFKFB4 baskilanan gruptaki hiicreler ile klonojenik analiz
yapild1 (Sekil - 34). Image] ile yapilan analizde alt sinir 50 piksel, dairesellik ise "0,00-
1" olarak belirlendi. Gruplardaki ortalama koloni sayilari, PANC-1 Kontrol-si: 69.67
+20.13, P4-si: 193.00 £ 23.07 (p=0.002) (Sekil - 35A), MIA PaCa-2 Kontrol-si: 56,33
+ 4,73, P4-si: 71 £ 11,36 (p=0,142) (Sekil - 35B), MCF-7 Kontrol-si: 75,67 + 14,22,
P4-si: 80,67 + 15,57 (p=0,703) (Sekil - 35C). Gruplardaki ortalama koloni
biiyiikliikleri, PANC-1 Kontrol-si: 475,49 + 708,03 (Medyan: 200, IQR: 575), P4-si:
1204,34 + 3034,87 (Medyan: 464, IQR: 1021,5) (p<0,001) (Sekil - 36A), MIA PaCa-
2 Kontrol-si: 2688,7 + 6080,37 (Medyan: 545, IQR: 1946), P4-si: 3418,52 + 8510,45
(Medyan: 664, IQR: 2455) (p=0,4) (Sekil - 36B), MCF-7 Kontrol-si: 443,85 + 912,65
(Medyan: 219, IQR: 322), P4-si: 347,22 + 454,21 (Medyan: 237,5 IQR: 298,5)
(p=0,31) (Sekil - 36C).
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Sekil - 34: PANC-1, MIA PaCa 2 ve MCF-7 hiicre hatlarinda, Kontrol-si ve P4-si hiicrelerinden
olusturulan koloniler.
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Sekil - 35: PANC-1 (A), MIA PaCa 2 (B) ve MCF-7 (C) hiicre hatlarinda, Kontrol-si ve P4-si
hiicrelerinden olusturulan kolonilerin sayilari.
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Sekil - 36: PANC-1 (A), MIA PaCa 2 (B) ve MCF-7 (C) hiicre hatlarinda, Kontrol-si ve P4-si
hiicrelerinden olusturulan kolonilerin biiyiikliik dagilimlari.
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PANC-1 hiicre hattinda PFKFB4 baskilanan hiicrelerde, kontrol grubuna
kiyasla koloni biiyiikliigii ve sayilar1 yoniinden artis tespit edildi. MIA PaCa-2 ve
MCEF-7 hiicre hattinda PFKFB4 baskilanan hiicrelerde, koloni biiyiikliigii ve sayilari

yoniinden anlamli bir farklilik tespit edilmedi.

PANC-1 ve MIA PaCa-2 hiicre hatlarinda, kontrol grubundaki ve PFKFB4
baskilanan gruptaki hiicreler ile kiire olusturma deneyi yapildi. Micrometrics SE
Premium ile yapilan analizde alt sinir 10 um olarak belirlendi. Gruplardaki ortalama
kiire biiytikliikleri, PANC-1 Kontrol-si: 119,71 = 114,75 (Medyan: 79,96, IQR: 91,02)
PANC-1 P4-si: 110,94 + 174,86 (Medyan: 73,97, IQR: 76,01) (p=0,033) (Sekil - 37),
MIA PaCa-2 Kontrol-si: 25,43 + 17,68 (Medyan: 20, IQR: 13,16), MIA PaCa-2 P4-si:
25,61 £ 17,31 (Medyan: 20,42 , IQR: 15) (p=0,39) (Sekil - 38). Gruplardaki ortalama
kiire sayilari, PANC-1 Kontrol-si: 52,33 + 14,29, PANC-1 P4-si: 89 + 21 (p=0,075)
(Sekil - 39A), MIA PaCa-2 Kontrol-si: 307,6 £ 13,2, MIA PaCa-2 P4-si: 245 + 54,14
(p=0,177) (Sekil - 39B). PANC-1 hiicre hattinda PFKFB4 baskilanan hiicrelerde,
kontrol grubuna kiyasla kiire biiylikliigii yoniinden azalma goriildii. Kiire sayilari
arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmedi. MIA PaCa-2 hiicre hattinda ise PFKFB4
baskilanan hiicrelerde, kontrol grubuna kiyasla kiire biiytikliigii ve kiire sayilar

arasinda anlaml bir farklilik tespit edilmedi.
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Sekil - 37: PANC-1 hiicre hatlarinda, Kontrol-si ve P4-si hiicrelerinden olusturulan kiirelerin
biiyiikliikleri.
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Sekil - 38: MIA PaCa 2 hiicre hatlarinda, Kontrol-si ve P4-si hiicrelerinden olusturulan kiirelerin
biiyiikliikleri.
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Sekil - 39 PANC-1 (A) ve MIA PaCa 2(B) hiicre hatlarinda, Kontrol-si ve P4-si hiicrelerinden
olusturulan kiirelerin sayilari.

PFKFB baskilanmasiin invazyon kabiliyetine olasi etkisinin incelenmesi igin,
PANC-1 hiicre hattinda, kontrol grubundaki ve PFKFB4 baskilanan gruptaki hiicreler
ile invazyon deneyi yapildi (Sekil - 40). Relatif invazyon hesaplanmasinda Kontrol-si
kontrol grubu olarak belirlendi ve invazyon oram %100 kabul edildi. invazyon
yiizdeleri Kontrol-si: 100.00 = 40.96, P4-si: 58.48 + 11.32 (p=0.056). PFKFB4
baskilanan hiicrelerde, kontrol grubuna kiyasla invazyon kabiliyetinde azalma

goriildii, ancak bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig: tespit edildi.

1 2 3

Kontrol-si

P4-si

Sekil - 40: PANC-1 hiicre hattinda Kontrol-si ve P4-si gruplarinda invazyon kabiliyetinin
incelenmesi. [s1k mikroskobundal0X biiylitmeyle alinan goriintiiler ImageJ ile analiz edildi.
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5. TARTISMA VE SONUC

Cerrahi miidahale ve kemoterapi/radyoterapiye yanit vermeyen kanser
olgular1, kanser tedavisindeki en biiylik problemlerden biridir. Tiimor kitlesinin
operatif miidahaleyle uzaklastirilmasi ve ¢ogu zaman bununla kombine olarak
kemoterapotik ajanlarin kullanilmasina ragmen varligini siirdiirebilen kanserli hiicre
topluluklart; kitleyi yeniden olusturabilmekte, tedaviye yonelik biitiin kazanimlar1 yok
edebilmektedir. Pankreas kanseri vakalarinin %35.6’sinda (Nishio et al., 2017), meme
kanseri vakalarinin yaklasik %30 unda (Colleoni et al., 2016) tedavi sonrasi niiks
goriilmektedir. Son 20 y1l igerisinde bu durumun 6niine gecilmesine yonelik caligsmalar
artmis; niikse sebep olabilen azinlik hiicre toplulugunun yok edilmesine yonelik tedavi

modeli denemeleri sayica ¢cogalmistir.

Tlimor kitlesi olusumuna yonelik olusturulan modellemelerden biri olan kanser
kok hiicre modeli; saglikli kok hiicrelere benzer sekilde, siirekli olarak boliinebilme ve
farklilasmis hiicreleri olusturabilme kabiliyetine sahip bir grup hiicreyi timor
hiyerarsisinde zirveye koyar. Bu diisiince benimsenerek yapilan ¢aligmalarda; timor
hiicre grubundaki kok hiicre benzeri hiicrelerin tespiti i¢in, operatif yollarla elde edilen
timor dokusundan, kok hiicre adayi olarak belirlenen hiicre markorlerine gore
ayristirtlmis hiicreler, immiin baskilanmis farelere transplante edilmis ve tiimorojenik
kabiliyetleri gozlenerek, bugiin bildigimiz anlamdaki kanser kok hiicre markorleri

belirlenmistir (Schatton et al., 2009).

Bu tez calismasinda, meme ve pankreas kanserinde, KKH tanimlama
calismalar1 sonucu olusturulmus profillerden yararlanildi ve PFKFB baskilanmasinin
KKH proliferasyonu iizerine olas: etkileri incelenerek, enerji metabolizmasinin

degistirilmesine dayali alternatif bir tedavi metoduna oncii olmaya calisildi.

Pankreas KKH’lerinin metabolik olarak oksidatif fosforilasyona daha yatkin
oldugunu gosteren calismalar mevcuttur (Sancho et al., 2015; Viale et al., 2014).
Bununla birlikte, MIA PaCa-2 hiicre hattinda yiizen kiiltiirdeki F2,6BP seviyesinin
adherent kiiltiire kiyasla anlaml1 derecede yiiksek ¢ikmasi, glikolitik aktivitesi yliksek
bir KKH grubunun varlig1 ihtimalini akla getirmektedir. PDAK iizerine yapilan bir
calismada, gemsitabin direncine sahip KKH ve ALDH*/CDI133* KKH olarak

tanimlanmais iki farkli KKH grubunun farkli metastatik potansiyellere sahip oldugu ve
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karaciger metastazinda gliko-oksidatif , akciger metastazinda oksidatif metabolizmaya
sahip oldugu gozlenmistir (Nimmakayala et al., 2020). KKH’lerin ortam spesifik
kolonizasyon ve metabolik adaptasyon kabiliyetine sahip oldugunu gosteren bu
calisma, in vitro ortamda ylizen kiiltiir olarak iiretilen MIA PaCa-2 hiicre hattindaki
KKH’lerin, ¢ogaltildig1 ortama adaptasyon gostererek glikolitik agirliklt bir profile
gectigi ihtimalini diisiindiirmektedir. PFKFB izoenzimlerinin baskilanmasimin KKH
gelisimine etkisini in vivo olarak incelemek; baskilama islemi uygulanan hiicrelerin
metastatik kabiliyetini, enjeksiyon bolgesindeki ve (varsa) metastatik bolgelerdeki
KKH miktarin1 ve bu bolgelerdeki KKH’lerin metabolik profilleri arasindaki olagan

degisimi gdzlemlememize yardimci olabilir.

PANC-1 ve MIA PaCa-2 hiicre hattinda PFKFB izoenzimlerinin mRNA
yoniinden kiryaslanmasinda, ylizen kiiltirde PFKFBI’in yaninda PFKFB4
izoenziminde artis gozlendi. Ayrica, biitiin hiicre hatlarindaki yiizen kiiltiirlerde belirli
pluripotentlik markdrlerinin mRNA ekspresyonunda artis goriilmesi nedeniyle, bu
yontemle iiretilen hiicrelerde KKH olarak nitelendirilebilecek hiicre miktarinin fazla
olabilecegi sonucuna varildi. Bu deneylerin sonucu, bize artan KKH oraninin PFKFB

izoenzim seviyesiyle korele olabilecegini diistindiirdii.

PANC-1 hiicre hattinda en biiyiikk degisimin, PFKFB4 izoenziminde
gozlenmesinin yaninda ONCOMINE sonuclarinin da PFKFB4’ii isaret etmesi, siRNA
ile baskilamada bu izoenzime yonelmemize neden oldu. “PFKFB4 izoenzim
baskilanmasi, KKH popiilasyonunda negatif etkiye neden olur mu?” sorusunu
cevaplama amaciyla, PANC-1, MIA PaCa-2 ve MCF-7 hiicre hatlarinda, Kontrol-si
ve P4-si gruplari, igerdikleri kanser kok hiicre profiline uyan hiicreler yoniinden

kiyaslandi.

Flow sitometri analizinde, PANC-1 yiizen kiiltlirlerde hipotezimizi dogrular
nitelikte, KKH profili olarak belirledigimiz hiicre gruplarinin adherent kiiltiire kiyasla
yuksek c¢iktigi, siRNA transfeksiyonunda ise PFKFB4 baskilanan grupta KKH
miktarinin azaldig1 gozlendi. Benzer etkilerin MCF-7 hiicre hattinda da goriildii, ancak
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriilmedi. Onkojenik potansiyelin incelendigi
deneylerde, PANC-1 hiicre hattinda, deney gruplari arasinda invazyon kabiliyeti farki

istatistiksel olarak anlamli boyutlara ulasmadi; baskilama sonucu kiire biiyiikliiglinde
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azalma goriilse de say1 yoniinden anlamli farklilik bulunmadi. MIA PaCa-2 hiicre
hattinda kiire olusturma deneyinde, klonojenik analiz ve yumusak agar deneyinde de
caligilan biitiin hiicre hatlarinda, baskilamanin koloni/kiire biiyiikliigiine ve sayisina
negatif etkisi gozlenmedi. Elde edilen sonuglarin, siRNA transfeksiyonunun
etkinligiyle alakali oldugu diistintilmektedir. Kanserin koken aldig1 organ ve hatta ayni
organ igerisindeki farkli hiicre hatlar1 arasinda bile siRNA transfeksiyonunun etkinligi
yoniinde fark gérmek mimkiindir. Lipofeksiyon tasit1 olarak kullanilan
Lipofectamine RNAIMAX, muadillerine kiyasla etkili bir transfeksiyon ajani olsa da
(Zhao et al., 2008); siRNA, uygulandiktan sonraki 24-96 saat arasinda ideal ol¢iide
etkinlik goOstermekte, bu silirenin Otesine ge¢ildiginde baskilanmada azalma
goriilebilmektedir. Ayrica, daha etkili siRNA sekanslar1 olusturma amaciyla yapilan
gelismelere ragmen, yaklasik olarak sadece dort siRNA’dan biri %80’in {izerinde
etkinlik gosterebilmektedir (H. Han, 2018). Transfeksiyon dogrulama amaciyla
yaptigimiz RT-qPCR deneyinde mRNA seviyelerindeki dramatik diislise ragmen

protein seviyelerinin pek degismemesi bunu dogrular niteliktedir.

Kiire kiiltiir olusumu minimum 7 giin siirmekte ve belirli durumlarda pasajlama
islemi gerektirmektedir. Bu nedenle baskilama deneyleri adherent kiiltiir {izerinden
yiirtitiilmek zorunda kald1 ve nispeten diisiik sayidaki KKH nin relatif kiyaslamalari

tizerinden degerlendirme yapildi.

Karacigerde, kanserli dokularla saglikli dokular arasinda yapilan KKH
markdrii protein ekspresyonlar kiyaslamasinda, KKH markorleri arasinda anlamli bir
farklilik bulunamamis, markor protein ekspresyonlar: tiimor dokulari arasinda
farkliliklar gostermistir (Wilson et al., 2013). Alt1 farkli kolon kanseri hiicre hattinda
yapilan KKH markorii protein ekspresyonu incelemesinde kullanilan markorler, hiicre
hatlarinin tamaminda ayni anda gdzlenememis, tespit edilen markdrlerde de hiicre
hatlar1 arasinda da belirgin farkliliklar gortilmistiir (C. Wang et al., 2012). Tez
caligmasinda kullanilan hiicre hatlarinda olas1 bir protein diizeyinde ekspresyon
degisimini gozleyebilmek adina CD24 ve CD44 protein ekspresyonlar1 incelendi.
Western blot analizlerinde; yiizen kiiltiirlerde yalnizca MIA PaCa-2’de CD24 (40 kDa)
bandinda artis goriildii; diger hiicre hatlarmin yiizen kiiltiirlerinde ise CD24 ve CD44
protein diizeylerinde adherent kiiltiire kiyasla azalma goriildii. PFKFB4 baskilanan

gruplarda da kontrol grubuna kiyasla protein seviyeleri arasinda anlamli bir farklilik
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bulunmadi. Bu durumda, yiizey markdrii CD24 ve CD44 protein ekspresyonu artiginin,
caligilan hiicre hatlarinda KKH miktarinin tespiti yoniinden tek basina bir anlam ifade
etmedigini diisiiniilebilir. Konuyu agiga kavusturmak icin; Pancl, MIA PaCa-2 ve
MCE-7 hatlan iizerinde, adherent ve ylizen kiiltiirlerde, pankreas ve meme hiicre
hatlarinda KKH belirteci olarak kullanilmis diger yiizey markorlerinin protein
ekspresyonlari da incelenerek (PDAK hiicre hatlart i¢in ESA (C. Li et al., 2007), meme
ve PDAK hiicre hatt1 i¢in CD133 (Hermann et al., 2007; Wright et al., 2008)), yiizen

kiltiirde adherente gorece artis olup olmadigi incelenebilir.

Normal kok hiicrelerde pluripotentlik gostergesi olan bazi1 markorler, kanserli
dokularda bulunan KKH’ler i¢in de bir belirte¢ olarak kabul edilmektedir (W. T. Kim
& Ryu, 2017). Bu diisiinceyle, PFKFB4 baskilanan gruplar ve kontrol gruplari
arasinda OCT4, SOX2, NANOG ve KLF4 markorii mRNA ekspresyonu yoniinden
kiyaslama yapildi. Flow sitometri analizinden alinan sonuglarin aksine, biitiin hiicre
hatlarinda baskilama sonucunda pluripotentlik markorleri mRNA seviyelerindeki
azalma degiskenlik gosterdi; hatta baskilanan gruplarda bazi markér mRNA
seviyelerinde artig goriildii. Hiicrenin pluripotentligiyle iligkilendirilmis olan OCT4,
SOX2 ve NANOG; PI3K/Akt ve RAS/RAF/MEK/Erk yolaklar1 araciligiyla
diizenlenmektedir. Apoptozu Onleme ve hiicrenin kendini yenilemesi konusunda
onemli bir rolii olan Akt aktivitesi, kurbaga embriyolarinda PFKFB4’iin
baskilanmasiyla sekteye ugramis ve apoptoz gerceklesmistir (Pegoraro et al., 2015).
Benzer bir baskilayici etkiyi kanser hiicre hatlarinda da beklendi ancak bahsi gecen
yolaklar, birden fazla etken tarafindan kontrol edildiginden, salt PFKFB baskilanmasi
nihai sonuca etki etmemis olabilir. PFKFB baskilanmasinin farkli bir etken tarafindan
kompanze edilmesi sonucu, markor ekspresyonunda azalma goriilmemesi ihtimaller
dahilindedir. Yine kanser hiicre hatlarinda K-RAS ve bununla ilintili yolaklar
hakkinda yaptigimiz yorumlar, onceki ¢aligsmalarla kendi yaptigimiz g¢aligmalarin
karsilastirilmast sonucu yaptigimiz ¢ikarimlardan olusmaktadir. Incelenen hiicre
hatlarinda KKH profiline uyan hiicrelerde PFKFB ile K-RAS ve/veya Akt arasi
korelasyonu incelemek bu durumla ilgili daha isabetli yorum yapabilmemizi

saglayacaktir.

Onkojenik Ras transforme fare akciger fibroblastlarinda PFKFB3 geninin

silinmesinin, F26BP iiretimini ve glikolitik akis baskiladigi, ve Ras ekspresyonunun
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PFKFB3 olmadan hiicrelere onkojenik o6zellik kazandiramadigi gosterilmektedir
(Telang et al., 2006). K-RAS ile onkojenik transformasyon sonucu PDAK
hiicrelerinde PFKFB3 mRNA ekspresyonunun ve protein miktarinin  arttigi
gozlenmistir (Ozcan, 2018). Bu durumda PFKFB izoenzimleri ile ilgili yapilacak bir
baskilama, Ras ve ilintili yolaklarin baskilanmasini saglayarak, KKH popiilasyonunda

azalmaya neden olabilir.

KKH profilleri iizerine bir diger diisiince de yiizey markorleri ve enzimatik
aktivite iizerinden belirlenmis birden fazla KKH profili ile calisip, metabolik
profillerinin ne dl¢tlide kesistigini gézlemlenmesi gerektigidir. KKH markdrlerinin tek
basina veya farkli kombinasyonlar halinde kullanilmasi sonucu ayristirilan hiicrelerin
farkli biyolojik karakterlere sahip olabilecegi gercegi goz oniine alindiginda (Shao,
Fan, Ma, & Wu, 2016), KKH gruplar1 ve PFKFB arasinda kurulan ilintinin kendi

icindeki tutarligi, ¢aligmanin gegerliligi acisindan 6nem teskil etmektedir.

Elde edilen bulgular dogrultusunda, PFKFB enzim seviyelerinin olas1 bir KKH
markdrii olarak kullanilabilecegi ve PANC-1 hiicre hattinda PFKFB4 baskilanmasiyla
KKH profilindeki hiicrelerin azaldigr gosterilmektedir. CRISPR gibi kalic1 bir
transfeksiyon sistemi kullanilarak PFKFB4 geninin silinmesiyle yapilacak kalici
baskilama ile uzun vadede izoenzim noksanliginin olusturacag etkiler gozlemlenerek
bu ¢alismada elde edilen verilerin pekistirilmesi, olas1 bir destekleyici sonugta in vivo
ortamda yapilacak testler ile enzim etkinliginin dogrulanmasi, PFKFB’nin yeni bir

KKH markérii olarak yerini saglamlastiracaktir.
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