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OZET

Pankreas kanseri, diinya niifusu arasinda insidans1 ve mortalite oran1 son yillarda 6nemli
Olciide artmakta olup en yaygin dordiincii kanser tiirtidiir. Erken teshisi ve tedavi imkani
son derece kisith olan pankeas kanseri, terapotik stratejilere karsi son derece direngli
oldugundan bazi tedavi yontemlerinin yetersiz kalmasinda rol alan ve siklikla goriilen
KRAS, SMAD, TP53, CDK2NA gibi mutasyonlarin varliginda hiicre proliferasyonunu
artirarak agresif profil izlemektedir. Bu durum kanserin yaygin ozelliklerinden biri
oldugundan CDK’ y1 hedefleyen yeni ajanlar yeni tedavi yontemleri igin ilgi ¢ekici bir
secenek olmustur. Spesifik CDK4/6 inhibitdrleri olan palbociclib ve abemaciclib, hiicre
cogalmasini G1 fazinda tutulu kalmasini saglayarak hiicre proliferasyonunu azalttig1 ve
apoptozu indiikleyerek 6nemli bir anti-kanser 6zelligine sahiptirler. Anti-kanser etkileri
sayesinde timor olusumuna dahil olan hiicre sagkalimi ve Sliimiinde rol alan gesitli
molekiiler hedefler bildirilmistir. Agresif Pankreas kanseri hiicreleri kullanilarak yapilan
in vitro ve in vivo ¢alismalar, aktiflenen CDK4 ile zit etkilesimde oldugu bilinen
evrimsel olarak korunan bir hiicre i¢i enerji sensorii olan AMPK'nin aktivasyonundaki
degisikliklerin hiicre tipiyle iliskili olabilecegini disiindiirmektedir. Bu anlamda
kanserin temel Ozellikleri arasinda bilinen enerji metabolizmasinin yeniden
diizenlenmesi kritik nem tagimaktadir. Tez kapsaminda farkli genomik 6zelliklere sahip
MIA PaCa-2 ve Capan-2 pankreas kanseri hiicre hatlarinda CDK4/6 inhibitorlerinin
AMPK’nin etkilesimde oldugu iist ve alt sinyal yollar1 tizerine etkilerinin arastirilmasi

hedeflenmistir.

Farkli stres kosullarinin, hiicrelerde hayatta kalma/6liim kararinda kritik olan AMPK
aktivitesini tetikledigi gosterilmistir. Hiicresel enerji ile etkilesimleri nedeniyle AMPK
aktivitesi, kanser hiicrelerinde mMTOR sinyalini veya lipid metabolizmasini
degistirmektedir. Bu ¢alismada, hiicrelerdeki PISK/AKT/mTOR sinyal eksenini modiile
ederek hiicre dongiisiiniin G1 fazinda tutulu kalmalarini saglayici ajanlar olan iki farkl
CDK4/6 inhibitoriiniin etkisi karsilastirilmistir. MIA PaCa-2 ve Capan-2 hiicrelerindeki
metabolik farkliliklardan dolay1 palbociclib ve abemaciclib’in her kanser hiicresindeki
etkileri ayni olmamakla birlikte farkli molekiiler mekanizmalar {iizerinden yanit
olusturdugu dikkati ¢gekmistir. Palbociclib uygulanan hiicrelerde hiicre aghiginin AMPK

aktivitesinin artis1 ile korelasyon gosterirken abemaciclib uygulanan hiicrelerde hiicre
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acligmin mTOR {izerinden metabolik olarak sensér mekanizma ile algilandigi
belirlenmistir. Buna bagli olarak pankreas kanseri hiicrelerinin proliferasyonunu
tetikleyen yag asidi biyosentezinin baskilanmasi terapotik agidan kritik Gnem
tasimaktadir. Bu nedenle her iki CDK4/6 inhibitoriiniin, hiicre 6liim mekanizmasini

genisletmek i¢in hiicrelerdeki farkli mekanizmalari indiikledigi sonucuna varilmistir.

Son derece agresif profile sahip pankreas kanseri hiicreleri i¢in umut vaad edici
calismalar olmakla birlikte klinik uygulamalar 6ncesinde pankreas kanseri farkli hiicre
tiplerinde CDK4/6 inhibitorlerinin molekiiler hedeflerinin genis 0Olgekli olarak
tanimlanmasina yonelik bulgular saglamasi ve bu bulgularin olas1 tedavi se¢geneklerinin
basarilarinin arttirllmasina yonelik olarak yeni kombine tedaviler icin énemli hiicresel

hedeflerin ayirt edilmesini saglama potansiyeli tasimaktadir.
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ABSTRACT

The incidence and mortality rate of pancreatic cancer among the world population has
increased significantly in recent years and is the fourth most common cancer type.
Pancreatic cancer is highly resistant to therapeutic strategies, with early diagnosis and
the possibility of treatment being extremely limited, and it increases the cell proliferation
by the presence of mutations such as KRAS, SMAD, TP53, CDK2NA, which play an
important role in cell aggressiveness. Since this is one of the common features of cancer,
new agents targeting CDK have been an interesting option for new treatment methods.
Specific CDK4/6 inhibitors palbociclib and abemaciclib have an important anti-cancer
feature by reducing cell proliferation and inducing apoptosis by arresting cell
proliferation in the G1 phase. Thanks to its anti-cancer effects, various molecular targets
involved in cell survival and death, which are involved in tumor formation, have been
reported. In vitro and in vivo studies using aggressive pancreatic cancer cells suggest
that changes in the activation of AMPK, an evolutionarily conserved intracellular energy
sensor known to be in opposite interaction with activated CDK4, may be associated with
the cell type. Deregulating of known cellular energy metabolism is one of the main
features of cancer. Within the scope of the thesis, it is aimed to investigate the effects of
CDKA4/6 inhibitors on the upstream and downstream signalling related cascades of
AMPK in MIA PaCa-2 and Capan-2 pancreatic cancer cells with different genomic

properties.

Different stress conditions have been shown to trigger AMPK activity, which is critical
in the decision of survival/death in cells. Due to their interaction with cellular energy,
AMPK activity alters the mTOR signal or lipid metabolism in cancer cells. In this study,
the effects of two different CDK4/6 inhibitors, which are the agents that enable the cell
cycle to remain in the G1 phase by modulating the PIBK/AKT/mTOR signal axis in
cells, were compared. It is noteworthy that due to the metabolic differences in MIA
PaCa-2 and Capan-2 cells, palbociclib and abemaciclib do not have the same effects on
each cancer cell but produce responses through different molecular mechanisms.
Palbociclib was correlated with increased AMPK activity of cell starvation in treated

cells. It was determined that cellular starvation is detected by the metabolic sensor
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mechanism on mTOR in abemaciclib treated cells. Accordingly, suppression of fatty
acid biosynthesis that triggers proliferation of pancreatic cancer cells is therapeutically
critical. It is therefore concluded that both CDK4/6 inhibitors induce different

mechanisms in cells to expand the cell death mechanism.

Promising studies for pancreatic cancer have the potential to enable large-scale
identification of molecular targets of CDK4/6 inhibitors in different cell types of
pancreatic cancer prior to clinical applications and to enable them to distinguish
important cellular targets for new combined treatments in order to increase the success

of possible treatment options for these findings.
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1. GENEL BILGILER

1.1.  Pankreas Kanserinin Epidemiyolojisi

Pankreas kanserinin insan sagligi agisindan olumsuz etkisi olup, Diinya niifusu arasinda
insidansi ve mortalite orani son yillarda 6nemli dl¢iide artmistir. Ayrica erken teshisi ve
tedavi imkan1 son derece kisith olan pankeas kanseri, terapotik stratejilere karsi son
derece direngli oldugundan bazi tedavi yontemlerinin yetersiz kaldig1 agresif bir kanser
tiiri olarak bilinmektedir. Erkeklerde kadinlara gore biraz daha yaygin olup son
zamanlarda neredeyse goriilme siklig1 esit diizeye ulasmustir. Ileri yaslarda (60 yas ve
lizeri) daha sik ortaya ¢ikan pankreas kanseri, tiim kanserlerin %2 ’sini ve kansere bagl
Olimlerin %5°ni kapsamaktadir. Semptomlar1 az olup hizli ilerleyen kanser tiirleri
arasinda, pankreas kanseri ilk siralarda yer almaktadir [1]. ABD'de en sik goriilen
liclincli sirada yer alan kanser tiiriidiir. Sanayilesmis iilkelerde daha sik karsilasilan
kiiresel kanser dliimlerinin yedinci nedenidir. GLOBOCAN 2018 diinyadaki verilerine
gore, pankreas kanserine yakalanan yeni vaka sayisi 458,918 e ulasirken, 432,224
bireyin oliimiine (tiim O6limlerin %4,5'1) neden olarak 2018'de dordiincii sirada yer

almustir [2].

Erkeklerde (243,033 vakada %05,5) kadinlardan (215,885 vakada %4) daha yaygin
oldugu istatistiksel olarak kanitlanmistir. Erkeklerde, Orta ve Dogu Avrupa'da 6zellikle
Letonya ve Moldova Cumhuriyeti (15,3), Estonya (14,2), Macaristan'da (12,9), Uruguay
(12,0) ve Japonya (11,7) iilkelerinde pankreas kanseri olusum riski yiiksektir. En diisiik
oranlar Gine (0,23) ve Malawi (0,30) 'da rastlanmistir Kadinlarda pankreas kanseri
goriilme sikligi en yiiksek olan bolgeler Bat1 Avrupa (7,2), Kuzey Amerika (6,5), Kuzey
Avrupa ve Avustralya/Yeni Zelanda'dir (esit: 6,4) olup yine kadinlarda pankreas
kanserine yakalanma riski en diisiik olan (%1’den az) bolgeler Dogu Afrika ve Giiney
Dogu Asya'dir. Komor Afrika ve Sao Tome ve Principe Afrika bolgelerinde hem erkek

hem kadinlarda pankreas kanserine yakalanan vaka bulunmamistir (Sekil 1).

Diinya Saglik Orgiitiiniin verilerine gére 2017 yilinda yayinlanan Pankreas Kanserinden
Olenleri sayis1 3,386 olup Tiirkiye'deki toplam oliimlerin %0,85'ini olusturmaktadir.

Tiirkiye’de en ¢ok karsilasilan ilk 10 kanser arasinda yer almaktadir [3].
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Sekil 1 2018 yilinda GLOBOCAN tarafindan pankreas kanserinin cinsiyete gore ve iilkelere 6zgii
insidansi standardize edilmis oranlar: gosterilmektedir (yeniden diizenlenmistir) [4].

Pankreas kanseri nedeni karmasik ve c¢ok faktorlii olmasi sebebiyle potansiyel risk
faktorlerinin belirlenmesine ve erken tani i¢in yeni kullanilan araclarin gelistirilmesine
ragmen goriilme sikliginin artacagi tahmin edilmektedir ve 2040 yilinda 355,317 yeni

vakanin daha olacag diisiinilmektedir [2].

Amerikan Kanser Dernegi’nin 2019 ABD’deki pankreas kanseri tahminlerine gore de
yaklasik 56,770 kisiye (29,940 erkek ve 26,830 kadin) pankreas kanseri teshisi
konulacagi ve yaklasik 45,750 kisi (23,800 erkek ve 21,950 kadin) pankreas kanserinden

olecegi diisiiniilmektedir [5].



1.2. Pankreas Kanseri Risk Faktorleri

Pankreasin duktal adenokarsinomu olarak bilinen pankreas kanseri, her ne kadar
etiyolojisi kesin olarak bilinmese de son zamanlarda yapilan arastirmalar %25-30
pankreas kanseri vakasinin sigara igme nedenine baglarken %10’luk kisminin genetik
faktorlere bagh oldugunu ifade etmektedir [6] [7]. Bunun yam sira pek ¢ok faktoriinde
etkili olabilecegi unutulmamalidir. Risk faktorlerinin ¢ogu direkt olarak hastaliga sebep
olmaz ancak bu faktorlere maruz kalma diizeyi genellikle kanserin gelismesini
etkilemektedir. Baz1 durumlarda, kanser gelisim riskini azaltabilecek veya belirsiz bir
etkiye sahip olan faktorler olabilir. Bdylece kontrol edilebilir risk faktorlerinin
belirlenmesi ve bunlardan kaginilmasi, ailesinde pankreas kanseri Oykiisii bulunan,
yiiksek risk tasiyan bireyler igin ozellikle 6nem tasimaktadir [8]. Yas, cinsiyet, sigara
tiikketimi, uzun stireli alkol tiiketimi, obezite, aile dykiisii, kronik pankreatit ve ge¢miste

batin bolgesine radyasyon uygulamalar1 6nem risk faktorlerindendir.

Aralarindan en Onemli risk faktorii olarak tanimlanabilecek olan sigara tiiketimi
icenlerde igmeyenlere gore 2,2 kat daha fazla pankreas kanseri riski vardir. Sigara
icenlerde goriilen pankreas kanserinde “fingerprint” yontemi ile sigara igmeyenlere

kiyasla daha fazla mutasyon saptanmistir [9].

Sigara igerisinde yer alan N-nitrozaminlerin ve gesitli metabolitlerinin pankreas iizerinde
karsinojenik etkileri yer almaktadir. N-nitrozaminlerin olusturdugu metabolitlerin hiicre
icerisinde DNA kiriklarina yol agarak K-ras mutasyonuna neden oldugu, ayrica kanser
olusumunda anjiyogenezde rol oynayan siklooksijenaz-2 (COX-2)’nin aktivitesini
arttirdi@1 bilinmektedir [10] [11].

Pankreas kanseri riski, yas ilerledik¢ce artar. Pankreas kanser nerdeyse 45 yas ve
tizerindeki hastalarda goriilmektedir. Kimyasal karsinojenler olarak bilinen bireylerin
calisma ortamlarinda fazla maruz kaldigi benzin, metalurjik kokular ve bdcek
ilaclarminda pankreas kanseri riskini arttirdigina dair kanitlar yer almaktadir. Bunun
yani sira nikelin, artan DNA metilasyonuna neden oladugu ve buna bagli olarak DNA
onarimint inhibe ettigi ve reaktif oksijen iiretimi yoluyla apoptozu indiikledigi
belirtilmektedir. Ek olarak az sayida ¢aligma olamasina ragmen kadmiyuma ve arsenik

metallerine maruz kalindiginda pankreas kanseri riskini ve oliim orani arasinda bir
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baglanti bulunmaktadir. Kadmiyum, insan pankreasinda birikerek farkli karsinojenez
basamaklarina etki ederek DNA onarimini 6nleyen ve genomik instabiliteye neden olan

bir karsinojendir [4].

Cografik konum ele alindiginda, Afrikali Amerikalilarin pankreas kanseri goriilme
sikligr beyazlardan biraz daha fazladir. Bunun nedenleri kesin bilinmemekle birilikte
kismen, diyabet, sigara ve asir1 kiloluk gibi pankreas kanseri i¢in diger bazi risk

faktorleriyle iliskilendirilebilir [12] [13].

Pankreasin uzun siireli iltihaplanmasi olarak bilinen kronik pankreatit (KrP), ekzokrin ve
endokrin glandiiler pankreatik parankimde, ilerleyici ve geri doniisiimsiiz hasara neden
olan ve fibrozisle sonuglanan bir siirectir. Kronik pankreatit, siklikla alkol kullanimi ve
sigara kullanimiyla birlikte goriliir. Sigara; pankreatik bikarbonat sekresyonunu inhibe
ederek doku iskemisini indiikler. Tiitiin iiriinlerinin detoksifikasyonunda rol oynayan
iridin 5-difosfat glukroniltransferaz (UGTIA7Y) gen polimorfizmi olan sigara igicilerde
KrP daha sik goriilmektedir [14]. Kronik pankreatit, pankreas kanseri riskini kronik

pankreatit olamayanlara gore 2,71 kat daha fazla artirmaktadir.

Pankreas kanserinin  %5-10"u ailesel Oykiiye dayanmakta olup kalitsal genetik
mutasyonlar ebeveynden ¢ocuga gegebilmektedir. Aile igerisinde etkilenen bireylerin
sayisina bagl olarak risk 4,46-32 kat artmaktadir [15]. Pankreas kanserine neden
olabilecek genetik hastaliklar asagidaki gibidir (Sekil 2).

« BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki mutasyonlarin neden oldugu kalitsal prostat,
meme ve yumurtalik kanserine neden olurken pankreas kanseri riskinide
arttirmaktadir [16]. BRCAL veya BRCA2 germline mutasyonlarinin tasiyicilari,
pankreas kanseri riskinin arttirirken, BRCA2 mutasyonu tastyicilari i¢in risk daha
fazladir [17].

e PALB2 geninde meydana gelen mutasyon ailesel pankreas kanseri tiirlerinin %1-
3'tinde bildirilmistir. PALB2 genindeki mutasyonlar kalitsal meme kanserine
neden olurken her pankreas kanseri hastalarinda germline PALB2 mutasyonu
oldugu tespit edilmemistir ancak BRCA2 mutasyonuyla ortak oldugu
saptanmustir [18] [19].



o pl6/CDKN2A genindeki mutasyonlarin neden oldugu ailesel atipik multipl mol
melanom (FAMMM) sendromu, cilt ve g6z melanomlar1 ile iligkilidir.
CDKNZ2A geninde mutasyonla dogan bireyler, 38 kat artmis pankreas kanseri
riskine sahip olup bu mutasyona sahip bireylerin %50 si pankreas kanserine
yakalanmaktadir [20] [21].

o Kalitsal pankreatit, Katyonik tripsinojen genindeki (PRSS1) mutasyonlar,
otozomal dominant iken, serin proteaz inhibitér genindeki (SPINK1)
mutasyonlar otozomal resesif formudur. Bu mutasyonlar pankreas kanseri riskini

arttirmaktadir.

o« DNA tamir genlerinde (MLH1 veya MSH2) bir mutasyonun neden oldugu
kalitsal polipoz olmayan kolorektal kanser (HNPCC) olarak da bilinen Lynch
sendromu, pankreas kanseri insidansinin gozlendigi otozomal dominant bir

hastaliktir [22].

e Hiicre ¢ogalmasi ve polaritesinin diizenlenmesinde rol alan STK11/LKB1
genindeki meydana gelen mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan Peutz-Jeghers
sendromu, otozomal dominant bir hastaliktir [23]. Sindirim sistemindeki
poliplerle ve diger bazi kanserlerle de baglantilidir. Bu hastalarin pankreas
kanserine yakalanma riski 132 kat fazladir [24].

Bugiine kadar yayinlanmis c¢alismalar, sasirtict sekilde 6zellikle solunum yollar1 alerjisi
olmak tizere alerji goriilen bireylerde pankreas kanseri riskinde bir azalma oldugunu

gostermistir [25].
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Sekil 2 Pankreas kanserine sebep olan genetik mutasyonlar ve sagkalim oranlarinin incelenmesi
(yeniden diizenlenmistir) [26].

1.2.1. Pankreas Kanseri ve Obezite liskisi

Pankreas kanserine neden olabilecek faktorler arasinda yer alan beslenme aligkanlig1 son
derece kritik 6neme sahiptir. Yiiksek yagli, yiiksek karbonhidratli, ¢ok fazla kirmizi ve
islenmis et (sosis ve domuz pastirmasi gibi) tiiketimi obeziteyi ve lipogenezi tetiklerken
pankreas kanseri riskini de arttirmaktadir. Lifli, meyve ve sebze tiiketiminin ise pankreas
kanseri riskini disiirdiigii ifade edilmekte olup beslenme aliskanliklariyla iligkisi
belirsizligini devam ettirmektedir [12]. Ancak son yillarda lipogenezin ¢oklu doymamis
yag asitleri ve orug ile inhibe etmekte ve bu etkilere kismen lipogenezi inhibe eden
(bliylime hormonu, leptin) veya uyaran (insiilin) hormonlar aracilik etmektedir. SREBP-
1'in, ¢esitli hormonlarin ve besin maddelerinin pro- veya anti-lipojenik etkisinde kritik
bir ara madde oldugunu gostermistir. bir bagka transkripsiyon faktorii, PPAR-y'dir. Her
iki transkripsiyon faktorli, hipertrigliseridemi ve obezite gibi bozukluklarin

diizenlenmesinde molekiiler hedeflerdir [27].



Son birkag yilda, artmis viicut kitle indeksinin (BKI veya BMI), pankreas kanseri
gelisme riskindeki artigla iliskili oldugu ortaya koyulmus olup diyabet hastaligindan
bagimli veya bagimsiz bir sekilde gelisebilmektedir. 12 kohort caligmasindan ve bir
vaka kontrol ¢alismasindan elde edilen verilerin analizi, pankreas kanseri riskinin BMI>
35 olan bireylerde 18,9 olan BMI> 35 olanlara gore 1,55 kat (%95 CI = 1,16 — 2,07)
daha yiiksek oldugu gosterilmistir [28]. BMI'si yiiksek olan hastalarda onemli kilo
kaybinin pancreas kanseri riskini azaltacagi ifade edilmektedir. Ayn1 zamanda Fiziksel

aktivite, pankreas kanseri riskini %55 oraninda azalttig1 goriilmiistiir [8].

1.3.  Pankreas Kanseri Terapi Modelleri

Kanserin tiiriine, evresine ve diger faktorlere bagli olarak, pankreas kanseri olan bireyler
icin tedavi secenekleri; cerrahi operasyon, kemoterapi ve radyoterapi olup, malignite

asamalarina bagl olarak bu yontemler tek baslarina ya da birlikte kullanilmaktadir.

Cerrahi yontemlerde, muayene ve testlerin sonuglar1 tiim kanseri ortadan kaldirmak
(rezeke etmek) hedeflendiginden potansiyel olarak kiiratif cerrahi uygulanirken; testler
kanserin tamamen alinamayacak durumda oldugunu gosterdiginde palyatif cerrahi
yapilabilmektedir. Bu ameliyat semptomlar1 hafifletmek ve tikali bir safra kanali veya

bagirsak gibi bazi komplikasyonlar: dnlemek i¢in yapilmaktadir [29].

Pankreas kanseri tedavisinde en sik kullanilan radyasyon tiirii dis 151n radyasyon tedavisi
olup, viicudun digindaki bir kaynaktan gelen radyasyon kansere odaklanmaktadir.
Timorid kiicliltmek ve tamamen c¢ikarilmasini kolaylastirmak i¢in ameliyattan Once
(neoadjuvan tedavi) kemoterapi ile birlikte radyasyon verilebilir veya kanserin yeniden
olusma olasiligin1 azaltmak igin ameliyattan sonra (adjuvan tedavi) radyasyon
verilebilir. Baz1 durumlarda radyasyon, kemoterapinin birlikte verildigi kemoradyasyon

uygulamasi saglanir.

e Neoadjuvan ve adjuvant terapi de, ileri metastatik pankreas kanserinde
kemoterapi uygulamalari yaygin olarak kullanilmaktadir. Damar igine enjekte

edilen veya agi1z yoluyla alinan bir anti-kanser ilact olup kan dolagimina girer ve

viicudun hemen hemen tiim bolgelerine ulasir.

o Gemcitabine (Gemzar)



o 5-florourasil (5-FU) veya Kapesitabin (Xeloda)
o Oksaliplatin (Eloxatin)
e Albumin bagh paklitaksel (Abraxane)
o Kapesitabin (Xeloda)
o Cisplatin
e Irinotekan (Camptosar)
En yaygin kullanilan kemoterapi ajanlaridir [30].

Hedefe yonelik gelistirilen Erlotinib (Tarceva), hiicrelerin biiyiimesine yardimei olan
EGFR adli kanser hiicrelerinde bir proteini hedef alan bir ilagtir. Gemsitabin ile birlikte

kullaniminin istatistiksel olarak 6nemli yasamsal yarar gosterdigi belirtilmistir [31].

Son zamanlarda immunoterapinin kanser gelisimini azaltici etkisi tartisilmaktadir. PD-1
inhibitori olarak bilinen Pembrolizumab (Keytruda), normalde bu hiicrelerin viicuttaki
normal hiicrelere saldirmasini 6nleyen T hiicreleri ad1 verilen bagisiklik sistemi hiicreleri
tizerinde bir kontrol noktasi proteini olan PD-1'i hedefleyen bir ilagtir. PD-1'i bloke
ederek, bu ila¢ pankreas kanseri hiicrelerine karsi bagisiklik tepkisini arttirir ve tiimoriin

kiiciilmesi hedeflenmektedir [32].

Gelecek yeni tedavilerin gelistirilmesinde, pankreas kanserinin genetigi ve molekiiler
biyolojisinin anlasilmasinda kayda deger bir ilerleme oldugu i¢in son umut verici olup
pankreas kanserlerinin bliylikk ¢ogunlugunda KRAS geninin mutasyona ugradigi
saptanmig olup KRAS proteinini hedef alan inhibitorler, biiyiik oOlglide basarisiz
olmustur. Daha yeni stratejiler MEK, ERK ve AKT gibi alt sinyal yollarin1 hedeflemeye
odaklanilmstir [33] [34].



1.4. Pankreas Kanseri Olusumu ve Tedavisinde Temel Molekiiler Mekanizmalar

1.4.1. Hiicre Dongiisii

Hiicrenin boliinerek iki yavru hiicre olusturmasi ve her yavru hiicreninde iki yavru hiicre
meydana getirmesi seklinde devam eden hiicre ¢ogalmasi siklik form gosterir Bu siireg
G1, S ve G2 interfaz evreleri ve M (mitoz) evresinde yer alan profaz, metafaz, anafaz ve
telofaz asamalarini icermektedir [35]. [36].

Hiicrelerin ¢ogu olgun evrede olup uyku hali olarak adlandirilan (GO) hiicre boliinme
evresinde degildir [37]. GO fazinda yer alan belli bir hacme ve sayiya ulagmis hiicreler
bliylime faktorleri veya mitojenler ile indiiklenerek hiicre devrine gegisleri saglanir.
Hiicrelerin, hiicre devrinin farkli fazlarindan gecisi siklinler adi verilen proteinler
tarafindan koordine edilerek sikline bagimli kinazlarla (CDK) beraber islev yaparlar.
Siklinler, kendi CDK’larmin katalitik alt {nitesine baglanarak konformasyonel
degisikligine yol actigindan aktif formlari olusur. Boylece serin/treonin olarak bilinen bu
kinazlar fosforilasyonlari ile hiicre devrinin diizenli bir sekilde ilerleyisi saglanir [38].

GI1 fazina gegciste, siklin D ve CDK4/6 birlikte rol oynar. Hiicreler kendi ¢evrelerini
kontrol eder, sinyalleri alir ve biiylimeyi indiikler. RNA ve protein sentezi olur Bu fazda
DNA sentezi (replikasyonu) i¢in hazirlik yapilir ve bdylece Siklin E ekspresyonu artig
gostererek G1 den S fazina gegis saglanmaktadir. Siklin A-CDK2 S fazi i¢in 6nemlidir.
Hiicreler DNA sentezinden sonra G2 fazina girerek Siklin B-cdkl kompleksinin
aktivitesi artar boylece mitoza giris saglanir. Siklin B-cdkl kompleksi mitozu ilerleten
faktor (MPF) olarak da ifade edilmektedir. Ge¢ S fazinda siklin B sentezlenmeye baslar
ve sentez mitoz boyunca devam eder, mitoz tamamlandiginda siklin B diizeyi hizla
diiser. Hiicre devrinde fazlara geciste kontrol noktalar1 son derece kritik rol oynamakta
olup DNA hasarmma veya yanlis replike olma durumlarinda cevap mekanizmasi
gelistirerek hiicre devrinin tutulu kalmasma ve onarilmadigi takdirde apoptoz emri
verilmektedir [39]. Bu siiregte rol alan tumor baskilayici genlerden Retinobastoma (RDb)

ve TP53 geni son derece 6nemlidir [38].



Rb, siklin D-CDK kompleksinin anahtar kompleks proteini olup fosforillenmesi ile
hiicre siklusunun ilerlemesi saglanmaktadir. RDb’nin hipofosforile formu E2F
transkripsiyon faktoriinii bagliyarak inaktiflestirir E2F'nin inaktif formu sonucunda
hiicre S fazidana ilerleyemediginden siklus tutulu kalir (Sekil 3) [40] [41].

Herhangi bir kontrol noktasinda hasarli DNA tespit edilirse, kontrol noktasinin
aktivasyonu protein p53 iiretiminin artmasini tesvik ederek hiicre dongiisiiniin tutulu
kalmasini ve bdylece hasarli DNA i¢in onarim mekanizmalarini baslatir. Aksi takdirde
DNA onarilamazsa, hiicrenin apoptoza girmesini ve hiicre ¢ogalmasini 6nler [42]. Bu
sebeple kanser hiicrelerinin kontrolsiiz ¢ogalmasinda hiicre devri molekiillerini hedef

alan terapotik stratejiler kritik nem tagimaktadir [43].
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Sekil 3 Hiicre dongiisiinde yer alan siklin-CDK iliskisi ve Retinoblastoma [41].

1.5. Dogal Sikline Bagimh Kinaz Inhibitorleri

Gen mutasyonlarindan dolayr G1/S gecisindeki degisimler kansere neden olabilir.
Kanser hiicrelerinin karakteristik Ozelliklerinden biri biiyiime sinyalinden bagimsiz
olarak G1 fazina tekrar girebilmeleridir. Bu durum karsisinda hiicre siklusunun
devamliliginda gorev alan siklin-CDK aktivitesinin inhibisyonu Onemlidir [44].
Memelilerde siklin-CDK aktivitesini regiile eden iki siklin bagimli kinaz inhibitor
(CDKi) ailesi mevcuttur: p21, p27 ve p57'den olusan CIP/KIP ailesi ve p15, p16, p18 ve
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pl9'dan olusan INK4 ailesidir. INK4 proteinleri, CDK4 ve CDK6 bilesenleri ile
etkileserek siklin D komplekslerini spesifik olarak inhibe eder ve Rb proteinin
fosforilasyonunu engelleyerek hiicre dongiisiinii G1 fazinda durdurur [41]. KIP ailesi
inhibitorleri hem siklinlerle hemde onlarin iliskide oldugu CDKlarla iliski kurarlar.
Boylece G1/S gegiste rol alan CDK2-Siklin E ile ATP baglanan yeri bloke ederek kinaz
aktivitesini engellemis olurlar [38] [45]. p21 ifadesi, TP53 tiimor baskilayici geninin
transkripsiyonel kontrolii altinda olup ayni zamanda p21 ¢ogalan hiicre niikleer

antijenine (PCNA) baglanarak DNA hasarina kars1 bir yanit mekanizmasi olusturarak

DNA sentezini inhibe eder [37] [37].

1.5.1. Palbociclib ve Abemaciclib

Hiicre dongiisiiniin diizensizligi, yliksek metastatik potansiyeli olan kanser hiicrelerinde
siirsiz ¢ogalmaya neden oldugundan sikline bagimli kinazlar1 hedefleyen yeni ajanlar
yeni tedavi yontemleri i¢in ilgi ¢ekici bir segenek olmustur. Bunlar arasinda palbociclib
(PD-0332991) piyasadaki ad1 Ibrance olup oral yolla alinabilen spesifik olarak CDK4/6
inhibitori olarak bilinmektedir [46]. Farmosotik 6zelligi ele alindiginda piridopirimidin
bilesikleri tarafindan gelistirilmistir. hiicre ¢ogalmasin1 G1 fazinda tutulu kalmasim
saglayarak ve Rb ‘nin fosforilasyonunu engelleyerek DNA sentezini baskilar (Sekil 4)
[47] [46]. Aksi durumda mitojenlerin etkisiyle sag kalimi tetikleyen PI3K/AKT/mTOR
sinyal yolagi ile iliskili CDK4/6 aktivitesindeki artis timor agresifligi ile dogrudan
iliskilidir [48] [49].

Palbociclib, daha ¢ok menopoz sonrasi kadinlarda goriilen Ostrojen reseptorii (ER)
pozitif/HER2 negatif ileri meme kanseri tedavisinde kullanilan bir ilag olup letrozol (bir
aromataz inhibitorii) veya selektif Ostrojen reseptér modulatorlerinden Fulvestrant ve
tamoksifen gibi ilaglarin kombinasyonu halinde etkinligi arttirilir [50] [51]. In vivo
olarak, meme kanseri ksenogreflerinde Onemli o6lclide antitiimor aktivitesitesini
baskilandig1 gosterilmistir. Meme kanseri disinda ilerlemis solid tiimorlerde Hodgkin
dis1 lenfoma, multiple miyelom, bas ve boyun skuaméz hiicreli karsinomlu hastalarda,
cocuklarda goriilen akut lenfoblastik l6semide, akciger, pankreatik ve metastatik
kolerektal kanserli hastalarda palbocicilib gesitli Kombine terapilerle klinik ¢alismalarda

yer aldig1 ve basarilar elde edildigi ifade edilmistir [52].
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Bir diger CDK4/6 inhibitorii olan abemaciclib (LY2835219) piyasada Verzenio isimiyle
bilinmekte olup oral yolla alinabilen spesifik olarak CDK4 ve 6'y1 inhibe edererek erken
G1'de retinoblastoma (Rb) protein fosforilasyonunu inhibe ederek CDK aracili G1-S faz
gecisini onlemektedir [53]. Boylece kanser hiicresinin gogalmasini inhibe etmektedir.
CDK4 ve CDK6'min yani sira, gen transkripsiyonunu, embriyogenezi ve hiicresel
cogalmay1 diizenleyen CDK9'u hedefleme yetenegine sahip oldugu gosterilmigtir. HR -
pozitif, HER2-negatif endokrin tedavilere direng gOsteren metastatik meme kanseri
hastalarinda tek basina veya kombine terapi halinde verilerek basarili sonuglar elde
edilmistir [54]. Meme kanseri tedavisinin yani sira melanom, lenfoma, neoplazm, solid

timor ve glioblastom tedavisini inceleyen ¢alismalarda da kullanilmigtir [55].

Abemaciclib, palbociclib aktivitesiyle karsilastirildiginda tiimoér hacmi regresyonunun
%70'ini doza bagiml sekilde uygulandiginda giiglii antitiimor aktivitesi gostermektedir.
Ayrica Abemaciclib, palbociclib'e kiyasla kan-beyin bariyerinden olasi gegisi saglamistir

[51].

Palbociclib [~ _
T~/
Ribociclib |-———-—-— —|\ CDK4+ siklin D1
Abemaciclib |~~~ H

G111 > S > Hiicresel Proliferasyon

Sekil 4 CDK4/6 inhibitorlerinin etki mekanizmasi (yeniden diizenlenmistir) [54].
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1.6. Hiicre Yaslanmasi

Hiicresel yaslanma, potansiyel olarak onkojenik strese maruz kalmis hiicrelerde
meydana gelen esasen geri doniisiimsiiz hiicre proliferasyonunun tutulu kalmasini ifade
etmektedir. Bundan 35 yil 6nce Leonard Hayflick ve Paul Moorhead, normal insan
fibroblastlarinin belli sayida hiicre bdoliinmesinin ardindan gelisme ve bdliinme
yeteneklerini yitirdigini (proliferasyon sonu ya da Hayflick Limiti), ancak metabolik

olarak aktif kaldigin1 en sonunda dliime gittiklerini gézlemlemislerdir [56] [57].

Hiicresel yaslanmanin molekiiler mekanizmasi ele alindiginda lineer kromozomlarin
uclarin1 kapatan DNA-protein yapilart olan telomerler, her hiicre bolinmesiyle kisalir,
Bu kisalik kritik bir noktaya ulasinca ve korunabilirse hiicre boliinmesi tutulu kalarak
yaslanma baglar. Oksidatif stres, DNA hasar1 ve bazi onkogenlerin aktivasyonuyla
uyarilan p16'NK4 p21CPt 27 gibi CDKiler ile p53 ve RB gibi timér baskilayic
genlerin diizenlenmesiyle birlikte CDK olusumu engellenir GO ya da Gl'den S fazina
gecisi durdurulur.[57] [58]. Boylece, yaslanma benign timor lezyonlarindan malign

tiimorlere ilerlemeyi engelleyen fizyolojik bir timor baskilayict mekanizma gelisir [58].

Yaslanmis hiicreler hacimsel olarak iki katina ¢ikarak genisler ve diiz bir morfolojiye
sahip olurlar. Bu degisiklikler, yaslanma ile iligkili salgi fenotipi (SASP) olarak
adlandirilan bir 6zellik olan ¢ok sayida proinflamatuar sitokin, kemokin, biiyiime faktorii
ve proteazin salgilanmasini i¢ermektedir. SASP, hem kanserin gelisiminde hem de
yaralanma karsisinda doku onarimini veya rejenerasyonu destekleyen parakrin aktiviteye
sahiptir [56] [58]. Ayrica Yaslanma ile iligkili beta-galaktosidaz, hiicresel yaslanmanin
bir biyobelirteci olup, yaslanmig hiicrelerde pH 6 da endojen lizozomal beta-

galaktosidaz birikimi ve asir1 ekspresyonuyla karakterizedir [58].
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1.7. PI3K/AKT/mTOR

PI3K (Fosfotidilinositol-3-kinaz) hem G proteini bagl reseptér (GPCR) hem de reseptor
tirozin kinazlar (RTK’lar) tarafindan aktive edilmektedir. Otofosforile olan reseptor
PI3K ‘in alt birimi olan p85 ve p110 proteinini aktiflestirerek sinyalizasyonu baglatir.
p85, insiilin reseptdr substratlar1 (IRS1,2) tarafindan indirekt olarak da aktive edilebilir
veya RAS aktivasyonu da PI3K’da dolayli bir aktivasyonuna neden olabilir. Sonrasinda
fosfatidilinositol-4,5- bifosfat (PIP2)’1 fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfat (PIP3)’a doniisiir.
fosfataz ve tensin homologu (PTEN) tarafindan ise PIP3 defosforile edilerek zit yonde
diizenlenir. fosfatidilinositol 3-bagiml kinaz 1 (PDK1) tarafindan AKT (protein kinaz
B) treonin308 amino asitinden fosforile olarak aktiflesmesini saglar. Bu kaskat, AKT
proteininin mTORC2 tarafindan dogrudan serin473 den fosforile olmasiyla da
gerceklesir [59]. AKT’in alt sinyal yolagi efektorlerinden en Onemlisi mTOR
(Rapamisinin memeli hedefi)’dir. AKT, mTOR’u tiiberoz skleroz 2 (TSC2)’nin
dogrudan fosforilasyonu veya AMPK’nin inhibisyonu ile aktive edilmektedir. p-AKT,
TSC1 ve TSC2 kompleksini iceren protein dimerinin, biiylimeyi baskilayici etkilerini
engelleyerek RAS homologu Rheb’in mTOR’u aktive etmesine neden olmaktadir. Rheb,
Ras’a benzer bir yap1 gosteren GTP hidrolizleyebilen 6zelligi sayesinde hiicre biiyiimesi
ve hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde rol alan 6nemli bir hiicre membran proteinidir.
Fosforile edilmis mTORCI1, asag1 sinyal iletim efektorleri; Okaryotik translasyon
baglama faktorii supresorii (4EBP1) ve p70S6 kinaz (S6K) aracilifiyla hiicre
biiylimesini, hiicre siklusu devamliligini ve hiicre metabolizmasi igin gerekli proteinlerin

translasyonunu saglamaktadir (Sekil 5) [60] [61].
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Sekil 5 PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagi mekanizmasi (yeniden diizenlenmistir) [60].

1.8. AMPK Sinyal Yolag:

5 'adenozin monofosfat aktive edilmemis protein kinaz (AMPK), besin aclig1 gibi ATP
iretimini engelleyen veya ATP tiiketimini arttiran bir strese maruz kalindiginda
diizenleyerek hiicre igi enerji sensorii gorevini {listlenen bir serin / treonin protein

Kinazdir [62] [63] [64].

AMPK, On iki farkli heterotrimerik holoenzim 2a (izoform al ve a2), 2 (izoform B1 ve
B2) ve 3y (izoform vyl, y2 ve y3) alt biriminin kombinasyonundan olusan protein
kinazdir. AMPK alt birimlerinden o2 alt biriminin N-terminal bolgelerinde treonin-172
(ol treonin-183) residiisiine baglanarak fosforilasyonu saglanir [64]. Bu fosforilasyon
AMPK’nin st sinyal yolaginda yer alan timor baskilayict karaciger kinaz B1 (LKB1),
iskele protein MO25 ve Ste20 ile ilgili adaptdr (STRAD) protein baglanarak aktif bir

*2 miktarmin artisi

trimerik kompleksin olusmasiyla gerceklesir. Ayrica sitozolde Ca
Ca?*/kalmodulin bagimli kinaz (CaMKK) aktiflestirerek veya bir baska AMPK kinaz1
olan mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (TAK1), sayesinde AMPK fosforilasyonu

gerceklesir [65].
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Kanser hiicrelerindeki iiglincii tip yakit kaynagini olusturan ve asetil-CoA {iretimine
bagl olarak trikarboksilik asit/Krebs (TCA) dongiistine katilan yag asitleri tiimorgenezi
tetikledigi bilinmektedir. TCA dongiisii, hiicrelerde oksidatif fosforilasyon i¢in merkezi
rol oynayan biyoenerji, biyosentetik ve redoks dengesini saglamaktadir. Yag asidi
sentezi icin gerekli olan asetil-CoA'lar mitokondride olusmakta olup sentezi
sitoplazmada gergeklesmektedir. Bu nedenlede Asetil-CoA'larin mitokondriden sitozole
tasinmalari i¢in mitokondrial Asetil CoA Sitrat Sentetaz enzimi araciligi ile okzalasetat
ile birleserek sitrat meydana gelir. Sitrat, trikarboksilat transport sistemi aracilifi ile
sitoplazmaya gecer. Sitoplazmaya transfer edilen sitrat, Sitrat Liyaz ve ATP harcanmasi
ile yeniden okzalasetat ve Asetil CoA ya ayrilmaktadir. Sitoplazmaya gelen Asetil CoA
yag asidi sentezine (FASN) katilir. Sitoplazmadaki okzalasetat ise Malat Dehidrogenaz
enzimiyle malata doniiserek dikarboksilat transport sistemi araciligi ile tekrar mitokondri
igerisine tasmir. Taginan malat, okzalasetata doniiserek dongii tamamlanmis olur. Yag
asidi sentezi malonil CoA ile baslamaktadir. Malonil CoA ise asetili CoA dan
sentezlenmektedir. Asetil-CoA, hem yag asidi sentez yolu hem de TCA dongiisii igin
substrattir (Sekil 6) [66].

AMPK, rapamisin kompleksinin (mTORC) memeli hedefinin aktivitesini azaltarak
transkripsiyon faktorii sterol diizenleyici eleman baglayici protein lc (SREBPIc)
ekspresyonunu baskilayarak, inhibe formlart ACC157° ve ACC2%¢212 fosforilasyonunu

tesvik ederek FASN ekspresyonunu azaltir boylece lipit sentezini inhibe eder [64] [67].

Hem lipid homeostazinda fosfatidik asit (PA) ve diagilgliserol (DAG) seviyesini kontrol
eden enzim olarak hem de lipid metabolizmasi enzimlerini kodlayan genlerin
transkripsiyonunu kontrol eden protein olarak fonksiyon gdsteren Lipin-1, en fazla

adipoz doku ve iskelet kasinda eksprese olur [68].
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Adipojenik farklilasma, glikoz homeostazinda anahtar rol oynadigi, kanser hiicrelerinin
farklilagmasinda ve poliferasyonunda kilit rol oynadigi bilinen peroksizom proliferator
ile aktive edilmis reseptor gamma (PPAR-y) ile etkilesimde oldugu bilinmektedir.
PPAR-y ekspresyonu meme kanseri, prostat kanseri, glioblastom hiicre hatlarinda, kii¢iik
hiicreli dis1 akciger kanserinde, yumurtalik kanseri ve pankreas kanseri dahil olmak
lizere gesitli insan kanseri tiplerinde tanimlanmistir [69]. AMPK’nin karaciger kanseri
hiicrelerinde PPAR-y ekspresyonunu inhibe ederek yag asidi oksidasyonunu arttirdigi

tespit edilmistir [70].
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Sekil 6 AMPK sinyalizasyon mekanizmasi (yeniden diizenlenmistir) [65].

1.9. Apoptoz

Hiicrelerde apoptoz gergeklesirken hiicre diginda 6liim faktorleri adi verilen sinyali alir
veya DNA hasar1 ya da oksidatif stres gibi icsel fiziksel/kimyasal etkenler tarafindan
indiiklenir. Apoptoz mekanizmasi intrinsik (igsel yolak) ve ekstrinsik (digsal yolak)

olmak {izere aktive olabilir. [71]
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1.9.1. Mitokondri/ Sitokrom C Aracih Hiicre Oliimii (Intrinsik Yolak)

Bu hiicre 6liim yolagi disaridan gelen uyartilara (FAS, TNF) duyarli degildir. DNA
hasar1 ve oksidatif stres gibi hiicre i¢inden gelen uyarti, apoptozun intrinsik yolagini
mitokondrinin dis membranmma etki eden Bcl-2 ailesi proteinleri araciligiyla

indiiklemektedir [72].

Bcl-2 transmembran bir bolgeye sahiptir ve mitokodri dis zari, niikleus zar1 ve
endoplazmik retikulum zarinda yer almaktadir. Bcl-2 her ne kadar apoptozu baskiliyor
ise de bu protein ile iliskili baz1 diger proteinler apoptozu desteklemektedir. Bid ve Bim
BH3 proteinleri Bax ve Bak proteinlerinin aktivasyonunu ve bdylece bu proteinlerin
sitoplazmadan mitokondrinin dis membranina translokasyonunu indiiklerler. Bax ve Bak
proteinleri burada transmembran por olusturur ve membranin yapisini bozarak sitokrom-
¢’nin mitokondriden sitoplazmaya salinmasini saglar. Bunu takiben mitokondriden
sitokrom c, prokaspaz 9 ve Smac/DIABLO sitoplazmaya salinir. Sitozolde sitokrom ¢ ve
prokaspaz 9 Apaf-1 adaptor proteinine baglanarak apoptozom kompleksini olustururlar.
Kaspazlar sisteince zengin aspartat proteazlardir. Bunlar prokaspazlar adi verilen inaktif
enzimler olarak sentez edilirler ve aktif olabilmeleri i¢in aspartat residiisiinde kesilmeleri
gerekir. Apoptozomda prokaspaz 9 aktif formu olan kaspaz 9’a doniiserek kaspaz
kaskadini baslatir ve kaspaz 3, 6 ve 7 efektor kaspazlarinin aktivasyonu sonucunda
apoptoz meydana gelir. sitozole salinan Smac/DIABLO, antiapoptotik protein apoptoz
proteinleri inhibitér (IAP)’lerinden X-kromozoma bagli apoptoz protein inhibitori
(XIAP) ile interaksiyona girer. Bu sayede XIAP kaspaz 9, 3 ve 7’yi inhibe edemez ve
apoptoz gerceklesir [73]. Aktif kaspaz-3 de ICAD (inaktif kaspaz aktive edici DNaz’1
inaktiflestirerek CAD (Kaspaz aktive edici DNaz)’1 serbestlestirir. CAD ise ¢ekirdekte
kromatin yogunlasmasina ve DNA’nin nukleozomal alt birimler halinde fragmante

olmasina neden olur (Sekil 7).
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Sekil 7 Ekstrinsik ve intrinsik 6liim sinyal yolaklari (yeniden diizenlenmistir) [74].

retikulum

1.9.2. Oliim Sinyalleri Aracihg Ile Hiicre Oliimii (Ekstrinsik Yolak)

Hiicre yiizeyindeki 6liim reseptorlerine (Fas, TNFR, DRS5) 6liim sinyallerinin (FasL,
TNF-alfa, TRAIL) baglanmasiyla reseptorler trimerik yapi kazanir. Boylece reseptorler
konformasyonel degisiklige ugrayarak oligomerize olur. Bu sekilde trimerik yap1
kazanan reseptor; adaptor molekiilleri ve prokaspazla birlegserek DISC (Death inducing
singnaling complex) adi verilen yapiyr olusturur. Bu birlesmeden sonra inaktif
durumdaki prokaspaz-8’in uzun ve kisa kollar1 kesilerek aktif kaspaz-8’in olugmasi
saglanir. Aktif kaspaz-8 dogrudan ve dolayli olmak tizere 2 yolla kaspaz-3’i aktive
eder. Ya direkt kapsaz-8 kaspaz-3’i aktive eder ya da Bid kesilime ugrayarak dolayli
olarak instrinsik mekanizmada kaspaz-9’u aktive ettikten sonra kaspaz-3’ii aktive eder
ve boylece her iki yolda da kaspaz kaskadi olusarak aktive olan kaspaz-3 yine CAD

aktivasyonu ile DNA fragmantasyonuna neden olur ve apoptoz gerceklesir [71] [75]
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1.10. Amacg

Farkli genomik ve biyolojik Ozellikleri agisindan onemli bir inceleme modeli olarak
degerlendirilebilecek pankreas kanseri hiicre hatlarinda (MIA PaCa-2 ve Capan-2)
CDK4/6 inhibitorii olarak bilinen palbociclib ve abemaciclib’in ortak veya farklh
terapotik hedeflerinin tanimlanmasi amaglanmis olup, AMPK iliskili alt ve iist sinyal
yolaklarinda goriilen degisimlerin lipid metabolizmasi, hiicre sagkalimi ve Olimii
tizerine etkileri modellenecektir. Boylece CDK4/6 inhibisyonuna dogrudan baglh
olmayan etkilerin farkli yolaklar {izerindeki -etkilesimlerin gosterilmesi miimkiin

olabilecektir.
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2. MATERYAL VE YONTEMLER
2.1 Materyaller

2.1.1 Kaullanilan Hiicre Hatlar1 ve Ozellikleri

MIA PaCa-2 (ATCC CRL-1420), insan pankreas karsinom hiicre hatti olup 1975 yilinda
65 yasindaki Kafkas erkegin pankreas tiimor dokusundan elde edilmistir. Dogal tip
SMADA4 genine, mutant KRAS ‘a (12 Cys 101 107 110.128) "mytant TP53’e ( 248 Trp 101107
108,110y yve CDKN2A/p16° nin homozigot delesyonuna sahip olan MIA PaCa-2 hiicre hatti

son derece metastatik Ozellige sahiptir.Kullanilan cihazlar Ek A bodliimiinde yer

almaktadir (Sekil 8).

ATCC Number: CRL-1420 ™
Designation: MIA PaCa-2

Scale Bar = 100pm

Low Density Scale Bar = 100um

High Density

Sekil 8 MIA PaCa-2 hiicre hatti [76]
Capan-2 (ATCC HTB-80), insan pankreas duktal adenokarsinoma hiicre hatt1 olup 1975
yilinda 56 yasindaki Kafkas bir erkegin primer tiimoriinden elde edilmistir. Dogal tip
TP53 genine ve normal seviyede SMAD4 protein ifadesine sahip olup mutant KRAS’1
(12 Val 8 101 114y ye viiksek seviyede Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptor (EGFR)
ifadesine sahiptir (Sekil 9).
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ATCC Number: HTB-80
Designation: ~ Capan-2

OATCC®

Low Density High Density

Sekil 9 Capan-2 hiicre hatti [77]

2.1.2 Cihazlar

Kullanilan cihazlar EK A boliimiinde yer almaktadir.

2.1.3 Hiicre Kiiltiri Donanimlar:

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan malzemeler Ek B boliimiinde yer almaktadir.

2.1.4 Kimyasal Maddeler

Kullanilan kimyasallar EK C boliimiinde yer almaktadir.

2.1.5 Cozeltiler

Kullanilan ¢ozeltiler ve igerikleri Ek D boliimiinde yer almaktadir.

2.2 Yontemler

2.2.1 Hiicre Kiiltiri

Yapilan c¢aligmada MIA PaCa-2 (ATCC CRL-1420) ve Capan-2 (ATCC HTB-80)
pankreas kanseri hiicre hatlar1 hatlart DMEM besiyerine, %10 fetal sigir serumu (FBS),
10 U/ml penisilin/streptomisin eklenerek 0,22 uM por capma sahip siringa filtre
sisteminden gegirilerek hazirlanmis ve hiicrelere uygulanmistir. Hazirlanmis olan
hiicreler 37°C’ de, %95 nem igeren %5 CO2 bulunan atmosfer ortaminda inkiibe
edilmistir. Hiicrelerin proliferasyonu, pasajlanmalari ve takip islemleri ters bakish
mikroskop ile izlenmis olup besiyeri her 2-3 giinde bir hiicre durumlarina bagli olarak
degistirilmistir.
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2.2.2 Hiicrelerin Dondurulmasi

Petrilerde ylizeye yapisarak ¢ogalmis olan hiicreler 1 ml tripsin-EDTA yardimiyla
hiicrelerin yapistiklart yiizeyden enzimatik olarak kaldirilmasi saglanmistir. Tripsin-
EDTA aktivitesi, kullanilan tripsin-EDTA kadar 1 ml besiyeri ile inhibe edildikten sonra
2000 rpm de 5 dakika santrifiij edilerek hiicreler ¢oktiiriilmistiir. Besiyeri ile pipetaj
yapilan hiicreler siispansiyon halde olup Neubauer hemositometresi yardimiyla sayimlari
yapilmistir. Hiicreler sayildiktan sonra krio tiiplere 9:1 oraninda hazirlanmis olan FBS-
DMSO igeren dondurma besiyeri ile karistirtlarak konmustur. Diisiik pasaj numarasina
sahip hiicrelerin saklanmasi amaciyla gerceklestirilen dondurma yodntemi, 6nce -80°C
buzdolabinda sonrasinda daha uzun siire saklamak i¢in -196°C sivi azot tankinda

muhafaza edilmistir.
2.2.3 Hiicre Acilmasi

Iki yontem bulunmakta olup her iki ydntemden de yararlanilmistir. Birinci yontem; -
80°C krio tiipler igerisinde bulunan FBS-DMSO iceren besiyeri ile dondurulmus olan
hiicre hatlar1 ¢abuk bir sekilde ¢ozdiiriilerek ve besiyeri eklenerek hiicreler santriifiij
tiiplerine alinmistir. 2000 rpm de 5 dakika santrifiij edilmistir. DMSO’ iin hiicre
canliligina olan negatif etkisi azaltilmaya calisilmistir. Santriifiij isleminden sonra
siipernatant kisim uzaklastirilmistir ve besiyeri ile pellet ¢oziilmiistiir. Kullanilacak olan
25 cm? ‘lik petrilere 3 ml besiyeri veya 75 cm? ‘lik petrilere 5 ml besiyeri konularak
hiicre sayimindan sonra hiicrelerin ekimi gergeklestirilmistir. ikinci ydntem; petrilere
besiyeri eklenmistir. Krio igerisinde bulunan FBS-DMSO igeren besiyeri ile muamele
edilmis hiicreler direkt olarak petrilere aktarilmistir. Petriler etiive konulmustur.

Hiicreler yiizeyi kaplayana kadar 2 giinde bir besiyeri degistirilmistir.
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2.2.4 Hiicre Canlihigimin Belirlenmesi (MTT Testi)

Canli ve mitokondri fonksiyonu bozulmamis hiicrelerde artan dehidrojenaz enzimi ile
MTT ayriricinin (sar1) tetrazolyum halkasini pargalayarak formazan tuzu (mor) iiretmesi
sonucu goriilen renk degisiminin kolorimetrik ydntemle saptanmasi islemine
dayanmaktadir. Hiicreler 96 kuyucuklu petrinin her bir kuyucuguna homojen bir sekilde
1x104 hiicre olacak sekilde ekilmistir. Hiicreler petri kabina yapistiktan sonra
palbociclib ve abemaciclib (0-10 uM) artan dozlarda 24 saat boyunca muamele
edilmistir. 24 saat sonunda 10 pul MTT ayiraci eklenmistir. 4 saat sonunda MTT ayiraci
eklenmis besiyeri hiicrelerden uzaklastirilip, her bir kuyucuga 100 pl DMSO eklenmistir
ve karanlikta 5 dakika boyunca bekletildikten sonra mikroplaka okuyucuda, ikili dalga

boyunda 570 nm ve 655 nm’ de absorbans dlglimleri gergeklestirilmistir.
2.2.5 Hiicrelerin Koloni Olusturma Kapasitesinin incelenmesi

6 kuyucuklu petri kaplarma her bir kuyuda 3x10° MIA PaCa-2 ve Capan-2 hiicre sayisi
olacak sekilde ekilmistir. 24 saat sonunda yapisan hiicrelere belirlenen dozlarda
palbociclib ve abemaciclib uygulanmistir. Besiyeri {i¢ giinde bir yenilenmistir. On giin
sonunda kolonilerin olustugu goézlemlenmistir. Koloni olusumunu gdsterebilmek i¢in
boyama yonteminden yararlamilmistir. Oncelikle besiyeri uzaklastirilmistir. iki kez 1X
PBS ile yikanmistir. Fiksasyon i¢in methanol/asetik asit (3:1) karigimindan her bir
kuyuya 1 ml konulmustur ve 5 dakika inkiibe edilmistir. 5 dakika sonunda
methanol/asetik asit karisimi uzaklastirilmistir ve hiicreler 500 ul %0,5 kristal viyole ile
30 dakika boyunca boyanmasi saglanmustir. Distile su ile fazla boya kalintilari
uzaklagtirllmisgtir ve boyayi alan hiicreler goriiniir hale gelmistir. Bio-rad Chemidoc

cthazinda goriintiisti alinmistir.

2.2.6 Hiicre Akis Sitometrisi Calismalar:

2.2.6.1. Hiicre Siklusunun Propidyum Iyodiir (Pl) Boyama ile Belirlenmesi

6 kuyucuklu petri kaplarina 5x10* hiicre olacak sekilde MIA PaCa-2 ve Capan-2 hiicre
hatlar1 ekilmistir. Hiicrelerin yapismasi i¢cin 37°C’ de bir gece inkiibe edilmistir. Yapisan
hiicrelere belirlenen dozlarda MIA PaCa-2 igin 1 uM abemaciclib ve 2 uM palbociclib,
Capan-2 i¢in 7,5 uM abemaciclib ve 7,5 uM palbociclib ilag uygulamalar1 24 saat
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boyunca gerceklestirilmistir. Tripsinize edilen hiicreler 7 glin boyunca %70 etanol
icerisinde +4°C’de tutulmustur. Etanol uzaklastirilip fikse olan hiicreler 1X PBS
igerisinde ¢ozdiiriiliip 40 pg/ul PI boyasi ve 20 ug/ul RNase ilave edilerek 30 dakika

karanlikta bekletilmistir. Akis hiicre sitometrisi ile analizler gergeklestirilmistir.

2.2.6.2. Hiicre Oliimii Analizleri: Annexin V-Propidyum Iyodiir (PT) Boyama ile
Apoptoz Testi

Ele alinan pankreas kanseri hiicreleri 1x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 100 mm hiicre
petrilerine ekilmistir. Gece boyunca yapismasi beklenen hiicrelere segili doz ve zaman
diliminde ilag uygulamasini takiben uygulama yapilir. Hiicreler 6nce 1x PBS ile
yikanarak, daha sonra tripsin uygulamasinin ardindan hiicreler 300 g’de 5 dakika
santrifiij edilmistir. Pellet lizerinden PBS atildiktan sonra Annexin V 100 pl siispansiyon
¢ozeltisi (10 mM HEPES, 140 mM NaCl and 2.5 mM CaCl; 500 ml ddH2O igerisinde
¢oziilir) ile karistirilmis olup, 2’er ul Annexin V ve/veya PI eklendikten 15 dakika

karanlikta bekletildikten sonra hiicre akis sitometresinde analizleri yapilmistir.

2.2.7 Protein ifadesinin Belirlenmesi

2.2.7.1 Total Protein izolasyonu

Toplam protein izolasyonu igin hiicreler 5x10° hiicre olacak sekilde 100 mm’lik petri
kaplarina ekilmistir. Belirlenen dozlarda abemaciclib ve palbociclib hiicrelere
uygulandiktan 24 saat sonra kaziyicilar ve 1X TBS yardimiyla petri yiizeyinden
kaldirilmistir. +4°C’de santrifiijleme islemiyle hiicre pelleti elde edilip, toplam protein
icerigi eldesi i¢in lizis tamponu (Ek D) icerisine alinan hiicreler 20 dakika oda 1sisinda
calkalayicida inkiibe edilmistir. 20 dakika 13200 rpm’de +4°C’de santrifiijlenen

orneklerin iist faz1 yeni bir tiipe alinarak -80°C’de saklanmaistir.
2.2.7.2 Bradford Yontemi ile Protein Miktarinin Belirlenmesi

Protein igeriginin belirlenmesi i¢in Bradford yontemi kullanilmigtir. Konsantrasyonu 1,5
pg/ ul olan sigir serum albumin (BSA) kullanilarak once standart egri olusturulmustur.
Bu egri hazirlanirken; 96 kuyucuklu petrilere iki tekrarli olmak {izere sirasi ile 1,5-3-4,5-

6 ve 7,5 ng/ul BSA olacak sekilde protein standardi olusturulmustur. Blank kabul edilen

25



kuyucuklara protein standarti konulmamistir. Elde edilen protein Orneklerinden 1 pl
almarak kuyulara yerlestirilmistir. Blank, standartlarin ve Orneklerin yer aldigi
kuyucuklara 200 ul Bradford ¢6zeltisi eklenerek karanlikta 5 dakika beklendikten sonra
595 nm de ELISA okuyucuda olglimii yapilmistir. Standartlarin  absorbans-
konsantrasyon grafigi elde edildikten sonra, bu grafigin denklemi kullanilarak absorbans

degerleri bilinen drneklerin konsantrasyonlari tespit edilmistir.
2.2.7.3 SDS-PAGE Jel Hazirlanmasi

SDS-PAGE (sodyum dodesil siilfat (SDS) poliakrilamid jel elektroforez) proteinlerin
molekiiler agirliklarini analiz etmek i¢in kullanilmaktadir. %4 yiikleme, %12’lik ve
%15’lik ayirma SDS jeli (Ek D) hazirlanmistir. Ik kuyucukta protein belirteci olmak
lizere proteinler hiicre hatlarma ve ilag dozlarma gére yiiklenmistir. Ornekler 80 voltta

yiiriitme tamponuyla (Ek D) beraber yliriitiilmiistiir.
2.2.7.4 Protein Orneklerin Hazirlanmasi ve SDS-PAGE’de yiiriitiilmesi

SDS protein indirgeme (5x Laemmli) tamponu, 45 png protein drnekleri ile 1:4 oraninda
karistirilarak 95°C’ de 5 dakika bekletilip, buza alimmustir. SDS jelin ilk kuyucugunda
protein belirteci olmak {izere protein ornekleri sirasiyla hiicre hatlarina ve ilag dozlarina
gore yiiklenmistir. Ornekler 80 voltta yiiriitme tamponuyla (Ek D) beraber
yuritilmustir.

2.2.7.5 Proteinlerin Membrana Transferi ve Bloklama

SDS-PAGE sonrasi, yiikleme jeli kesilerek ortamdan uzaklastirilmistir. Ayirma jeli
boyutunda kesilen ve metanol ile aktive edilen poliviniliden fluorid (PVVDF) membranlar
1X transfer tamponunda (Ek D) bir siire bekletilmistir. Hedef proteinimiz 40 kDa ve
asagisinda ise genellikle 0,2 um por biiyiikliigline sahip olan membranlar tercih edilmis,
40 kDa ve lizerindeki proteinler i¢in genellikle 0,45 pm por ¢apindaki membranlar tercih

edilmistir.
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Proteinlerin membrana transferi 2 farkli sekilde gergeklestirilmistir.
e Islak Transfer Yontemi

Transfer islemi, dikeyde filtre kagitlar1 arasina membran altta jel {iste kalacak sekilde
sandvi¢c modeli olusturulmustur. Sandvigin dikey pozisyonda tamamen 1X transfer

tamponun i¢inde olacak sekilde akima maruz birakilmistir.
e Yarni-Islak Transfer Yontemi

Transfer islemi, yatayda filtre kagitlar1 arasina membran altta jel iiste kalacak sekilde
sandvic modeli olusturulmustur ve sandvi¢ yatayda az miktarda transfer tampon
icerisinde tutularak pierce ™ power blotter transfer sisteminde almmustir. Transfer
islemi sonras1 membranlar, 1 saat oda sicakligina, %5’ lik yagsiz siit tozu (%0,1 Tween

20 igeren 1X TBS) igerisinde bekletilerek bloklama yapilmistir.
2.2.7.6 Primer ve sekonder antikorlar ile isaretleme

Bloklama isleminden sonra membranlar, belirlenen birincil antikorla (1:1000; antikor:
%S5 siit soliisyonu) gece boyu +4°C inkiibe edilmistir. Birincil antikor isaretlemesinden
sonra membranlar ikincil antikora alinmadan 6nce 15°ser dakika 3 kez 1X TBS-T
¢ozeltisi ile yikanip, birincil antikorla uyumlu ikincil antikorla (1:3000; antikor: %5 siit

soliisyonu) 1 gece boyunca +4°C’de inkiibe edilmistir.
2.2.7.7 Bantlarin goriintiilenmesi

Sekonder uygulamanin ardindan 15’er dakikalik TBS-T ile iki kez yikama ve 15
dakikalik TBS ile yikama sonrasinda membranlar, kemiluminesans madde (ECL) ile
karanlik oda da dakika 3 dakika boyunca muamele edildikten sonra kemiluminesans

1stmalar ChemiDoc™ Imaging System, Bio-Rad ile goriintiilenmistir.
2.2.7.8 PathScan® Sandwich ELISA Yéntemi ile Protein ifadelerinin Belirlenmesi

Hiicre siklusunda rol alan timor baskilayici olarak bilinen Phospho-Rb (Ser807/811)
protein ifadeleri PathScan® sandwich ELISA kit sayesinde tayin edilmistir. 100 mm’lik
petri kaplarina ekilen MIA PaCa-2 ve Capan-2 pankreas hiicre hatlart %80-90

yogunluga ulastiklarinda her iki hiicre hatlar1 igin kontrol ve belirlenen ilag dozlarinda
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24 saat abemaciclib ve palbociclib uygulamasini takiben ELISA kit protokoliine gore
protein izolasyonu gergeklestirilmistir. Bradford yontemi ile tayin edilen protein
ornekleri ¢cok kuyucuklu 6rnek yiikliime preperatina 50 pg ve 2 tekrarli olacak sekilde
her bir hiicre hattina ait kondiisyonlar i¢in hesaplanmistir. Ornekler, mavi renkteki ornek
seyreltici tamponu ile 1:1 oranda dilue edilmistir. Ornek kuyulara konulduktan sonra
plaka, bir gece boyunca 4° C'de inkiibe edilmistir. Her kuyu 200 pl 1X yikama tamponu
ile 4 kez yikanmistir. Her kuyucuga 100 ul yesil renkteki belirleme antikoru eklenip
plaka 37° C'de etiivde 1 saat bekletilmistir. Yikamalardan sonra her kuyucuga kirmizi
renkteki 100 pul HRP-bagli ikincil antikor eklenip plaka 37° C'de 30 dakika inkiibe
edilmistir. Yikama islemleri tekrarlandiktan sonra her kuyucuga 100 pl TMB substrat
eklenip plaka 37° C'de 10 dakika etiivde bektilmistir. Sonra her kuyucuga 100 ul
durdurma soliisyonu eklenip 30 dakikay1 gecirmeden 450 nm absorbans degerinde
ELISA okuyucuda sonug alinmaistir.

2.2.8 Senescence p-Galactosidase Boyama Yontemi Ile Hiicre Yaslanma

durumunun Belirlenmesi

MIA PaCa-2 ve Capan-2 pankreas hiicreleri 3x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu
petrilere ekilerek ilag uygulamasina takiben iist besiyeri toplanmis olup ardindan
hiicreler 1x PBS ile iki kez yikanmistir. Iml 1X Fiksasyon Soliisyonu ile 10 dakika
boyunca oda sicakliginda fikse edilen hiicreler, 2 kez 1X PBS ile yikanmistir.
Yikamanin ardindan kit igerisindeki protokole gore hazirlanan B-Galactosidase Boyama
Soliisyonu kuyucuklara 1 ml olacak sekilde uygulanmistir. 1 gece 37° C de karanlikta

bekletilmistir. Inkiibasyon sonunda 151k mikroskobuyla goriintii alinmuistir.
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2.2.9 Oil Red O Boyama ile Lipid Damlaciklarimin Isik Mikroskobunda Tespit
Edilmesi

MIA PaCa-2 ve Capan-2 pankreas hiicreleri 3x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu
petrilere ekilerek ila¢ uygulamasina takiben {ist besiyeri toplanmis olup ardindan
hiicreler 1x PBS ile iki kez yikanmistir. 1X PBS ile yikamanin ardindan %4
paraformaldehit igerisinde 30 dakika boyunca sabitlenmistir. Onceden 1sitilmis %0,25
Oil Red O ¢ozeltis ddH20 ile seyreltilip filtrelenmistir. Boya uygulamasi yapilan
hiicreler 45 dakika etiivde inkube edilmistir. Ardindan 1X PBS ile yikanan kuyular ters
bakisl 151k mikroskobunda goriintiilenmistir.

2.2.10 BODIPY® 493/503 Boyama ile Lipid Damlaciklarimin Floresans
Mikroskobunda Tespit Edilmesi

MIA PaCa-2 ve Capan-2 pankreas hiicreleri 3x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu
petrilere ekilerek ilag uygulamasina takiben {ist besiyeri toplanmis olup ardindan
hiicreler 1x PBS ile iki kez yikanmistir. 1X PBS ile yikamanin ardindan %4
paraformaldehit icerisinde 30 dakika boyunca sabitlenmistir. 1mg/ml BODIPY boyasi
1X PBS ile seyreltilerek hiicrelere uygulanmistir. 20 dakika boyunca etiivde inkiibe
edilmistir. BODIPY boyamanin son 10 dakikasinda nukleusu boyayan ve DNA
kondensasyonuna bagli olarak DNA kiriklarinin tespit edilmesinde rol alan 4°,6-
diamidino-2-fenilindol (DAPI) uygulanmustir. Inkiibasyon sonunda floresan ters bakisl
mikroskop aracilifiyla iki farkli floresan boyamalar hiicreler iizerinde g¢akistirilip
goriintiilenmistir.

2.2.11 Apoptotik Hiicre Oliimiiniin DIOC6, DAPI ve Pl Floresans Boyamalarla

Tespit Edilmesi

MIA PaCa-2 ve Capan-2 hiicreleril2 kuyucuklu petrilerin her bir kuyucugunda 5x10*
hiicre olacak sekilde ekilmistir. Bir gece yapismalar1 beklendikten sonra seg¢ili dozlarda
CDK4/6 inhibitorleri 24 saat boyunca uygulanmistir. 24 saat sonunda 5 mg/ml
propidyum iyodiir (PI) iceren medya ile degistirilmistir ve 30 dakika boyunca etiivde
inkiibe edilmistir. Floresan mikroskobunda Olii hiicrelerin boyandig1 eksitasyon 536 nm,
emisyon 617 nm de kirmizi renk olarak gozlenmistir. 24 saat ila¢ uygulamasinin

ardindan hiicreler 4 nm 3,3’ Diheksiloksakarbosiyanin Iyodiir (DiOC6) iceren medya ile
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degistirilmistir ve 15 dakika boyunca etlivde bekletilmistir. Floresan mikroskobunda
saglikli mitokondri potansiyeline sahip hiicreler; eksitasyon 488 nm, emisyon 525 nm de
yesil renk olarak gozlenmistir. Yine ayni sekilde 24 saat ilag uygulamasinin ardindan
hiicreler 5 mg/ml DAPI igeren medya ile degistirilmistir ve 10 dakika boyunca etiivde
bekletilmistir. Floresan mikroskobunda; DNA kondensasyonuna bagli olarak DNA

kiriklarinin eksitasyon 350 nm, emisyon 470 nm de mavi renk olarak gézlenmistir.

2.2.12 siRNA Yontemi ile Gen Sessizlestirilmesi

2.2.12.1 Hiicrelerin Hazirlanmasi

6 kuyucuklu petri kaplarina ekilen MIA PaCa-2 ve Capan-2 pankreas hiicre hatlar1 %50
yogunluga ulastiklarinda SignalSilence® AMPKa?2 siRNA I, SignalSilence® AMPKa2
siRNA II ve SignalSilence® Control siRNA (Florescein Conjugate), CST
transfeksiyonu gergeklestirilmistir. Her iki hiicre hatti i¢in belirlenen ilag uygulamalari,
transfeksiyon isleminden 48 saat sonra taze besiyerlerinde hazirlanarak 24 saatlik
inkiibasyonlar1 gerceklestirilmistir. 100 nM AMPKoa2 siRNA (CST) uygulamalari igin
iiretici firma kosullarina gore lipozomal ajanlar (Fugene HD ve IN-fect) 1:3 ve 1:6
oranlarda optimize edilerek transfeksiyon gerceklestirilmistir. AMPKo2 siRNA 1 ve
AMPKa2 siRNA II FBS icermeyen besiyeri icerisinde belirtilen oranda hazirlanip, 15-
20 dakika oda sicakliginda bekletilmesinin ardindan, hiicrelerin {izerinde bulunan
besiyeri tlizerine damla damla eklenip, petri kabi1 halkasal hareketlerle nazikge
calkalanmistir. AMPKa2 siRNA 48 saat boyunca uygulanmistir. Bu siire sonunda
siRNA igeren besiyeri uzaklastirilip, hiicreler i¢in belirlenen dozlarda abemaciclib ve

palbociclib igeren besiyeri eklenmistir.
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2.2.12.2 siRNA Transfeksiyonu

100 nM AMPKa2 siRNA (CST) uygulamalari ig¢in iiretici firma kosullarina gore
lipozomal ajanlar (Fugene HD ve IN-fect) 1:3 ve 1:6 oranlarda optimize edilerek
transfeksiyon gerceklestirilmistir. AMPKo2 siRNA 1T ve AMPKo2 siRNA 11 FBS
icermeyen besiyeri igerisinde belirtilen oranda hazirlanip, 15-20 dakika oda sicakliginda
bekletilmesinin ardindan, hiicrelerin iizerinde bulunan besiyeri iizerine damla damla
eklenip, petri kab1 halkasal hareketlerle nazikce ¢alkalanmigtir. AMPKa2 siRNA 48 saat
boyunca uygulanmistir. Bu siire sonunda siRNA igeren besiyeri uzaklastirilip, hiicreler

icin belirlenen dozlarda abemaciclib ve palbociclib iceren besiyeri eklenmistir.

2.2.13 istatistiksel Analiz

Calisma sonuglarinin sayisal verileri GraphPad Prism v 6.00 (GraphPad Software, Inc.,
San Diego, CA, ABD) programi araciligr ile iki yonli ANOVA istatistiksel analizi
tarafindan gergeklestirilmis olup her bir grafikte elde edilen verilerin ortalamasi =+
standart hatas1 olarak sunulmustur. Istatistiksel olarak anlamlilik degerleri sirastyla ****
p < 0.0001, *** p < 0.001, ** p < 0.01 olarak ifade edilmistir. Tiim immiinoblotlama
sonuglar1 en az iki kez tekrarlanmis olup protein ifadelerindeki degisimlerin katlanma

miktarlari ImageJ (Java 1.8.0_112) programi tarafindan hesaplanmistir.
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3. SONUCLAR

3.1 MIA PaCa-2 ve Capan-2 hiicrelerinde abemaciclib ve palbociclib uygulamasi
hiicre canhiligim1 azaltmaktadr.

Abemaciclib (LY-2835219) ve palbociclib (PD-0332991)’in hiicre canliligina olan

etkilerinin gosterilebilmesi amaciyla MTT testi uygulanmistir. Farkli genomik

Ozelliklere sahip MIA PaCa-2 ve Capan-2 pankreas kanseri hiicre hatlarina 24 saat

boyunca farkli konsantrasyonlarda (0-10 uM) ilag uygulanmastir.

MIA PaCa-2 Capan-2
150 — 1507 icli
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@ @
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Sekil 10 CDK4/6 inhibitorlerinin (0-10 pM) MIA PaCa-2 ve Capan-2 pankreas kanseri
hiicrelerinde, hiicre canlih@ina olan etkisinin arastirilmasi. Hiicreler 24 saat boyunca belirlenen ilag
dozlar1 ile muamele edildikten sonra 3- (4,5-dimetiltriazol-2-il) 2,5- difeniltetrazolium bromid (MTT)
yontemi ile analiz edilmistir. Bu sonuglara gére drnekler kendi iginde 5 tekrar olacak sekilde en az 4 kez
tekrarlanmistir. Lineer grafik 6rneklerden elde edilen verilerin ortalamasi + standart hatas1 olarak
sunulmustur (n=5).

MIA PaCa-2 ve Capan-2 pankreas kanseri hiicrelerinde doza bagimli olarak canliligin
ilag uygulanmamis kontrol hiicrelerine oranla azaldigi her iki ilag uygulamasinda
gosterilmigtir (Sekil 10). MIA PaCa-2 hiicre hatt1 ele alindiginda artan ila¢ dozlarina
bagli olarak anlamli dlglide hiicre canliligini inhibe ettigi gosterilmis olup her iki ilag
i¢cin benzer sitotoksite cevaplar1 verdigi goriilmiistiir. Capan-2 hiicre hatt1 ele alindiginda
her iki ila¢ uygulamasi arasinda 1limli cevap mekanizmasi gelistirdigi ve palbociclib’e
kismi olarak duyarsiz olup abemaciclib’e duyarli oldugu gosterilmistir. Bu hiicreler ile
ilgili mutasyon tagima durumlarina gore hiicrelerin CDK4/6 inhibitorlerine 24 saat
uygulama siiresi boyunca vermis olduklar1 cevaplar farklilik gostermektedir. Bu sebeple

MIA PaCa-2 hiicre hatt1 i¢in abemaciclib ve palbociclib uygulamalarinda %50 canlilik
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degeri gboz Oniinde bulundurularak 1 pM abemaciclib ve ikinci doz olarak 2 pM
abemaciclib belirlenmistir. Palbociclib i¢in 2 uM ve ikinci doz olarak 3 uM
belirlenmistir. Capan-2 hiicre hattinda ayni sekilde %50 canlilik oram1 g6z Oniinde
bulundurularak abemaciclib ve palbociclib uygulamalari i¢in ortak doz 7,5 uM olarak
belirlenmistir. Belirlenen bu ila¢ dozlarimin MIA PaCa-2 ve Capan-2 hiicrelerinin

cogalmasini inhibe ettigi gosterilmistir.

3.2 Abemaciclib ve palbociclib uygulamas1 MIA PaCa-2 ve Capan-2 hiicrelerinde
koloni olusturma potansiyellerine ket vururken AMPK siRNA uygulamasi
koloni olusturma potansiyellerini arttirmaktadar.

Abemaciclib ve Palbociclib’in koloni olusturma kabiliyeti {lizerindeki etkileri doza

bagiml bir sekilde MIA PaCa-2 ve Capan-2 hiicrelerinde irdelenmistir. Ila¢ uygulama

saati 24 saat oldugundan bu siirenin sonunda {iist medya degistirilmistir. Hiicreler
tarafindan absorbe edilen ilaclarin etkinligi 14. giinde kristal viyole ile muamele edilerek
151k mikroskobunda koloni olusturma potansiyelleri incelenmistir. Sekil 11 de goriildigi
tizere belirlenen dozlarda ilaglanan hiicreler doza bagimli bir sekilde MIA PaCa-2
hiicrelerinde hem abemaciclib hem de palbociclib uygulamasi, uygulama yapilmamis
kontrol hiicrelere gore koloni olusumunu azalttigir gosterilmistir. Capan-2 hiicrelerinde
ise abemaciclib ve palbociclib doza bagimli bir sekilde koloni olusumuna ket vurucu
etki gostermistir. Her ne kadar MIA PaCa-2 hiicre hattinin iki ilag uygulamasini takiben
koloni olusumlar1 azalmis olsa da her iki hiicre hattinda o6zellikle palbociclib
uygulamasinda abemaciclib’e gore az duyarli oldugu gosterilmistir. Boylece koloni
formasyonu deneyi ile MTT hiicre canliliginda tespit edilen dozlardan daha diisiik
dozlarda CDK4/6 inhibitorlerinin hiicre bdliinmesi konusunda azaltici etkileri
belirlenmistir. Bu nedenle her iki ilacin hiicre tiplerinde doza bagimli etkisinin

irdelenmesinin anlamli sonuglar saglama potansiyeli bulunmaktadir.
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Sekil 11 CDK4/6 inhibitorlerinin doza bagimh bir sekilde MIA PaCa-2 ve Capan-2 pankreas
kanseri hiicrelerinde koloni olusturma potansiyellerinin incelenmesi. Pankreas kanseri hiicre
hatlarinda 24 saat abemaciclib ve palbociclib uygulamasini takiben koloni formasyonu 3000 hiicre/kuyu
olacak sekilde ekilen 6-kuyucuklu petrilerde incelenmistir. 14 giin boyunca bekletilen ve yeni besiyeri ile
ortami degistirilen petrilerde yer alan koloniler fikse edilmis ve kristal viyole ile boyanmistir. Sonuglar iki
ayr1 biyolojik tekrarimn bir tanesinin sonucu olarak sunulmustur.

MTT testini sonucunda belirlenen abemaciclib ve Palbociclib’in iki farkli doz
uygulamasiyla MIA PaCa-2 ve Capan-2 hiicrelerinde koloni olusturma potansiyelleri
tekrar incelenmis olup benzer sekilde koloni olusumlarinin azaldig1 goériilmiistiir (Sekil
12). Bu c¢alisma kapsaminda ele alinan pankreas kanseri hiicrelerinde ozellikle
abemaciclib’in %50°’nin iizerinde koloni olusumlarini azaltmasi 6nemli bir terapotik etki

gostermistir. Palbociclib ise kismi etkili terapotik sonuglar saglamaktadir.
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Sekil 12 Secili dozlarda Abemaciclib ve palbociclib’in MIA PaCa-2 ve Capan-2 pankreas kanseri
hiicrelerinde koloni olusturma potansiyellerinin incelenmesi. Pankreas kanseri hiicre hatlarinda 24 saat
abemaciclib ve palbociclib uygulamasini takiben koloni formasyonu 3000 hiicre/kuyu olacak sekilde
ekilen 6-kuyucuklu petrilerde incelenmistir. 14 giin boyunca bekletilen ve yeni besiyeri ile ortam1
degistirilen petrilerde yer alan koloniler fikse edilmis ve kristal viyole ile boyanmistir. Sonuglar iki ayri
biyolojik tekrarin bir tanesinin sonucu olarak sunulmustur.

AMPK susturma islemine bagli olarak her iki hiicre hatt1 iizerindeki koloni olusturma
potansiyellerine etkisi irdelenmistir. %50 yogunlukta 6-kuyucuklu petrilere ekilen MIA
PaCa-2 ve Capan-2 hiicreleri 1:6 oranlarinda 48 saatlik AMPK siRNA I ve AMPK
siRNAII transfeksiyonu, transfeksiyon isleminden 48 saat sonra %10 FBS, %1
penisilin/streptomisin’li RPMI medya degisimi neticesinde hiicrelerde sitotoksik bir etki
olusturmamistir. Koloni olusumu 10 giin boyunca besiyeri yenilenerek devam etmistir.
Koloniler kristal viyole ile fikse edildikten sonra 1sitk mikroskobunda incelenmistir.
AMPK susturma islemi sonucunda MIA PaCa-2 hiicrelerinde susturma islemi
uygulanmayan kontrol hiicrelerine kiyasla koloni olusturma potansiyellerinde bir
degisiklik olmadig1r goriiliirken Capan-2 hiicrelerinde kontrol hiicrelerine kiyasla
ozellikle AMPK siRNAI uygulamasinda koloni olusumlarinin artis gdsterdigi
goriilmiistiir (Sekil 13a).
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Sekil 13 AMPK sessizlestirme uygulamasinin MIA PaCa-2 ve Capan-2 hiicrelerinde koloni
olusturma potansiyelleri iizerine etkisinin incelenmesi. a) %50 yogunlukta 6-kuyucuklu petrilere ekilen
MIA PaCa-2 ve Capan-2 hiicreleri 1:6 oranlarinda lipozom tiirevli ajan ile 48 saatlik AMPK siRNA I ve
AMPK siRNAII transfeksiyonu gergeklestirilmis olup yeni besiyeri ile ortami degistirilen petrilerde 10
giin boyunca bekletilen koloniler fikse edilmis ve kristal viyole ile boyanmistir. b) MIA PaCa-2 ve Capan-
2 hiicreleri lipozom tiirevli ajan ile 48 saatlik AMPK siRNA I ve AMPK siRNA II transfeksiyonu
gergeklestirilmis olup, AMPK protein ifadelerindeki degisimler immunoblotlama yontemiyle
gosterilmistir. B-Aktin yiikleme kontrolii olarak kullanilmigtir.

Elde eldilen immunoblotlama sonuglar1 1s181nda AMPK siRNA I’'in AMPK siRNA II’ye
gore her iki hiicre hattinda da daha efektif bir AMPK susturmasina neden oldugu

belirlenmigstir. AMPK proteini seviyelerinde ise anlamli bir azalma saglamistir (Sekil
13b).
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3.3 Abemaciclib uygulanan Capan-2 hiicreleri hiicre dongiisiiniin G1 fazinda
tutulu kalirken, MIA PaCa-2 hiicreleri palbociclib uygulamasinda G1 fazinda
tutulu kalmaktadir.

24 saat boyunca %25-50 oraninda etkili olan dozlar her bir hiicre hatti i¢in uygulanmis

olup ardindan hiicre dongiisiinde ilaglarmn etkisini irdeleyebilmek i¢in propidyum iyodiir

(PI) ile hiicreler muamele edilerek hiicre akis sitometrisinde analizleri

gerceklestirilmistir,.  MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerinde abemaciclib

uygulamasini takiben 1 uM ila¢ dozunda ila¢ uygulanmayan kontrol hiicrelerine kiyasla

G1 evresinde sirasiyla %0,8°lik tutuklu kalma s6z konusuyken, 2 uM ila¢ dozunda

G2/M evresinde %0,4’lik tutuklu kalma meydana gelmistir. Bu veriler dogrultusunda

MIA PaCa-2 hiicre hattina uygulanan abemaciclib’in 1 uM ve 2 pM uygulanan ilag

dozlarinin hiicre dongiisiinde anlamli bir degisiklik gozlenmemistir (Sekil 14).
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Sekil 14 Abemaciclib’in 24 saat uygulamasina takiben MIA PaCa-2 hiicrelerinde hiicre dongiisii
iizerine etkisinin arastirilmasi. a) PI boyamasi sonucunda MIA PaCa-2 hiicrelerinde hiicre dongiisiinde
hiicre popiilasyonlarinin dagilimlar1 incelenmistir. b) Her bir sekil 2 farkli biyolojik 6rnegin ortalamasi +

standard hatas1 seklinde degerlendirilmistir (**** p < 0.0001, *** p <0.001, ** p<0.01).
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Sekil 15 Abemaciclib’in artan dozlara bagh olarak 24 saat boyunca uygulanmasi sonucunda MIA
PaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerinde hiicre siklusunun diizenlenmesinde rol alan c-Myc ve p-Rb
ifadelerinin immunoblotlama yontemi ile gosterilmesi. a) ve $-Aktin yiikleme kontrolii olarak
kullanilmistir b) Bagil protein ifade miktarlart GraphPad programi kullanilarak siitun grafik haline
getirilmistir Stitun grafik érneklerden elde edilen verilerin ortalamasi + standart hatasi olarak sunulmustur
(n=2) (**** p <0.0001, *** p <0.001, ** p <0.01).

Abemaciclib’in doza bagimli 24 saatlik uygulamasinin ardindan MIA PaCa-2
hiicrelerinde, timor gelisiminde rol oynayan proto-onkogen olarak bilinen c-Myc
ifadesinin doza bagimli bir sekilde azaltmasi hiicre sag kalimini azaltici etkileri
konusunda bilgi saglamistir. Rb fosforilasyonlari hiicrelerde ilaglar tarafindan meydana
gelen hiicre siklusunda tutulu kalma durumu kontrol edilmistir. Tiimor baskilayict olarak
bilinen Rb’nin hipofosforile durumu aktif formunu ifade etmektedir. Abemaciclib
uygulanan MIA PaCa-2 hiicrelerinde doza bagimli olarak Rb ifadesinin hipofosforile
oldugu ve secili doz olarak belirlenen 1 uM abemaciclib uygulamasinin daha etkili

oldugu goriilmistiir (Sekil 15).
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Sekil 16 Palbociclib’in 24 saat uygulamasina takiben MIA PaCa-2 hiicrelerinde hiicre dongiisii
iizerine etkisinin arastirilmasi. a) PI boyamasi sonucunda MIA PaCa-2 hiicrelerinde hiicre dongiisiinde
hiicre popiilasyonlarinin dagilimlari incelenmistir. b) Her bir sekil 2 farkli biyolojik drnegin ortalamasi +

standard hatasi seklinde degerlendirilmigtir (**** p< 0.0001, *** p <0.001, ** p <0.01).

MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerinde doza bagimli olarak sirast ile 2 ve 3 uM
uygulama sonucunda %93,2+1,5 ve %96,2+1,8 oraninda G1 fazinda tutuklu kalma
meydana gelmistir (Sekil 16). Palbociclib’in doza bagimli 24 saatlik uygulamasinin
ardindan MIA PaCa-2 hiicrelerinin G1 fazinda tutuklu kaldigin1 destekleyici
immunoblotlama ¢aligmalart yapilmistir (Sekil 17). MIA PaCa-2 hiicrelerinde, hiicre
sagkaliminda rol alan c-Myc ifadesinde doza baghh azalisin anlamli oldugu
goriilmektedir. Hiicre siklusunda siklinler, kendi siklin bagimli kinazlarinin (CDK)
regiile edici alt tniteleri olup faz gegisine ve hiicre bolinmesinde rol oynamaktadir.
Doza bagimli palbociclib uygulamasinda MIA PaCa-2 kontrol hiicrelerine kiyasla CDK4
ifadesinde anlamli bir degisiklik gézlenmezken, siklin D2 ve p-Rb ifadesindeki azalisain
anlamli oldugu goriilmektedir. Ayica Siklin-CDK aktivitesini diizenleyen iki inhibitor
ailesinden biri olan p21 ifadesindeki anlamli artis hiicre siklusunda tutuklu kalma

durumunun molekiiler mekanizmasi konusunda bilgi saglayici bir veri saglamistir.
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Sekil 17 Palbociclib’in artan dozlara bagh olarak 24 saat boyunca uygulanmasi sonucunda MIA
PaCa-2 hiicrelerindeki c-Myc, Siklin D2, CDK4, p21 ve p-Rb ifadeleri immunoblotlama yontemi ile
gosterilmesi. a) ve B-Aktin yiikleme kontrolii olarak kullanilmigtir b) Siitun grafik 6rneklerden elde edilen

verilerin ortalamasi * standart hatasi olarak sunulmustur (n=2) (**** p < 0.0001, *** p <0.001, ** p <

0.01).

Yapilan p-Rb immunoblotlama caligmalarin1 desteklemek amaciyla segili dozlarda
abemaciclib ve palbociclib uygulamasin1 takiben MIA PaCA-2 ve Capan-2
hiicrelerindeki p-Rb ifadesi ELISA yoOntemiyle gosterilmistir (Sekil 18). MIA PaCa-2
hiicre hattinda 2 uM olarak belirlenen seg¢ili dozun, 1 pM olarak belirlenen
Abemaciclib’e kiyasla daha fazla hipofosforile. iken Capan-2 hiicrelerinde ise kontrole

kiyasla her iki ilacin esit diizeyde Rb hipofosforilasyonuna neden oldugu belirlenmistir.
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Sekil 18 CDK4/6 inhibitorlerinin p-Rb aktivitesine etkilerinin belirlenmesi. Her bir hiicre hatt1 1x10°
hiicre olacak sekilde 100 mm capli hiicre kiiltiirii petrilere ekilmistir. Ardindan secili ilag
konsantrasyonlari ile 24 saat boyunca bekletilmis ve total protein izolasyonu (her bir 6rnek igin 50ug)
ELISA testini saglayan firmanin Onerilerine gore gergeklestirilmistir (PathScan® Phospho-Rb
(Ser807/811) Sandwich ELISA Kit #7959). Her bir kolon grafik en az iki biyolojik testin orani olarak
ortalama =+ std hata olarak sunulmustur (¥**** p < 0.0001, *** p<0.001, ** p <0.01).

Capan-2 hiicreleri ele alindiginda abemaciclib uygulamasini takiben 7,5 uM ilag
dozunda ilag uygulanmayan kontrol hiicrelerine kiyasla G1 evresinde sirasiyla
%13,9‘luk bir tutuklu kalma s6z konusuyken 7,5 uM palbociclib ilag dozunda G2/M
evresinde %14,6’lik bir tutuklu kalma soz konusudur. Bu veriler sonucunda segilen
dozlarda uygulama yapilan hiicrelerde kontrol hiicrelere gore anlamli diizeyde hiicre
canliligini azalttig1 ve hiicre siklusunda G1 veya G2/M fazinda tutuklu kalmaya neden

oldugu tespit edilmistir (Sekil 19).
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Sekil 19 Secili dozlarda CDK4/6 inhibitorlerinin 24 saat uygulamasina takiben Capan-2
hiicrelerinde hiicre déngiisii iizerine etkisinin arastirilmasi. a) PI boyamasi sonucunda Capan-2
hiicrelerinde hiicre dongiisiinde hiicre popiilasyonlarimin dagilimlart incelenmistir. b) Her bir sekil 2 farkli
biyolojik 6rnegin ortalamasi + standard hatas1 seklinde degerlendirilmigtir (**** p <0.0001, *** p<
0.001, ** p< 0.01).

3.4 Abemaciclib ve palbociclib MIA PaCa-2 ve Capan-2 hiicrelerinde hiicre
yaslanmasi siirecini tetiklemektedir.
CDK4/6 inhibitorleri olarak bilinen abemaciclib ve palbociclib ilaglar1 hiicre
dongiisiiniin G1 fazini tutuklu kalmasini saglayarak hiicre poliferasyonunu inhibe ettigi
bilinmektedir. Ayrica hiicrelerde hiicre yaslanmasi durumunda CDK4/6’larin inhibe
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle CDK4/6 inhibitorlerinin etkin dozlarinin
irdelenmesiyle hiicre yaglanmasi agisindan indiikleyici rolleri MIA PaCa-2 ve Capan-2
hiicrelerinde kontrol hiicrelere gore gosterilmistir. MIA PaCa-2 ve Capan-2 ilag
uygulanmis hiicrelerde ilag uygulanmamis kontrol hiicrelerine kiyasla pozitif SA-B-gal
boyama goriilmesi dikkati g¢ekmistir. MIA PaCa-2 hiicrelerinde abemaciclib ve
palbociclib neredeyse ayni pozitif etkiyi gosterirken Capan-2 hiicreleride oOzellikle
palbociclib uygulamasinda belirgin bir sekilde pozitif boyama saptanmistir. Bu veriler
hiicre siklusunda uzun siire tutuklu kalma sonucunda hiicresel yaslanmanin hiicre

6liimiinden daha 6nce meydana gelebilecegini de diistindiirtmiistiir (Sekil 20).
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Sekil 20 CDK4/6 inhibitorlerinin MIA PaCa-2 ve Capan-2 hiicrelerinde hiicre yaslanmasi iizerine
etkisinin arastirllmasi. Senesens boyama 3x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu petrilere ekilen
hiicreler, ilag uygulamasina takiben gerceklestirilmistir Yikamanin ardindan fikse edilen hiicreler p-gal
uygulamasinin ardindan 151k mikroskobunda incelenmistir. Sonuglar iki ayr1 biyolojik tekrarin bir
tanesinin sonucu olarak sunulmustur.

3.5 Abemaciclib ve palbociclib’in MIA PaCa-2 ve Capan-2 hiicrelerinde AMPK ile
iligkili PI3K/AKT/mTOR sinyal yolaklar: iizerinden hiicre sagkalim siirecine
farkh etki mekanizmalari oldugu goriilmektedir.

KRAS, TP53 ve CDK2N/p16 genlerinin mutasyonuna sahip yiiksek metastatik profil

gosteren MIA PaCa-2 hiicre hatt1 6ncii, iyi bir pankreas kanseri modeli olusturabilecegi

diistiniilmektedir. Bu sebeple ilk olarak 24 saat uygulanan abemaciclib ve palbociclib’in
doza bagimli hiicre sagkalimina etkisi MIA PaCa-2 hiicrelerinde irdelenmistir.

Abemaciclib uygulanan MIA PaCa-2 hiicrelerinde PI3K ifadesinde anlamli bir degisik

gozlenmezken, major degisiklikler degerlendirildiginde abemaciclib’in ~ AKT

inhibisyonu aracili olarak hiicre sag kalimma ket vurma potansiyeli oldugu
belirlenmistir. Abemaciclib uygulamasi sonucunda GSK3p inhibe edici fosforilasyonun

(Ser9) MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerinde azaliyor olmasi dikkati ¢ekmistir.

Hiicresel enerji homeostazinda rol alan AMPK ifadesi doza bagimli olarak MIA PaCa-2

hiicrelerinde arastirilmistir.
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Abemaciclib AMPK aktivitesini diisik doz uygulamasinda (1 uM) azaltirken, daha
yiiksek dozda (2 uM) uygulama sonucunda AMPK aktivasyonuna (kontrol hiicrelere
oranla) belirgin bir degisiklik gozlenmemistir. Farkli hiicresel siire¢lerde rol alan mTOR
tarafindan aktive edilebilen ve ribozomlarda protein sentezini indiikleyen p70S6K
aktivitesi doza bagimli abemaciclib uygulamasini takiben azalmasi anlamli sonug olarak

degerlendirilmistir (Sekil 21).
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Sekil 21 Artan dozlara bagh olarak 24 saat boyunca uygulanan abemaciclib’in MIA PaCa-2 hiicre
hattinda AMPK iliskili PI3K/AKT/mTOR sinyal yolagi iizerine etkisinin immunoblotlama yontemi
ile gosterilmesi. a) ve B-Aktin yiikleme kontrolii olarak kullanilmigtir. b) Bagil protein ifade miktarlari
GraphPad programi kullanilarak siitun grafik haline getirilmistir Siitun grafik drneklerden elde edilen
verilerin ortalamasi * standart hatasi olarak sunulmustur (n=2) (**** p <0.0001, *** p<0.001, ** p <
0.01).
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Sekil 22 Artan dozlara bagh olarak 24 saat boyunca uygulanan Palbociclib’in MIA PaCa-2
hiicrelerinde AMPK iliskili PI3K/AKT/mTOR sinyal yolag iizerine etkisinin
immunoblotlama yontemi ile gosterilmesi. a) ve B-Aktin yiikleme kontrolii olarak
kullanilmistir. b) Bagil protein ifade miktarlar1 GraphPad programi kullanilarak siitun grafik
haline getirilmistir Stitun grafik 6rneklerden elde edilen verilerin ortalamasi + Standart hatasi
olarak sunulmustur (n=2) (**** p <0.0001, *** p <0.001, ** p <0.01).

MIA PaCa-2 hiicrelerinde tiimdr baskilayici rolii olan PTEN seviyeleri, doza bagimli
palbociclib uygulamasi yapilmayan kontrol hiicrelere gore degismemistir. Doza bagimli
palbociclib uygulamasinda her ne kadar p-AKT inhibisyonunda anlamli degisiklik
gbzlenmese de PI3K inhibisyonu aracili olarak p-PDK-1 ifadesinde azalma hiicre sag
kalimina ket vurma potansiyeli oldugunun gostergesidir. palbociclib uygulamasi
sonucunda GSK3f inhibe edici fosforilasyonun (Ser9) MIA PaCa-2 pankreas kanseri
hiicrelerinde azaliyor olmas1 dikkati ¢ekmistir. MIA PaCa-2 hiicrelerinde doza bagimli

45



olarak palbociclib ¢ok anlamli olmayan miktarda AMPK aktivasyonuna (kontrol
hiicrelere oranla) neden olmustur. Hiicre enerji metabolizmasinda, ribozomal biyogenez
ve otofajide rol alan mTOR sinyal kaskad1 irdelenmistir. MIA PaCa-2 hiicrelerinde doza
bagimli palbociclib uygulamasinda p-mTOR aktivitesinde ve p70S6K aktivitesinde

azalma anlamli sonug olarak degerlendirilmistir (Sekil 22).
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Sekil 23 Secili dozlarda 24 saat boyunca uygulanan CDK4/6 inhibitérlerinin MIA PaCa-2
hiicrelerinde hiicre sagkalim yolagina olan etkisinin immunoblotlama yontemi ile incelenmesi. a) ve
B-Aktin yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir. b) Bagil protein ifade miktarlari GraphPad programi
kullanilarak siitun grafik haline getirilmistir Stitun grafik 6rneklerden elde edilen verilerin ortalamasi =
standart hatasi olarak sunulmustur (n=2) (**** p < 0.0001, *** p <0.001, ** p<0.01).
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MIA PaCa-2 hiicre hattina uygulanan palbociclib ve abemaciclib icin basta belirlenen iki
farkli doz arasindan 1liml1 ve orta diizeyli sitotoksik etki gosteren her iki ilag i¢in tek doz
belirlenmistir. olup KRAS mutasyonuna sahip diisiik metastatik profil gosteren Capan-2
hiicre hatti caligmalara dahil edilmistir. MIA PaCa-2 hiicrelerinde p-PTEN Ser380
fosforilasyon ifadesi her iki ila¢ tarafindan arttirilmakta olup, Capan-2 hiicrelerinde bu
etki gdzlenmemistir. Palbociclib bu hiicrelerde p-PTEN seviyesini azaltmistir. p-PTEN
Ser380 de goriilen fosforilasyon fosfataz aktivitesine ve tiimor supressor etkisine ket
vurucu olarak gosterilmektedir. LKB1 tarafindan PTEN’in Ser380°de fosforile ediliyor
olmasi AMPK fosforilasyonu ile ayn1 eksende bulunan LKB1’in asagi sinyal yolu ile
AKT sinyal kaskadina etki ederek hiicrelerde metabolik karar alma siirecine katildigini
gostermektedir. Buna bagli olarak palbociclib uygulamasinda her iki hiicre hattinda
AMPK Thr 172 ile korelasyon gosteren p-PDK-1 ifadesinin azaldigi goriilirken AKT
fosforilasyon (kontrol hiicrelerine kiyasla) ifadesinde ise anlamli degisiklik
gozlenmemistir. Abemaciclib uygulanan her iki hiicre hatti palbociclib’in tersine p-
PDK1, p-AKT ifadelerinde azalma anlamli sonu¢ olarak degerlendirilmistir. CDK4/6
inhibitorleri arasindaki AMPK iliskili sinyal kaskadlarinin diizenlenmesindeki roliiniin
daha iyi bir sekilde anlasilabilmesi i¢in AMPK asagi1 sinyal yolaklar1 irdelenmistir.
CDK4/6 inhibitorleri uygulanan her iki hiicre hattinda mTOR Ser2448 fosforilasyon
ifadesi azalmistir. Ayrica CDK4/6 inhibitorleri uygulanan PRAS40 ile etkilesime girerek
mTOR aktivasyonunda rol alan Raptor ifadesi MIA PaCa-2 ve Capan-2 hiicrelerinde
azalmistir. Buna bagl olarak p-p70S6K ifadesi Capan-2 hiicrelerinde anlamli bir azalma
goriilmektedir (Sekil 23-24).
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Sekil 24 Secili dozlarda 24 saat boyunca uygulanan CDK4/6 inhibitérlerinin Capan-2 hiicrelerinde
hiicre sagkalim yolagina olan etkisinin immunoblotlama yontemi ile incelenmesi. a) ve f-Aktin
yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir. b) Bagil protein ifade miktarlart GraphPad programi kullanilarak
stitun grafik haline getirilmistir Siitun grafik drneklerden elde edilen verilerin ortalamasi * standart hatasi
olarak sunulmustur (n=2) (**** p <0.0001, *** p <0.001, ** p <0.01).
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3.6 Abemaciclib ve palbociclib, MIA PaCa-2 ve Capan-2 hiicrelerinde AMPK
degisimine bagh olarak yag asidi biyosentezine etki ederek hiicre ici lipid
profillerinde azalma saglamistir.

Se¢ili dozlarda abemaciclib ve palbociclib uygulanan MIA PaCa-2 ve Capan-2
hiicrelerinde AMPK iliskili molekiiler sinyal yolaklarinin diizenlenmesindeki etkilerinin
daha iyi bir sekilde incelenmesi ve lipid diizenlenmesi tizerine etkileri irdelenmistir.
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Sekil 25 Secili dozlarda 24 saat boyunca uygulanan CDK4/6 inhibitérlerinin MIA PaCa-2
hiicrelerinde AMPK iligkili asag: sinyal yolaklari olan yag asidi sentez ve lipogenez yolagina olan
etkisinin immunoblotlama yontemi ile incelenmesi. a) ve B-Aktin yiikleme kontrolii olarak
kullanilmistir. b) Bagil protein ifade miktarlar1 GraphPad programi kullanilarak siitun grafik haline
getirilmigtir Stitun grafik 6rneklerden elde edilen verilerin ortalamasi + standart hatasi olarak sunulmustur
(n=2) (**** p <0.0001, *** p <0.001, ** p <0.01).
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Secili dozlarda abemaciclib ve palbociclib uygulanan MIA PaCa-2 ve Capan-2
hiicrelerinde AMPK iliskili molekiiler sinyal yolaklarinin diizenlenmesindeki etkilerinin
daha iyi bir sekilde incelenmesi ve lipid diizenlenmesi iizerine etkileri irdelenmistir.
Palbociclib, MIA PaCa-2 hiicrelerinde fosforile AMPK (Thr172) ifadesi ¢ok anlamli
olmayan miktarda AMPK aktivasyonuna (kontrol hiicrelere oranla) neden olurken
Capan-2 hiicrelerinde belirgin bir sekilde artis goriilmistiir. Ancak abemaciclib
uygulanan Capan-2 hiicrelerin p-AMPK ifadesinde azalma goriilmiistiir. AMPK’nin alt
birimlerinden biri olan diizenleyici isoform B1, glikojene baglanmaya aracilik eden bir
karbonhidrat baglayici module sahip olup a ve y alt birimlerinin baglanmasinda bir
iskele gorevi gorerek fosforile aktif formlart AMPKa ile korelasyon gostermektedir.
Palbociclib uygulanan MIA PaCa-2 hiicrelerinde Fosforile AMPKP1 (Serl182)
ifadesinde anlamli artis goriilmiistir. ACC fosforilasyonu, MIA PaCa-2 hiicrelerinde
hem abemaciclib hemde palbociclib uygulamasinda benzer sekilde artis gosterirken
Capan-2 hiicrelerinde sadece palbociclib uygulamasinda artig gostermistir. p-ACC
(Ser79) inhibe formundaki ifade artist CDK4/6 inhibitorlerine cevap mekanizmasi
bakimindan ve AMPK ile beraber calisan ACC’nin stres durumunda tetiklendiginin
gostergesi olup, fizyolojik olarak aclik veya ciddi stres kosullarinda artan AMPK ve
ACC fosforilasyonlar1 lipid biyosentezinin azalmasinin gostergesidir. ACLY, sitosolik
sitratin asetil CoA ve oksaloasetata doniisiimiinii katalize ederek de novo lipogenezde rol
oynayan anahtar bir enzimdir. ACLY 'nin ¢esitli timor tiplerinde diizenlenmesi, yag asidi
sentezini arttirir. ACLY fosforilasyonu, palbociclib uygulamasinda MIA PaCa-2
hiicrelerinde (kontrol hiicrelerine kiyasla) azalirken abemaciclib uygulamasinda
degisiklik goriilmemistir. Her iki ila¢ uygulamasinda Capan-2 hiicrelerindeki ACLY
ifadesi degigsmezken ilging bir sekilde her iki ilag uygulamasinda MIA PaCa-2
hiicrelerinde artisga sebep olmustur. Bununla iligkili olarak yag asidi sentezini
katalizleyen FASN ve ayn1 zamanda adipogenezde rol alan Lipin-1 protein ifadesi MIA
PaCa-2 hiicrelerinde herhangi bir degiskenlik gézlenmezken, palbociclib uygulamasina
kiyasla abemaciclib uygulanan Capan-2 hiicrelerinde FASN ifadesinde belirgin bir azalig

gOriilmiistiir.
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MIA PaCa-2 hiicrelerinde adiposit olgunlasmasinda rol alan ve Lipin-1 tarafindan
module edilen PPARY (peroksizom-proliferator ile aktive edilmis reseptor y) ifadesinde
her iki CDK4/6 inhibit6rii tarafindan anlamli bir azalis gortilmustiir (Sekil 25-26).
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Sekil 26 Secili dozlarda 24 saat boyunca uygulanan CDK4/6 inhibitorlerinin Capan-2 hiicrelerinde
AMPK iliskili asagi sinyal yolaklar: olan yag asidi sentez ve lipogenez yolagina olan etkisinin
immunoblotlama yontemi ile incelenmesi. a) ve B-Aktin yiitkleme kontrolii olarak kullanilmistir. b)
Bagil protein ifade miktarlar1 GraphPad programi kullanilarak siitun grafik haline getirilmistir Stitun
grafik 6rneklerden elde edilen verilerin ortalamasi + standart hatas1 olarak sunulmustur (n=2) (¥*** p <
0.0001, *** p < 0.001, ** p <0.01).
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Sekil 27 a) CDK4/6 inhibitorlerinin 24 saat secili dozlarda uygulanmasinin ardindan MIA PaCa-2
pankreas kanseri hiicrelerinin i¢cerisindeki yag damlaciklari floresans 6zellikteki BODIPY® 493/503
ve b) Oil Red O ¢ozeltisi ile muamelelerinin ardindan tammmlanmistir. iki ayri biyolojik tekrarin bir

tanesinin sonucu olarak sunulmustur.

CDK4/6 inhibitorlerinin MIA PaCa-2 ve Capan-2 hiicre hatlarinda hiicre i¢i lipid
profilleri iizerine etkisi Oil Red O boyama ve floresans bir prob olan BODIPY®
493/503 boyama ile lipid damlaciklarinin gosterilmesi amaglanmistir. Notral lipidlerin
gosterimi icin BODIPY ve nukleus gosterimi i¢cin DAPI boyasi es zamanli olacak
sekilde hiicrelere uygulanarak boya tutulumlari sirasi ile 151k ve floresan mikroskopta

incelenmistir. Se¢ili dozlarda CDK4/6 inhibitorleri uygulanan MIA PaCa-2 hiicrelerinde
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kontrole kiyasla Oil Red O tutulumunun ve lipit damlaciklarin1 gosteren yesil floresan
oraninda azalmaya neden oldugu goriilmistiir. Capan-2 hiicrelerinde ise palbociclib
uygulamasina kiyasla abemaciclib uygulamasinin ardindan boyama tutulumunda ve
yesil floresan oraninda azalma daha belirgin bir sekilde goriilmiistiir (Sekil 27-28). Bu
veriler immunoblotlama deneylerini destekler nitelikte olup ilaglarin lipid dropletleri

tizerinde farkli etkileri oldugunu gostermistir.

a) Capan-2

- 7,SuMLY 7,5 uM PD

BODIPY

DAPI

Merge

b) Capan-2

Oil Red O
-
g

7 ,’.‘,ﬁl_ e e ‘4‘ é X ¥

Sekil 28 a) CDK4/6 inhibitorlerinin 24 saat se¢ili dozlarda uygulanmasinin ardindan Capan-2
pankreas kanseri hiicrelerinin icerisindeki yag damlaciklari floresans ézellikteki BODIPY® 493/503
ve b) Oil Red O ¢ozeltisi ile muamelelerinin ardindan tanimlanmstir. iki ayri biyolojik tekrarm bir

tanesinin sonucu olarak sunulmustur.
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3.7 Abemaciclib ve palbociclib uygulanan MIA PaCa-2 ve Capan-2 hiicrelerinde
artan senesens ve dongiide takih kalma siireci nedeni ile hiicre 6liilm kararinin
daha gec¢ bir siirecte alindigr ve o6liilm sinyal mekanizmasinin aktif oldugu
gozlemlenmistir.
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Sekil 29 Secili dozlarda 24 saat boyunca uygulanan CDK4/6 inhibitérlerinin MIA PaCa-2
hiicrelerinde apoptoz sinyal yolaginda rol alan belirtecler iizerindeki etkisinin immunoblotlama
yontemi ile gosterilmesi. a) ve B-Aktin yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir. b) Bagil protein ifade

miktarlart GraphPad programi kullanilarak siitun grafik haline getirilmistir Stitun grafik drneklerden elde
edilen verilerin ortalamasi + standart hatasi olarak sunulmustur (n=2) (**** p <0.0001, *** p <0.001,
**p<0.01).

Apoptozun Oncii markirlarindan Bax, Bak’i aktive eder ve Bax ile Bak birlikteligi
mitokondride por olusumunu saglayarak apoptoz sinyalinin gegeklesmesinde rol
oynamaktadir. MIA PaCa-2 hiicrelerinde Bax ifadesi her iki CDK4/6 inhibitorleri
tarafindan artis gosterirken, Bak ifadesi ise abemaciclib uygulamasinda anlamli artis
gosterdigi goriilmiistiir. Apoptozun gerceklesmesinde rol alan efektoér kaspazlardan
kaspaz 9’un aktif formu olan kesilmis kaspaz 9 ifadesi her iki CDK4/6 inhibitorleri
tarafindan artis gostermistir. Son olarak apoptozun gerceklestigi PARP’1n fragmentlerine
ayrilmasina bagh olarak kesilmis PARP miktarlarindaki artis immunoblotlama ile Sekil

29 de gosterilmistir.
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Sekil 30 Secili dozlarda 24 saat boyunca uygulanan CDK4/6 inhibitorlerinin MIA PaCa-2 pankreas
kanseri hiicrelerindeki mitokondriyel membran potansiyeli, DNA kondenzasyonu, ve hiicre 6liimii
iizerine etkisinin floresan boyamalar ile gosterilmesi.

24 saat boyunca segili dozlarda CDK4/6 inhibitorleri uygulanan MIA PaCa-2
hiicrelerinin mitokondriyal membran potansiyeli bozularak apoptotik hiicre Sliimiiniin
tetiklendigi ve hiicre canlilifmin azaldigi DIOC6 boyama ile gozlenmistir. Ayrica
apoptozun  belirlenmesindeki  bir  diger belirteg olan nukleustaki DNA
fragmantasyonunun CDK4/6 inhibitorleri uygulanan MIA PaCa-2 hiicrelerinde 6zellikle
abemaciclib’in palbociclib’ kiyasla daha fazla oldugu goriilmiistiir. Ayrica MIA PaCa-2
uygulanan CDK4/6 inhibitorlerinin 6li hiicre sayisini arttirdigi PI boyama ile tespit

edilmistir (Sekil 30).
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Sekil 31 Secili dozlarda 24 saat boyunca uygulanan CDK4/6 inhibitorlerinin Capan-2 pankreas
kanseri hiicrelerindeki mitokondriyel membran potansiyeli, DNA kondenzasyonu, ve hiicre oliimii
iizerine etkisinin floresan boyamalar ile gosterilmesi.

24 saat boyunca secili dozlarda CDK4/6 inhibitorleri uygulanan Capan-2 hiicrelerinin
mitokondriyal membran potansiyeli bozularak apoptotik hiicre 6liimiiniin tetiklendigi ve
hiicre canliigmm azaldigt DIOC6 boyama ile gdzlenmistir. Ayrica apoptozun
belirlenmesindeki bir diger belirte¢ olan nukleustaki DNA fragmantasyonunun CDK4/6
inhibitorleri uygulanan Capan-2 hiicrelerinde 6zellikle abemaciclib’in palbociclib’e
kiyasla daha fazla oldugu goriilmiistiir. Ayrica Capan-2 hiicrelerine uygulanan CDK4/6
inhibitorlerinden 6zellikle abemaciclib’in 6lii hiicre sayisini arttirdigi PI boyama ile

tespit edilmistir (Sekil 31).
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Sekil 32 MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerinde Annexin V/PI hiicre 6liimii analizi. a) Bu deney kapsaminda abemaciclib ve palbociclib’in segili
dozlarda MIA PaCa-2 hiicre hatlarinda 24 ve 48 saat boyunca uygulanmasi sonucunda Annexin V ve Pl boyamasi hiicrelere gergeklestirilmistir. Dort bolmeli
grafik FL-1 ve FL-3” de boyama uyumlandirmasinin ardindan elde edilen kapida 20000 olaym okunmast ile ¢izilmistir. b) Her bir kolon grafik en az iki biyolojik
testin oran1 olarak ortalama + std hata olarak sunulmustur (**** p <0.0001, *** p <0.001, ** p <0.01).
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AnnexinV/PI boyamasinin secili dozlarin 24 saat uygulanmasi sonucunda MIA PaCa-2
hiicrelerinde tetiklenen hiicre 6liimii oraninda anlamli bir fark kontrol hiicrelerine oranla
gosterilememistir. Ancak apoptotik hiicre Oliimiinlin gosterilebilmesi zamana bagimli
olarak secili dozlarda bir ¢alisma ile irdelenmistir. 48 saat boyunca her iki ilag
uygulamasi yapilmis olup abemaciclib’in MIA PaCa-2 ve Capan-2 hiicrelerinde
apoptotik hiicre dliimii popiilasyonlarina etkisi %20 diizeyinde artis gostermistir (Sekil
32-33). Ancak palbociclib uygulamasinda MIA PaCa-2 hiicrelerinde degisiklik
gbzlenmezken Capan-2 hiicrelerinde %9 diizeyinde artis gozlenmistir. Artan senesens ve
hiicre siklusunda takili kalma siireci nedeni ile hiicre 6liim kararinin daha geg¢ bir siirecte
alindigini, ancak hiicrenin molekiiler markirlarinin degisimi nedeni ile hiicre Sliimii

emiri konusunda aktif oldugunu gdstermektedir.
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Sekil 33 Capan-2 pankreas kanseri hiicrelerinde Annexin V/PI hiicre 6liimii analizi. ) Abemaciclib
ve palbociclib’in segili dozlarda Capan-2 hiicre hatlarinda 48 saat boyunca uygulanmasi sonucunda
Annexin V ve PI boyamast hiicrelere gergeklestirilmistir. Dort bolmeli grafik FL-1 ve FL-3” de boyama
uyumlandirmasinin ardindan elde edilen kapida 20000 olayin okunmasi ile ¢izilmistir. b) Her bir kolon
grafik en az iki biyolojik testin orani olarak ortalama + std hata olarak sunulmustur (**** p <0.0001, ***
p <0.001, ** p<0.01)
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4. TARTISMA

Giliniimiizde var olan verilere gore, kanser gelisiminin ¢ok kompleks bir siire¢ oldugu
goriilmekte olup tiim diinyada siklikla goriilen son yiizyil icerisinde 6liim nedenleri
arasinda yiikselen bir siralama ile en 6nemli saglik problemlerinden biri haline gelmistir.
Hiicrelerin normal davramislarimi diizenleyen mekanizmalarin bozulmasi sonucu
kontrolstiz ve anormal sekilde ¢ogalmasi olarak ifade edilen kanser, invazyon ve
hiicrelerin orjinden ya da primer bolgeden viicudun diger bolgelerine yayilmasi ile
karakterize edilen bir hastalik grubudur. Giderek artan yash niifus orani ve ilerleyen
teknoloji ile birlikte cevresel karsinojenlere maruz kalmaya bagh olarak kanser oraninin
dogrusal olarak artmaya devam edecegi diisliniilmekte olup diinya capinda kanserden
kaynakli 6liimlerin, 2030 yilinda yaklasik 13,1 milyon 6liimle %70 oraninda bir artisla
artmaya devam edecegi ongoriilmektedir [78] [79] [80] [81].

Tezde konu alan pankreas kanseri, diinya niifusu arasinda insidansi ve mortalite orani
son yillarda onemli 6l¢giide artmaktadir. Erkeklerde kadinlara gore biraz daha yaygin
olup son zamanlarda neredeyse goriilme siklig1 esit diizeye ulasmistir [4] [2] [82]. Bunu
saglayan risk faktorleri arasinda yas, cinsiyet, sigara tliketimi, uzun siireli alkol tiiketimi,
aile Oykiisii, kronik pankreatit, ge¢gmiste batin bolgesine radyasyon uygulamalar1 ve son

zamanlarda aragtirma konusu olan obezitenin yer aldig1 bilinmektedir [12] [13] [80].

Pankreas kanserinde tedavi oncelikli yontem, cerrahi olarak tiimériin ¢ikarilmasi olup
ameliyat sonrast donemde kemoterapi ve radyoterapi neredeyse hastalarin tlimiinde
ihtiya¢ haline gelmektedir. Ancak lokal ileri evrede kemo-radyoterapi ile Kitle
boyutlarinda kiigiilme saglanarak cerrahi sans elde edilebilmektedir. Erken teshisi ve
tedavi imkan1 son derece kisitli olan pankeas kanseri, terapotik stratejilere karsi son
derece direngli oldugundan bazi tedavi yontemlerinin yetersiz kalmasinda rol alan ve
siklikla goriilen KRAS, SMAD, TP53, CDK2NA gibi mutasyonlarin varliginda agresif
profil izlemektedir [83] [84] [85] [86] [87]. Bu sebeple pankreas kanseri hiicrelerinde
ilaclarin etkinlik diizeylerini olumsuz yonde etkilemektedir. En biiyiik sorun haline gelen

bu durum yeni terapi modellerinin gelismesinin gerekliligini vurgulamaktadir.
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Hiicre dongiistiniin diizensizligi, yiiksek metastatik potansiyeli olan kanser hiicrelerinde
anormal hiicre proliferasyonunu tesvik etmektedir [88] [89] [90]. Bu durum kanserin
yaygin Ozelliklerinden biri oldugundan CDK‘y1 hedefleyen yeni ajanlar yeni tedavi
yontemleri igin ilgi ¢ekici bir secenek olmustur. Spesifik CDK4/6 inhibitorleri olan
palbociclib ve abemaciclib, hiicre ¢ogalmasinit G1 fazinda tutulu kalmasini saglayarak ve
Rb ‘nin fosforilasyonunu engelleyerek DNA sentezini baskiladiklar ve bu sayede hiicre
proliferasyonunu azaltarak apoptozu indiiklemeleri onemli bir anti-kanser Ozelligine
sahip olduklarinin gostergesidir. Anti-kanser etkileri sayesinde tiimor olusumuna dahil
olan hiicre sagkalimi ve oliimiinde rol alan ¢esitli molekiiler hedefler bildirilmistir. Bu
hedefler dogrultusunda CDK4/6 ‘y1 aktive edecek olan siklinlerin, PI3K/Akt/mTOR,
Ras/MAPK ve diger proteinlerin olusturdugu sinyal kaskadi sayesinde uyarildigi
bilinmektedir [91] [92] [93]. Ayrica hiicre i¢i major enerji sensorii olarak gorev alan
adenozin monofosfat aktive protein kinaz (AMPK) gibi molekiiler hedeflerin
aktivitesindeki degisimler hiicre agresifliginde 6nemli roller oynamaktadir. Genellikle
AMPK aktivitesindeki azalma tiimoér olusumunu indiikledigi bilinmekle birlikte hiicre
siklusundaki diizensizlikler nedeniyle aktiflenen CDK4 ile AMPK arasindaki zit
etkilesim, giincel terapotik hedefler icerisinde klinikte yer alan CDK4/6
inhibitorlerinden palbociclib’in AMPK iliskili etkileri dikkati ¢ekmektedir [94] [95]
[62]. Aktif CDK4, glikolizi arttirarak, AMPKa2 alt biriminin dogrudan fosforilasyonu
yoluyla AMPK aktivitesini inhibe eder ve yag asidi oksidasyonunu baskilayici etkiler
gostermektedir [96] [97]. Ayrica siklin D1, CDK4’ten bagimsiz olarak mitokondriyal
disfonsiyona sebep olabilecegi, asetil-CoA karboksilaz gibi mitokondride yer alan
proteinlere etki ederek lipojenik enzimlere dogrudan baglanabilir oldugu ve yag asidi

sentezine katilabilecegi belirtilmistir [98] [99] [100].

[k olarak CDK4/6 inhibitdrleri daha cok menopoz sonrasi kadinlarda goriilen dstrojen
reseptorii (ER) pozitiffHER2 negatif ileri meme kanseri tedavisinde in vivo olarak,
meme kanseri ksenogreflerinde onemli Olclide tiimor aktivitesitesini  baskiladigi
gosterilmis olup tek basina veya kombine terapi ajani olarak tercih edilebilmektedir.
Palbociclib ile benzer yapisal 6zellik gosteren abemaciclib CDK4/6 disinda CDK9 etki
ettigi gosterilmis olup farkli molekiiler hedefleri nedeni ile terapotik anlamda dikkati
cekmektedir [88] [101] [102]. Meme kanseri disinda ilerlemis solid tiimorlerde Hodgkin
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dis1 lenfoma, multiple miyelom, bas ve boyun skuaméz hiicreli karsinomlu hastalarda,
cocuklarda goriilen akut lenfoblastik losemide, akciger, pankreatik ve metastatik
kolerektal kanserli hastalarda da klinik ¢alismalarin hala daha siirdiiriildiigii ve bir takim
basarilarin elde edildigi bildirilmistir [91] [103] [104] [105]. Kanser hiicrelerindeki
metabolik farkliliklardan dolay1 palbociclib ve abemaciclib’in her kanser hiicresindeki
etkileri ayni olmamakla birlikte farkli molekiiler mekanizmalar iizerinden yanit
olusturmaktadir. Bu bilgiler 1s1ginda literatiirde ozellikle pankreas kanseri panel
hiicrelerinde kisith aragtirmalarin olmasi sebebiyle yeni arastirmalarin olmasina bagh
olarak tez kapsaminda farkli genomik oOzelliklere sahip MIA PaCa-2 ve Capan-2
pankreas kanseri hiicre hatlarinda CDK4/6 inhitorlerinin AMPK’nin etkilesimde oldugu

iist ve alt sinyal yollar1 {izerine etkilerinin arastirilmasi hedeflenmistir.

MIA PaCa-2 ve Capan-2 pankreas Kkanseri hiicrelerine uygulanan CDKA4/6
inhibitdrlerinin hiicre canliligina olan etkisi MTT yontemi ile belirlenmistir. MIA PaCa-
2 ve Capan-2 hiicrelerinde doza bagimli (0-10 uM) olarak 24 saat uygulama sonucunda
bagil hiicre canlilifinin ila¢ uygulanmamis kontrol hiicrelerine oranla azaldigi her iki
ilag uygulamasinda gosterilmigtir. MIA PaCa-2 hiicrelerinde her iki ila¢ i¢in benzer
sitotoksisite cevaplari verdigi goriiliirken abemaciclib (1 uM) ve palbociclib (2 uM) i¢in
sirastyla %48 ve %58 oraninda hiicre canliligi saptanmistir. Capan-2 hiicrelerinde
abemaciclib (7,5 uM) ve palbociclib (7,5 uM) i¢in sirastyla %60 ve %80 oraninda hiicre
canliligi saptanirken MIA PaCa-2 hiicrelerine kiyasla daha direncli bir profil
sergilemistir. Ayrica Capan-2 hiicreleri palbociclib’e kismi olarak duyarsiz olup
abemaciclib’e duyarli oldugu saptanmistir (Sekil 10). Her iki CDK4/6 inhibitoriiniin
hiicreler {izerindeki etkisinin farkli oldugu sonucuna varilmistir. Ancak KRAS, TP53 ve
CDK2N/p16 genlerinin mutasyonuna sahip yiiksek metastatik profil gdsteren MIA
PaCa-2 hiicrelerinin, KRAS mutasyonuna sahip diigiilk metastatik profil gosteren Capan-2
hiicre hattindan daha diisiik ila¢ dozlarinda etkili oldugu dikkati ¢ekmektedir. Bu durum
daha onceki yapilan c¢aligmalar dogrultusunda anjiyojenik potansiyeli ve tiimor
olusumunu tetikleyen siklooksijenaz-2 (COX-2) ifadesinin MIA PaCa-2 hiicrelerinde
yok denecek kadar az olmasi ve Capan-2 hiicrelerinde yiiksek olmasi CDK4/6
inhibitorlerine kars1 diren¢ mekanizmasinin  gelismesine neden olabilecegini

diisiindiirmektedir [106] [107] [108]. Literatirde yer alan hiicre canliligi testi
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calismalarinda HCC1806, MCF-7, MDMB-231 ve MDMB-436 meme kanseri
hiicrelerine 1-2,5-5-10 uM palbociclib dozlar1 uygulanmis olup roskovitin (1000 nM) ile
kombine tedavisi gergeklestirilirken AS549 akciger kanseri hiicrelerinde 500 nM
uygulanan palbociclib trametinib (25nM) ile kombine tedavisi gergeklestirilmistir [109]
[110]. BxPC-3, AsPC-1, MIA PaCa-2, PANC-1 ve Capan-2 pankreas kanseri
hiicrelerine uygulanan palbociclib’in zamana ve doza bagl (0,5-5-10 uM) olarak hiicre
canliligini azalttig1 gosterilmistir [111] [112]. Ayrica yapilan bir baska calismada
palbociclib uygulanan MIA PaCa-2 ve PANC-1 pankreas kanseri hiicreleri igin etkili
dozlarm 2 uM ve 3 uM oldugu ifade edilmistir [113]. Abemaciclib ile yapilan hiicre
canlilig1 testi calismalari ele alindiginda; MCF-7 meme kanseri hiicrelerinde 0,1-1-10
uM dozlar1 zamana bagl olarak uygulanirken T47-D meme kanseri hiicrelerinde 50 nM
uygulanarak hiicre canliligini azalttigi gosterilmistir [114] [102]. Farkli bir ¢alismada
meme kanseri ( MDA-MB-453) ve endometriyal kanser (AN3CA ve KLE) hiicrelerine
uygulanan 500 nM abemaciclib’in hiicre canliligini 6nemli dlglide azalttigr bildirilmistir
[115] [116]. Bu anlamda MTT testi i¢in belirlenen abemaciclib ve palbociclib dozlarinin

etkinlikleri yaptigimiz calismalarla benzerlik gostermektedir.

Hiicre canlilik testini destekleyeci bir baska ¢alismada hiicrelere uygulanan abemaciclib
ve palbociclib’in koloni olusturma kabiliyeti tizerindeki etkileri incelenmistir. Hiicre
siklusunda kontrol hiicrelere goére tutuklu kalmay1 saglayan CDK4/6 inhibitorlerinin
koloni olugumunu azalttig1 goriilmiistiir. Capan-2 hiicreleri MIA PaCa-2 hiicrelerine
kiyasla her iki ilacin diisiik dozlarina maruz birakildiginda daha hassasiyet gostermis
olup doza bagimli bir sekilde koloni olusturma potasiyellerine ket vurmustur (Sekil 11).
MTT testi sonucunda belirlenen her bir ilag i¢in secili tek doz ¢alismalarinda MIA PaCa-
2 ve Capan-2 hiicrelerinde %50 nin {izerinde koloni sayisinda azalma goriilmiis olmasi
secili dozlarin etkili oldugunu gostermektedir (Sekil 12). Ayrica bu ¢alisma sayesinde
MTT hiicre canliliginda tespit edilen dozlardan daha diisik dozlarda CDK4/6
inhibitorlerinin hiicre boliinmesi konusunda azaltici etkileri belirlenmistir. Ele alinan
pankreas kanseri hiicrelerinin genelinde abemaciclib daha etkili bir terapotik etki
gosterirken palbociclib’in kismi terapotik etki gosterdigi belirlenmistir. Literatiirde
palbociclib’in doza bagimli uygulamasimin MIA PaCa-2 (2-3 uM) ve Capan-2 (0,5-1-2

uM) pankreas kanseri hiicrelerinde koloni olusumlarini azalttigi goriiliirken bir bagka
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calismada MIA PaCa-2 ve PANC-1 hiicrelerine uygulanan abemaciclib’in ket vurucu
etkisi tespit edilmistir [111] [117] [113]. A549, H2030 ve HCCI15 akciger kanseri
hiicrelerine uygulanan palbociclib’in (500 nM) koloni formasyonuna kismi terapotik
etkisi gosterilirken hepatoselliiler kasinom hiicrelerinde ise doza bagimli olarak
uygulanan palbociclib’in ket vurucu etkisi dikkati ¢ekmistir [110] [118]. Buna bagh
olarak abemaciclib’in palbociclib’e kiyasla daha etkili oldugu ve genelde palbociclib’in
kombine terapilerde daha ¢ok basar1 elde ettigi yapilan ¢alismalarda gosterilmis olup

elde edilen sonuglar ile benzerlik gostermektedir.

Yapilan bazi arastirmalar dogrultusunda AMPK'nin bir tiimdr baskilayici olarak hareket
ettigi timor  hiicresi proliferasyonunu ve hiicre dongiisiinii  etkiledigi ileri
stiriilmekteyken baz1 arastirmacilar tarafindan sagkalim faktorii olarak islev gordigi
ileri stirilmekte olup bu konudaki c¢alismalar sinyal yolaklart {izerindeki etki
mekanizmasi ile iliskili olarak degerlendirilmektedir [119] [120] [95]. Bu bilgiler
1s1¢inda AMPK susturma islemine bagli olarak her iki hiicre hatti {izerindeki hiicre
proliferasyonuna etkisi koloni olusturma potansiyelleri incelenerek irdelenmistir (Sekil
13a). MIA PaCa-2 ve Capan-2 hiicrelerinde siRNAI hedefi %50 oraninda AMPK
ifadesinde azalmaya neden oldugu immunoblotlama yontemiyle gdsterilmistir
(Sekill3b). MIA PaCa-2 hiicrelerinde AMPK siRNA uygulanmayan kontrol hiicrelerine
kiyasla koloni olusturma potansiyellerinde bir degisiklik olmadig1 goriiliirken Capan-2
hiicrelerinde kontrol hiicrelerine kiyasla 6zellikle AMPK siRNAI uygulamasinda koloni
olusumlarinin artis gosterdigi goriilmiistiir. Bu durum Capan-2 hiicrelerinde AMPK
ifadesindeki azaligin hiicre proliferasyonunu tetikleyerek agresif bir 0Ozellik
kazandirabilcegini disiindiirtmekte olup bu kapsamda halen c¢alismalara devam
edilmektedir. Daha 6nce yapilan pankreas kanseri panel hiicre hatlarindaki ¢alismalarda
AMPK aktivivite ifadesi, Capan-2 hiicrelerinde MIA PaCa-2 hiicrelerine kiyasla daha az
oldugu immunoblotlama teknigi ile gosterilmis olup uygulanan AMPK SIRNA ile
ifadesinin daha da azalmis olmas1 Capan-2 hiicrelerinin proliferasyonuna arttirabilecegi
diistincesini desteklemektedir [119] [121]. Ayrica KPC transgenik olarak tasarlanmis
fareler iizerindeki in vivo ¢alismalarda AMPK ifadesindeki azalisin pankreas kanser
hiicrelerinde invazif ve metastatik profil kazanmasin tetikledigi ileri stiriilmistiir [120]

[122] [123].
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CDK4/6 inhibitorlerinin secilen dozlarinda 24 saat uygulamasina takiben PI boyama ile
analiz edilen hiicre siklusunda hiicre popiilasyonlarinin dagilimlari {izerindeki etkileri
her iki hiicre hattinda da degerlendirilmis olup ilaglarin etkisi irdelenmistir. Doza
bagimli (1 ve 2 uM) olarak uygulanan abemaciclib’in MIA PaCa-2 pankreas kanseri
hiicrelerinde hiicre siklusunda tutuklu kalmaya neden olmadigi ve SubG1 oranlarinda
kontrol hiicrelere gore artis sagladigi tespit edilmistir (Sekil 14). Hiicre akig sitometri
caligmalarin1 destekleyici bir baska calisma olan immunoblotlma yontemiyle hiicre
siklusunda rol alan proteinlerdeki degisiklikler irdelenmistir. Abemaciclib uygulanan
MIA PaCa-2 hiicrelerindeki c-Myc ifadesinin doza bagimli bir sekilde azalmasi ve
timor baskilayict olarak bilinen Rb’nin hipofosforile olusu hiicre sagkalimini azaltici
etkileri konusunda bilgi saglamistir (Sekil 15). Doza bagimli (2 ve 3 uM) olarak
uygulanan palbociclib’in MIA PaCa-2 hiicrelerinde G1 fazinda tutuklu kalma meydana
gelmistir (Sekil 16). Doza bagimli olarak uygulanan palbociclib ise MIA PaCa-2
hiicrelerindeki CDK4 ifadesinde anlamli bir degisiklik gézlenmemesine ragmen aktif
form kazanmasinda kritik rol oynayan regiile edici alt {initelerinden siklin D1 ve hiicre
sagkaliminda rol oynayan c-Myc ifadesindelerinde azalisa, p-Rb hipofosforilasyonuna
ve siklin-CDK aktivitesini diizenleyen iki inhibitor ailesinden biri olan p21 ifadesinde
anlamli artisa neden olarak hiicre siklusunda tutuklu kalma durumunun molekiiler
mekanizmasi konusunda bilgi saglayici bir veri saglamistir (Sekil 17). Bu anlamda elde
edilen immunoblotlama sonuglar1 hiicre akis sitometrisi ¢alismalarii desteklemektedir.
p-Rb immunoblotlama ¢alismalarin1 desteklemek amaciyla ELISA yoOnteminden
yararlanilmis olup secili dozlarda uygulanan CDK4/6 inhibitorlerinin MIA PaCa-2 ve
Capan-2 hiicrelerindeki p-Rb ifadelerini benzer sekilde hipofosforile ettigi tespit
edilmistir (Sekil 18). Yapilan ¢alismalarda akciger kanseri, meme kanseri ve pankreas
kanseri (BxPC-3, AsPC-1, MIA PaCa-2 ve Capan-2) hiicrelerinde palbociclib ve
abemaciclib‘in Rb hipofosforilasyonuna neden oldugu gosterilmis olup paralel sonuglar
elde edilmistir [111] [117] [114] [124]. Ayrica Capan-2 hiicrelerine uygulanan
abemaciclib’in (7,5 pM) kontrol hiicrelere kiyasla Gl fazinda tutuklu kalma s6z
konusuyken palbociclib (7,5 uM) uygulamasinda G2/M fazinda tutuklu kaldig
gbzlemlenmistir (Sekil 19). Bu veriler sonucunda secilen dozlarda uygulama yapilan

hiicrelerde kontrol hiicrelere kiyasla anlamli diizeyde hiicre canliligini1 azalttig1 ve hiicre
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siklusunda G1 veya G2/M fazinda tutuklu kalmaya neden oldugu tespit edilmistir.
CDK4/6 inhibitorii olarak adlandirilan abemaciclib ve palbociclib’in  kanser
hiicrelerindeki etkisinin sadece G1 fazinda tutuklu kalmadigi ve buna bagli olarak ¢esitli
CDK’lara affinite gosterebildikleri literatiirde yer almaktadir. Abemaciclib diger CDK
inhibitorlerinden farkli olarak tipik bir Cdc2 benzeri kinazi olmayan transkripsiyonel
CDK olarak bilinen tiimor farklilagmasinda rol alan CDK9’u inhibe etme ozelligine
sahip oldugu bildirilmistir. Ancak palbociclib ve bir baska CDK4/6 inhibitorii olan
ribociclib ¢alismalarinda bu etkinin yok denecek kadar az oldugu bulgusuna varilmistir
[101] [88] [102]. Ayrica 1 puM abemaciclib uygulanan ¢oklu miyelom (RPMI 8226)
hiicrelerinde apoptotik oliimle iligkili subGl populasyonunda artis gozlendigi
saptanirken MCF-7 meme kanseri hiicre hattinda yapilan calismalarda abemaciclib’in
hiicre dongiisiinde rol alan CDK1/siklin B ve CDK2/siklin E/A' inhibisyonu sayesinde
G2 fazindaki hiicreleri bloke ederek adaptif yaniti onledigi bildirilmistir. Hatta p-Rb
yoklugunda bile sitotoksisite gosterip kanser hiicrelerinde hiicre yaslanmasini veya
apoptozu indiikledigi ifade edilmistir [125] [91] [126]. Palbociclib ve ribociclib’e maruz
kalan kanser hiicreleri daha ¢ok G1 fazinda tutuklu kaldiklar1 saptanirken abemaciclib’in
aksine ¢ok az hiicre Oliimiine ve daha cok hiicre yaslanmasini tetikledikleri ifade
edilmistir. Her ne kadar palbociclib’in abemaciclib’e kiyasla Siklin E/A tarafindan
yonlendirilen CDK2 ve siklin B/A tarafindan aktive edilen CDKI1 gibi diger kinazlara
kars1 bariz aktivite gostermezken yapilan bir bagka calisma da MDA-MB-231 meme
kanseri hiicrelerinde zamana bagl olarak G2/M fazinda tutuklu kalabildikleri gosterilmis
olup yine meme kanseri hiicrelerinde G1’den S fazina gegiste rol alan CDK2’ ye etki
ederek anti-proliferatif etkisi yapilan ¢alismalarla belirlenmistir [127] [128]. CDK4/6
inhibitdrleri MIA PaCa-2 ve Capan-2 hiicrelerinin sahip oldugu genomik 6zellige baglh
olarak hiicre siklusunda farkli etki mekanizmalar1 gelistirdikleri goriilmekte olup

literatiir bilgilerine benzer sonuglar elde edilmistir.

Hiicresel yaslanma, potansiyel olarak onkojenik strese maruz kalmis hiicrelerde
meydana gelen esasen geri doniisiimsiiz hiicre proliferasyonunun tutulu kalmasini
saglarken CDK4/6 inhibitorleri tarafindan da tetiklenmektedir. Ayrica Yaslanma ile
iligkili beta-galaktosidaz, hiicresel yaslanmanin bir biyobelirteci olup, yaslanmis

hiicrelerde pH 6 da endojen lizozomal beta-galaktosidaz birikimi ve asir1 ekspresyonuyla
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karakterizedir [56] [129]. Abemaciclib ve palbociclib’in hiicre yaslanmasi agisindan
indiikleyici rolleri, MIA PaCa-2 hiicrelerinde neredeyse aynmi pozitif (B-Gal +) etkiyi
gosterirken Capan-2 hiicrelerinde 06zellikle palbociclib uygulamasinda belirgin bir
sekilde pozitif boyama saptanmustir (Sekil 20). Ancak Erken evre yaslanma, hiicreyi
transformasyona karsi korurken uzun siireli yaslanma g¢ogunlukla kanser gelisimini
destekledigi bir baska calismada ifade edilmektedir. Bunun sebebi biiyiimeleri her ne
kadar durdurulsa da metabolik olarak aktif olmalar1 hiicre dis1 matrisi degistiren matris
metaloproteinazlarin (MMP) ekspresyonunu arttirabilecegini ve enflamatuar sitokinler
olan IL-6 ve IL-8'in yani sira enflamatuar hiicreleri ¢eken kemokinleri eksprese ederek
cevredeki komsu hiicreleri etkileyebileceginden tiimor olusumunu tetikleyebilecegi
bildirilmistir [56] [130] [131]. Ancak bu verilerin aksine bazi arastirmacilar tarafindan
terapi modeli olarak gelistirilip kanser hiicrelerinde yaslanmayr tesvik ederek
kemoterapilerin ka¢inilmaz toksisite ve istenmeyen yan etkilerini azaltabilecegi
vurgulanmugtir [56] [132] [133]. Hatta palbociclib uygulamasi sonucunda MCF-7 meme
kanseri hiicrelerinde, AGS mide kanseri hiicrelerinde ve MIA PaCa-2 pankreas kanseri
hiicrelerinde hiicre yaslanmasini tetikleyerek ilgili molekiiler mekanizmalarin kontroli
dahilinde terapdtik stratejilerin gelistirildigi gosterilmistir [134] [135].[136]. Gortldigi
tizere kanser gelisimi sirasinda  yaslanmanin  diizenlenmesi  tam  olarak
aydinlatilamamakla birlikte karmasiklig: tartisma konusudur. Ayrica yaglanma ile iliskili
B-galaktosidazin (SA-gal-gal) pozitif boyamasi disinda yaslanan hiicrelerin molekiiler
ozellikleri genellikle p21 ve/veya pl6 gibi dogal hiicre dongiisii inhibitdrlerinin
ifadesindeki artis ile iliskili olup ayni zamanda epigenetik calismalar dahilinde ifade

edilebilmektedir [137] [138].

Yapilan caligmalar ve bilgiler dogrultusunda abemaciclib ve palbociclib’in MIA PaCa-2
ve Capan-2 hiicrelerindeki AMPK degisimine bagl olarak hiicre sagkalim siirecine etki
mekanizmalar1 immunoblotlama yontemiyle desteklenmeye calisilmistir (Sekil 21-22).
Pankreas kanseri panel hiicre hatlar1 arasindan MIA PaCa-2, sahip oldugu mutasyonlara
baglh olarak metastatik profil gosteren iyi bir pankreas kanseri modeli olabilecegi
distiniilmiis ve Oncelikli olarak doza bagimli iki farkli doz ile abemaciclib ve
palbociclib’in terapotik mekanizmalari irdelenmistir. MIA PaCa-2 hiicrelerinde PTEN

seviyeleri palbociclib i¢in uygulama yapilmayan kontrol hiicrelere gore degismemistir.
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Major degisiklikler degerlendirildiginde palbociclib’in PI3K ve abemaciclib’in AKT
inhibisyonu aracili olarak hiicre sag kalimmma ket vurma potansiyeli oldugu
belirlenmistir. Abemaciclib ve palbociclib uygulamasi sonucunda GSK3f inhibe edici
fosforilasyonun (Ser9) MIA PaCa-2 pankreas kanseri hiicrelerinde azaliyor olmasi
dikkati ¢ekmektedir. Hatta Oonceki yapilan ¢aligmalarda palbociclib’in koloni olusturma
potansiyelleri her ne kadar kontrole kiyasla azalmis olsa da artan dozlarda belli seviyede
kalip diren¢ mekanizmasi olusturma sebebi olarak GSK3B’i inhibe eden Ser9
fosforilasyonunun gerceklesmemesinden kaynakli olabilecigini  diistindiirmektedir.

Ayrica palbociclib uygulanan kolon kanseri ve meme kanseri hiicrelerinde de benzer

durum goézlemlenmistir [139] [103] [140].

Hiicre sagkalim ve oliimii konusunda MIA PaCa-2 hiicrelerinde doza bagimli olarak
abemaciclib ve palbociclib’in terapotik mekanizmalar1 agisindan AMPK fosforilasyonu
arastirilmistir. Palbociclib, MIA PaCa-2 hiicrelerinde ¢ok anlamli olmayan miktarda
AMPK aktivasyonuna (kontrol hiicrelere oranla) neden olmustur. Abemaciclib ise doza
bagimli bir sekilde AMPK aktivitesini diisiik doz uygulamasinda (1 pM) azaltirken,
daha yiikksek dozda (2 uM) uygulama sonucunda AMPK aktivasyonuna (kontrol
hiicrelere oranla) belirgin bir degisiklik gozlenmemistir. Fosforile edilmis mTORC1,
asagi sinyal iletim efektorleri; okaryotik translasyon baslama faktorii supresorii (4EBP1)
ve p70S6 kinaz (S6K) araciligiyla hiicre biliylimesini, hiicre siklusu devamliligin1 ve
hiicre metabolizmasi i¢in gerekli proteinlerin translasyonunu saglamaktadir [141] [142].
Buna bagli olarak MIA PaCa-2 hiicrelerinde p-mTOR aktivitesinde (palbociclib) ve
p70S6K (hem abemaciclib hem palbociclib) aktivitesinde azalma anlamli sonug olarak
degerlendirilmistir. MIA PaCa-2 hiicrelerine uygulanan abemaciclib ve palbociclib igin
basta belirlenen iki farkli doz arasindan 1limli ve orta diizeyli sitotoksik etki gosteren her
iki ilag icin tek doz belirlenmis olup KRAS mutasyonuna sahip diisiik metastatik profil
gosteren Capan-2 hiicre hatti ¢aligmalara dahil edilmistir (Sekil 23-24). MIA PaCa-2
hiicrelerinde p-PTEN Ser380 fosforilasyon ifadesi her iki ila¢ tarafindan arttirilmakta
olup, Capan-2 hiicrelerinde bu etki gozlenmemistir. PTEN, PI3K/AKT/mTOR sinyal
yolagiyla iligkili olup tiimér baskilayici rolii PTEN’in Ser380°de fosforile ediliyor
olmas1 AMPK fosforilasyonu ile ayni eksende bulunan LKB1’in agagi sinyal yolu ile

AKT sinyal kaskadina etki ederek hiicrelerde metabolik karar alma siirecine katildigini
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gostermektedir [143] [144] [145]. Buna baglh olarak palbociclib uygulamasinda her iki
hiicre hattinda AMPK Thr 172 ile korelasyon gosteren p-PDK-1 ifadesinin azalmasi
kritik 6nem tasiken abemaciclib uygulanan her iki hiicre hattinda p-PDK1 ve p-AKT
ifadelerinde azalma anlamli sonu¢ olarak degerlendirilmistir. CDK4/6 inhibitorleri
arasindaki AMPK iligkili sinyal kaskadlarinin diizenlenmesindeki roliiniin daha iyi bir
sekilde anlasilabilmesi icin AMPK asagi sinyal yolaklar1 irdelenmistir. CDK4/6
inhibitorleri uygulanan her iki hiicre hattinda mTOR Ser2448 fosforilasyon ifadesi,
PRASA40 ile etkilesime girerek mTOR aktivasyonunda rol alan Raptor ifadesinin ve buna
bagli olarak p-p70S6K ifadesinin Capan-2 hiicrelerinde anlamli bir sekilde azalmasi
kritik Onem tasirken kanser hiicrelerinde protein sentezi, hiicre sagkalimi ve
proliferasyonu azaltic1 etkisi dikkat ¢ekmektedir. Yapilan calismalarda palbociclib
uygulanan PSN1 ve CFPAC-1 pankreas kanseri hiicrelerinde doza ve zamana bagl
olarak p-AKT ve p-S6K ifadelerinde azalis saptanirken MIA PaCa-2 hiicrelerinde
anlamli bir degisiklik gostermemesi elde edilen sonuglardaki kismi etkisi agisindan
benzerlik gostermektedir [146]. Ayrica doza bagimli abemaciclib ve palbociclib
uygulanan akciger kanseri hiicrelerinde yapilan g¢alismada p-p70S6K ifadesindeki
azalisin hiicre proliferasyonunu baskilayici etkisi lizerinde durulmustur [135] [147].
Abemaciclib ve palbociclib uygulanan hepatoselliiler karsinom (HCC) hiicrelerinde
AMPK aktivasyonunun indiiklenerek CDK4/6 ‘dan bagimsiz bir sekilde timor
olusumlarinin azaldigt in vitro ve in vivo olarak Huh7 ksenograft farelerde
gosterilmistir. Ancak ayni calismada Hep3B karaciger kanseri hiicrelerinde doza bagimli
olarak uygulanan abemaciclib’in 6zellikle 15 puM dozunda AMPK aktivitesini
azaltmasina ragmen timor olusumunu engelledigi gorilmektedir [148]. Hatta
AMPK ’dan bagimsiz bir sekilde gesitli mutasyonlarin (TSC2**/P53” ve TSC27-/P537)
olusturuldugu MEF hiicrelerinde mTORC1’in baskilanabilecegi gosterilmistir [149]. Bu
calismalar elde ettigimiz sonuglara paralellik gostermektedir. Panc-1 ve BxPC-3
pankreas kanseri hiicreleriyle yapilan ¢alismada AMPK aktivitesindeki kaybin kanser
hiicreleri tizerinde Is1 sok faktorii 1 (HSF-1) sinyal yolagma bagli olarak invazif ve
metastatik profil kazanmalarint tetiklemistir. Bu c¢aligmalarin  aksine AMPK
aktivasyonunun anti-tiimorjenik etkilerinin yani sira pro-tiimorjenik etkilerinin oldugunu

savunan c¢alismalarda mevcuttur [120] [150]. Kanserin temel Ozellikleri arasindan
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bilinen enerji metabolizmasiin yeniden diizenlenmesi son derece kritik Onem
tagimaktadir. Bu anlamda enerji metabolizmasinda rol alan kanser hiicrelerindeki AMPK
aktivasyon seviyelerinin aragtirilmasi gerekmektedir. MIA PaCa-2 hiicrelerindeki
AMPK aktivasyonunun Capan-2 hiicrelerine kiyasla daha fazla oldugu bildirilmistir
[119]. Ayn1 calisma da uygulanan AMPK inhibitdr caligmalariyla apoptotik siirecin
hizlandirildig1 dikkati ¢ekmistir. Benzer sekilde yapilan bir bagka calismada KRAS
mutasyonlarindaki  farkliliklar g6z Onilinde bulundurularak pankreas kanseri
hiicrelerindeki AMPK inhibisyonuna bagli olarak aerobik glikolizi azalttig1 ve kismen
malign fenotipi baskiladigi ifade edilmistir [151]. Literatiirde yer alan bu ¢alismalara
bagl olarak kanser hiicrelerindeki AMPK anlatim seviyelerinin belirlenmesi gerektigi,
uygulanan ilaglarin AMPK aktivasyonununa ne sekilde etki ettigi ve diger sinyal
yolaklarina bagl olarak ne sekilde sagkalim 6liim sinyali olusturduklar: terapotik hedef
anlaminda onem arz etmektedir. Birgok arastirmaci tarafindan tartisma konusu olan
kanser hiicrelerindeki AMPK seviyeleri iizerindeki terapotik strateji merak konusu olup
halen daha metabolik siiregteki etki mekanizmasi arastirilmaktadir. Bu bilgiler
dogrultusunda yaptigimiz c¢alismalarin hiicre agligt sonucunda azalan p-mTOR
Ser2448/mTOR oran1 AMPK aktivitesinin artis1 ile palbociclib uygulanan hiicrelerde
korelasyon saglamakta olup, abemaciclib uygulanan hiicrelerde hiicre agliginin mTOR

tizerinde metabolik olarak sensdr mekanizma ile algilandigini géstermektedir.

Ayrica kii¢iik molekiil kinaz inhibitor tedavisine karsi ortaya ¢ikan direncin degisen lipid
metabolizmasinin yeniden diizenlenmesi ve PI3K/AKT/mTOR sinyal kaskad ile iliskili
olarak kanser hiicrelerinin proliferasyonuna ve hayatta kalmasimni destekleyen kritik bir
mekanizma oldugu bilinmektedir [152] [153] [154]. Buna baglh olarak se¢ili dozlarda
abemaciclib ve palbociclib’in MIA PaCa-2 ve Capan-2 hiicrelerinde AMPK’nin alt
molekiiler sinyal yolaklarindan biri olan lipid diizenlenmesi iizerine etkileri irdelenmistir
(Sekil 25-26). Palbociclib, MIA PaCa-2 hiicrelerinde fosforile AMPK (Thr172) ifadesi
cok anlamli olmayan miktarda AMPK aktivasyonuna (kontrol hiicrelere oranla) neden
olurken Capan-2 hiicrelerinde belirgin bir sekilde artis goriilmiistiir. Ancak abemaciclib
uygulanan Capan-2 hiicrelerinde p-AMPK ifadesindeki azalma dikkat g¢ekmistir.
AMPK’nin alt birimlerinden biri olan diizenleyici izoform B1, glikojene baglanmaya

aracilik eden bir karbonhidrat baglayict module sahip olup a ve y alt birimlerinin
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baglanmasinda bir iskele gorevi gorerek fosforile aktif formlart AMPKa ile korelasyon
gostermektedir. Yapilan bir calismada AMPK 1 ifadesindeki artisin lipogenezi
baskilayarak p53 mutant fare modellerinde tiimdr progresyonunu sinirlayici etkisinin
olabilecigi ifade edilmistir [155] [156]. Bununla iliskili olarak palbociclib, MIA PaCa-2
hiicrelerinde fosforile AMPK[P1 (Ser182) aktivasyonuna (kontrol hiicrelere oranla)
neden olmustur. Kanser hiicrelerindeki tigiincii tip yakit kaynagini olusturan ve asetil-
CoA (ACC) iiretimine bagli olarak trikarboksilik asit/ krebs (TCA) dongiisiine katilan
yag asitleri, tiimorgenezi tetikledigi bilinmektedir [66] [154] [157]. ACC fosforilasyonu,
MIA PaCa-2 hiicrelerinde hem abemaciclib hemde palbociclib uygulamasinda benzer
sekilde artis gosterirken Capan-2 hiicrelerinde sadece palbociclib uygulamasinda artis
gostermistir. p-ACC (Ser79) inhibe formundaki ifade artist CDK4/6 inhibitorlerine
cevap mekanizmasi bakimindan ve AMPK ile beraber ¢alisan ACC’nin stres durumunda
tetiklendiginin gostergesi olup. fizyolojik olarak aglik veya ciddi stres kosullarinda artan
AMPK ve ACC fosforilasyonlar: lipid biyosentezinin azalmasinin gostergesidir [158]
[159] [160]. ACLY, sitosolik sitratin asetil CoA ve oksaloasetata doniisiimiinii katalize
ederek de novo lipogenezde rol oynayan anahtar bir enzimdir. ACLY'nin ¢esitli timor
tiplerinde diizenlenmesi, yag asidi sentezini arttirmaktadir. Pankreas kanseri hiicreleriyle
yapilan calismada ACLY ifadesindeki baskilanmanin tiimor olusumunda rol alan
Warburg etkisini azaltacagi yoniinde bilgiler mevcuttur [154] [161] [162]. Bu anlamda
ACLY fosforilasyonu, palbociclib uygulamasinda MIA PaCa-2 hiicrelerinde (kontrol
hiicrelerine kiyasla) azalmasi anlamli olarak degerlendirilmistir Her iki ilag
uygulamasinda Capan-2 hiicrelerindeki ACLY ifadesi degismezken ilging bir sekilde her
iki ila¢ uygulamasinda MIA PaCa-2 hiicrelerinde artisa sebep olmustur. Bununla iliskili
Lipit metabolizmasi ve ayni zamanda adipogenezde rol alan Lipin-1 protein ifadesi MIA
PaCa-2 hiicrelerinde herhangi bir degiskenlik gbzlenmezken, abemacicilib uygulanan
MIA PaCa-2 ve Capan-2 hiicrelerinde yag asidi sentezini Kkatalizleyen FASN
ifadesindeki azalisin lipit metabolizmasimma olan etkisini anlamada belirleyici rol
oynamaktadir. Hatta pankreas kanseri hiicreleriyle yapilan ¢aligmalarda FASN
inhibisyonun apoptotik siireci hizlandirdig: ifade edilmistir [154] [163] [164] [165]. Bu
bilgiler bir sonraki kisimda yer alan hiicre 6limii caligmalarin1 destekler niteliktedir.

MIA PaCa-2 hiicrelerinde adiposit olgunlagmasinda rol alan ve Lipin-1 tarafindan
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module edilen PPARY (peroksizom-proliferator ile aktive edilmis reseptor y) ifadesinde
her iki CDK4/6 inhibitorii tarafindan azalis goriilmiistiir. Pankreas kanseri ve karaciger
kanseri hiicreleriyle yapilan ¢alismalarda PPARY ifadesindeki asir1 ekspresyonun hiicre
proliferasyonunu destekledigi, apoptozu inhibe ettigi ve hiicrelerde lipid birikimine yol
acarak enerji metabolizmasmin yeniden diizenlendigi bildirilmistir [69] [166] [167]
[168]. Bu durumda abemaciclib ve palbociclib uygulanan MIA PaCa-2 hiicrelerindeki
PPARy’daki azalisin anlamli olabilecegini diisiindiirterek yapilan ¢alismalarla paralellik
gostermektedir. Ancak asir1 PPAR-y kaybinin da kanser hiicrelerindeki proliferasyonu
arttirdig@i bilinmektedir. Kemoterapétik ilaglarin PPAR-y ekspresyonunu indiikleyerek
kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserini inhibe ettigi yapilan c¢alismalarda
gosterilmistir. Ayrica CDK4/6 inhibitorleri uygulanan MIA PaCa-2 ve Capan-2
hiicrelerindeki hiicre i¢i lipid profilleri, Oil Red O boyama ve floresans bir prob olan
BODIPY® 493/503 boyama ile lipid damlaciklarindaki degisimlerin gosterilmesi
amaglanmistir (Sekil 27-28). Segili dozlarda CDK4/6 inhibitorleri uygulanan MIA
PaCa-2 ve Capan-2 hiicrelerinde kontrole kiyasla Oil Red O tutulumunun ve lipid
damlaciklarin1 gosteren yesil floresan oraninda azalma palbociclib’e kiyasla abemaciclib
uygulamasinda daha belirgin olmustur. Bu veriler immunoblotlama deneylerini destekler
nitelikte olup ilaglarin lipid damlaciklari tizerinde farkli etkileri oldugunu géstermistir.
Yapilan ¢aligmalarda BODIPY® 493/503 boyama ile belirlenen SK-BR-3 ve MDA-
MB-361 meme kanseri hiicrelerindeki lipid damlaciklarindaki artigin kanserin koti
prognozunu etkiledigini géstermistir. Bir bagka c¢alismada ise Oil Red O ve BODIPY®
493/503 boyama ile pankreas [ hiicrelerindeki fonksiyon bozukluklarinin hiicre
icerisindeki lipid birikiminden kaynakli oldugu bildirilmistir. Ayrica elde edilen MIA
PaCa-2 sonuglariyla benzerlik gosteren PPARY’ nin asir1 ekspresyonuna bagl olarak
lipid damlaciklarinin olusumundaki indiikleyici etkisi Oil Red O ve BODIPY® 493/503
boyama ile gosterilerek yapilan in vivo ¢aligmalarla desteklenmistir.[169] [170] [168].

S6z konusu hiicre canliliginin nasil azaldigi konusuna iligkin mekanizma tarafindan
tetiklenen hiicre canliligindaki azalmanin apoptotik hiicre oliimiinden kaynaklanip
kaynaklanmadigini anlayabilmek i¢in apoptotik belirtecler arastirilmistir. Mitokondriyal
membran potansiyelindeki degisime bagli olarak i¢sel yolak aracili apoptotik siirecte

apoptozun Oncii markirlarindan Bax, Bak’i aktive eder ve Bax ile Bak birlikteligi
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mitokondride por olusumunu saglayarak apoptoz sinyalinin geceklesmesinde rol
oynamaktadir [171] [172]. MIA PaCa-2 hiicrelerinde mitokondriye bagl igsel yolak
tizerinden Bax ve Bak ifadesindeki artisa bagl olarak, efektor kaspazlardan kaspaz 9’un
aktif formu olan kesilmis kaspaz 9 ifadesini arttirdigi tespit edilmistir. Ayrica
kaspazlarin hedefi PARP’in fragmentlerine ayrilmasi son asama olarak apoptozun
gerceklesmesinde kritik dnem tasimaktadir [173] [174] (Sekil 29). Immunoblotlama
caligmalarin1 destekleyici floresan ¢alismalari ele alindiginda segili dozlarda uygulanan
CDK4/6 inhibitorlerinin MIA PaCa-2 ve Capan-2 hiicrelerinde mitokondriyal membran
potansiyelini bozarak apoptotik hiicre Sliimiinii tetikledigi ve hiicre canliligini azalttig
gozlemlenmistir. MIA PaCa-2 ve Capan-2 hiicrelerinde abemaciclib’in palbociclib’e
kiyasla hiicre liimiinii arttirdi1 ve buna bagh olarak DNA fragmentasyonunun daha
fazla oldugu tespit edilmistir (Sekil 30-31). Ayrica abemaciclib uygulanan A549 akciger
kanseri hiicrelerinde otofajinin inhibisyonuna bagli olarak sitoplazmik vakuol
olusumuna neden oldugu goriilmiis ve atipik hiicre Oliimiine neden olabilecegi
bildirilmistir. Meme kanseri hiicreleriyle yapilan bir baska c¢alismada ise 1 puM
uygulanan abemaciclib’in p-Rb hipofosforilasyonuna iliskin apoptotik hiicre oliimiini
tetikledigi ve buna bagli olarak hiicre igerisinde vakuol olusumuna neden oldugu ifade
edilmigtir [175] [176]. Hatta onceki BODIPY® 493/503 boyama c¢alismalarinda
abemaciclib uygulanan MIA PaCa-2 ve Capan-2 hiicrelerinde ayn1 vakuol olusumlari
dikkat c¢ekmistir. Bu sebeple Yapilan ¢alismalar literatiir verileriyle paralellik
gostermekte olup vakuol olusumlarinin altta yatan mekanizmasi ayr1 bir arastirma

konusudur.

Annexin V/PI boyamasinin segili dozlarin 24 saat uygulanmasi sonucunda MIA PaCa-2
hiicrelerinde tetiklenen hiicre 6limii oraninda anlamli bir fark gosterilemediginden
apoptotik hiicre Oliimiinlin gosterilebilmesi zamana bagli olarak secili dozlarda bir
calisma ile MIA PaCa-2 ve Capan-2 hiicrelerinde irdelenmistir (Sekil 32-33). 48 saat
boyunca her iki ila¢ uygulamasi yapilmis olan MIA PaCa-2 ve Capan-2 hiicrelerine
uygulanan abemaciclib’in apoptotik hiicre O6liimii popiilasyonlarina etkisi %20
diizeyinde artis gostermistir. 48 saatlik palbociclib uygulamasini takiben Capan-2
hiicrelerinde kismi apoptotik hiicre Oliimiinde artisa neden olurken MIA PaCa-2

hiicrelerinde hiicre 6liimii oraninda anlamli bir fark goriilememistir. Benzer sekilde
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liposarkom hiicrelerine (IB115 ve IB111) uygulanan 1 ve 2 uM palbociclib’in her ne
kadar hiicre dongiisiinii tutulu kalmasini saglasa da bu doz araliklarinda kismi1 apoptotik
etkinin oldugu hatta 1B114 ve IB136 hiicrelerinde bu etkinin gériilemedigi belirlenmis
olup artan ilag dozlarinda (8 ve 16 uM ) apoptotik Oliimiin tetiklendigi bildirilmistir.
Ayrica Capan-2 hiicreleriyle benzer sonuglar elde edilen meme kanseri hiicreleriyle
yapilan calismada uygulanan 0,5 ve 2 uM abemaciclib dozlarinin ge¢ apoptotik siireci
tetikledigi ifade edilmistir. Bir baska calismada ise abemaciclib ve palbociclib’in
karsilastirmali etkileri ksenograft bobrek karsinom hiicrelerinde ve agresif germinal
merkez kaynakli B hiicreli lenfomalarda ele alinmis olup zamana ve doza baglh olarak
abemaciclib’in hiicre Olimiinii tetikleme konusunda daha etkili oldugu ancak
palbociclib’in kismu etkili oldugu annexin V/PI, kesilmis kaspaz 3 ve PARP kesilimini
arttigin1 gosteren immunoblotlama sonuglari ile desteklenmistir [177] [178] [179] [55].
Bu kapsamda yapilan ¢alismalarin literatiirdeki verilerle uyumlu oldugu goriilmektedir.
Elde edilen bu sonuglar ile birlikte her ne kadar 24 saat secili dozlarda CDK4/6
inhibitorleri uygulamasiyla annexin V/PI boyamasi sonucunda MIA PaCa-2
hiicrelerinde kontrol hiicrelerine kiyasla anlamli bir degisikligin gosterilememesi artan
senesens ve hiicre siklusunda takili kalma siireci nedeni ile hiicre 6liim kararinin daha
gec bir siirecte alindigini, ancak hiicrenin molekiiler markirlarinin degisimi nedeni ile

hiicre 6liimii emiri konusunda aktif oldugunu gosterdigini diisiindiirmektedir.

Sonug olarak elde edilen bulgulara gore, CDK4/6 inhibitorii olan abemaciclib ve
palbociclib’in biyolojik aktiviteleri, hedef profilleri ve farkli genotip &zelliklere sahip
pankreas kanseri hiicrelerinin enerji metabolizmasindaki degisikliklere bagli olarak
hiicre sagkalim inhibisyonu ve hiicre 6liimiinii indiikleme yetenekleri bakimindan farkl
molekiiler hedefleri etkiledikleri goriilmiistiir. Palbociclib uygulanan MIA PaCa-2 ve
Capan-2 hiicrelerindeki AMPK aktivitesine bagli olarak kanser hiicrelerinin enerji
metabolizmasinin yeniden diizenlenmesinde rol alan yag asitleri biyosentezine etki
ederek hiicre ici lipid profillerinde azalmaya neden oldugu buna bagl olarak hiicre
proliferasyonuna ket vurulan metabolik olarak aktif yaslanmis kanser hiicreleri igin
onemli bir veri elde edilmistir. Ancak abemaciclib uygulanan MIA PaCa-2 ve Capan-2

hiicrelerinde mTOR inhibisyonuna bagli olarak enerji metabolizmasinin diizenlendigi
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yag asitleri biyosentezine etki ederek ve lipid profillerinin azalmasina bagli olarak

apoptotik siireci hizlandirdigi sonucuna vartlmistir (Sekil 34).
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Sekil 34 Tez kapsaminda incelenen AMPK’nin etkilesimde oldugu alt ve iist sinyal yolaklari ile
iliskili regiilasyonlarimin abemaciclib ve palbociclib’in MIA PaCa-2 ve Capan-2 pankreas kanseri
hiicrelerindeki etkisinin sematik gosterimi.

Son derece agresif profile sahip pankreas kanseri hiicreleri i¢in umut vaad edici
calismalar olmakla birlikte bir sonraki ¢alisma konusu olarak in vivo fare modellemeleri
ile desteklenmesi hedeflenmektedir. Ayrica klinik uygulamalar Oncesinde pankreas
kanseri farkli hiicre tiplerinde CDK4/6 inhibitorlerinin molekiiler hedeflerinin genis
Olcekli olarak tanimlanmasina yonelik bulgular saglamasi ve bu bulgularin olas1 tedavi
seceneklerinin bagarilarinin arttirilmasina yonelik olarak yeni kombine tedaviler igin

onemli hiicresel hedeflerin ayirt edilmesini saglama potansiyeli tagimaktadir.
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6. EKLER

6.1 Ek A: Calisma Kapsaminda Kullamlan Cihazlar

Tablo 1 Kullanilan Cihazlarin Listesi

Uriin Adx Uriin Kodu Firma Ad1

Akis hiicre sitometrisi AC6531180147 BD Biosciences
Buzdolabi 4263TMB Arcelik

Chemidoc goriintiileme 1708280 Bio-Rad

cihazi

Derin dondurucu 2041D Argelik

Distile su cihazi TANKPEO030 Millipore Direct qg5UV
Dondurucu (-80°C) U725 New Brunswick Scientific
Dry heat sterilizer FN120 Niive

Elektroforez sistemi 1658004 Bio-Rad
Elektroforez transfer 170-4155 Bio-Rad

sistemi

Elisa okuyucu EN 61326 Bio-Rad

Floresan atamagli invert 1X71 Olympus

Gii¢ kaynag1 1645050 Bio-Rad

Hassas tart1 LE6202S Sartorius
Hemositometri 7359629 Sigma Aldrich
Inkiibator 51026280 Thermo Scientific
Inkiibator EN 025 Niive

Invert mikroskop XDS-1B SOIF

Kar-buz makinesi AF80 Scotsman
Manyetik karistirict SB162 Stuart Equipment
Mikropipet (0,5ul-10ul) | EH52836 Thermo Scientific
Mikropipet (2ul-20ul) CJ17240 Thermo Scientific
Mikropipet (20u1-200ul) | EH46925 Thermo Scientific
Mikropipet (200ul- T27274 Thermo Scientific
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1000p1)

Optik mikroskop 701 Ivymen

Otoklav cihazi OT40L Niive

Otoklav cihazi 0TO32 Niive

pH metre N315 SEM/Mettler
Santrifiij cihazi 5417R Eppendorf
Santrifiij cihaz1 5810R Eppendorf
Santrifiij cihazi 22331 Eppendorf

S1v1 azot tanki Arpege 40 Air Liquide

Tiip rotasyon aleti SRTID Stuart Equipment
Vorteks SA8 Stuart Equipment

6.2 Ek B: Hiicre Kiiltiiriinde Kullamlan Materyaller

Table 2 Hiicre Kultiirti Donanimlari

Uriin Ada Uriin Kodu Firma Adi
100 mm petri 93100 TPP

12 kuyucuklu petri 92012 TPP
25cm? hiicre biiyiitme 90026 TPP
kaplar1

6 kuyucuklu petri 92006 TPP

60 mm petri 93060 TPP
75cm? hiicre biiyiitme 90076 TPP
kaplar1

96 kuyucuklu petri 92096 TPP
Enjektor 21G ASTRAJECT
FBS 10500-064 Gibco
Kriyovial tiip V7634 NUNC
MIA PaCa-2 hiicre hati | CRL-1420 ATCC
Capan-2 hiicre hatti HTB-80 ATCC
Penisilin/Streptomisin 15140-122 GIBCO
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RPMI besiyeri 21875 GIBCO

Steril pipetler (10ml) 94010 TPP

Steril pipetler (5ml) 94005 TPP

Siringa filtreleri (0.22 99722 TPP

pm)

Tripsin-EDTA P10-0231 Pan Biotech

6.3 Ek C: Kullamlan Kimyasal Maddeler

Table 3 Kullanilan Kimyasallarin Listesi

Uriin Ada Uriin Kodu Firma Adi
2-merkaptoetanol M7522 Sigma-Aldrich
Akrilamid/Bis-akrilamid A9099 Sigma-Aldrich
%30 Cozelti

Amonyum persiilfat A2941 Applichem
Asetik asit 27225 Sigma-Aldrich
Coomasie mavisi A3480 Applichem
DAPI D1306 Invitrogen
DiOC6 Boya 2129966 Fluka
Disodyum EDTA 2937 Applichem
DMSO D5879 Sigma Aldrich
Etanol A3452 Sigma Aldrich
Glisin 3570 Calbiochem
Hidrojen peroksit K39218400838 Merck
Hidroklorik asit K43804717239 Merck
Izopropanol K44518295321 Merck
Luminol A2185 Applichem
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M-PER™ Mammalian 78501 Thermo Scientific
Protein Extraction

Reagent

Metanol 24229 Sigma-Aldrich
MTT M2128-5G Sigma-Aldrich
PageRuler™ Plus 26619 Thermo Scientific
Prestained Protein Ladder

Propidyum iyodiir P4170 Sigma-Aldrich
Ponceau kirmizisi A1405 Applichem

SDS (Sodyum dedosil A3452 Applichem

stilfat)

S1g1r serum albumin A2153 Sigma-Aldrich
Sodyum kloriir A2941 Applichem
SuperBlock™ T20 37536 Thermo Scientific
Blocking Buffer

TEMED A1148 0100 Applichem
Tris-baz 648310 Calbiochem
Tris-HCI 648317 Calbiochem
Tween 20 S6740684 348 Merck

Yagsiz siit tozu SC-2325 Santa-Cruz Biotechnology

Tablo 4 Kullanilan Antikor Listesi

Uriin Ad1 Uriin Kodu Firma Ad1
ACC 3676 Cell Signaling Technology
ACLY 4332 Cell Signaling Technology
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AKT 9272 Cell Signaling Technology
AMPK 5831 Cell Signaling Technology
Bak 12105 Cell SignalingTechnology
Bax 2772 Cell SignalingTechnology
B-Aktin 4970 Cell Signaling Technology
B-Tubulin 2146 Cell Signaling Technology
CDK4 12790 Cell Signaling Technology
c-Myc 5605 Cell Signaling Technology
FASN 3180 Cell Signaling Technology
GSK3p 9315 Cell Signaling Technology
Kaspaz 9 9502 Cell Signaling Technology
Kesilmis PARP 9541 Cell Signaling
Technology
Lipin-1 5195 Cell Signaling
Technology
mTOR 2983 Cell Signaling
Technology
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p21 2947 Cell Signaling
Technology

p-ACC 11818 Cell Signaling
Technology

p-ACLY 4331 Cell Signaling
Technology

p-AKT 9271 Cell Signaling
Technology

p-AMPK 2535 Cell Signaling
Technology

p-AMPK1 4178 Cell Signaling
Technology

p-GSK3p 9336 Cell Signaling
Technology

PI3K 4292 Cell Signaling
Technology

p-mTOR 5536 Cell Signaling
Technology

PPARYy 2435 Cell Signaling
Technology

p-p70S6K 9208 Cell Signaling
Technology

p-PTEN 9549 Cell Signaling
Technology

p-Rb 8516 Cell Signaling
Technology

PTEN 9188 Cell Signaling
Technology

Raptor 2280 Cell Signaling
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Technology

Siklin D1 3741 Cell Signaling
Technology

6.4 Ek D: Kullanilan Cozeltiler
%9070 Etanol: 100 ml 70 ml saf etanole 30 ml distile su eklenerek hazirlanir.

Hiicre Dondurma Medyas1 Hazirlamis1 (10 ml i¢in): 9 ml Fetal sigir serumu (FBS) ve
1 ml Dimetil siilfoksit (DMSO, (CH3)2S0) ile birlikte hazirlanan medya 0,22 mm'lik
filtre kullanilarak siiziiliir ve -20°C'de muhafaza edilir.

Yagsiz siit tozu (%5): Siit tozu 2,5 g tartilir ve 50 ml ‘ye kadar TBS-T ile tamamlanur.

0,5 M Tris-HCI (pH 6,8): 1000 ml igin 60,55 gr Tris baz1 500 ml distile su igerisinde
¢ozlindiikten sonra 6 N HCI kullanilarak pH’s1 8,8’¢ ayarlanir. Hacim distile su ile 1000
ml’ye tamamlanir.

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8): 1000 ml i¢in 181,65 g Tris bazi 500 ml distile su igerisinde
¢oziindiikten sonra 6 N HCI kullanilarak pH’s1 8,8’e ayarlanir. Hacim distile su ile 1000
ml’ye tamamlanir.

%010 (w/v) APS (amonyum persulfat): 10 ml 1 gr APS 10 ml distile su igerisinde
hazirlanir. -20°C’de saklanmas1 gerekmektedir.

10X Tris Tampon Cozeltisi (TBS) Hazirlamisi: 88 gr NaCl, 24 gr Tris-Baz konulur
pH:7,6 e ayarlandiktan sonra distile su ile 1 L’ye tamamlanir. Hazirlanan 10X TBS
kullanilmak i¢in 1X TBS’ ¢ dontstiiriliir.

10X Fosfat Tampon Cozeltisinin (PBS) Hazirlams1 (pH 7,4) Sodyum Kkloriir (NaCl)
80,0 gr, Potasyum kloriir (KCI) 2,0 gr, Disodyum hidrojen fosfat (Na2HPO4) 14,4 gr ve
Mono potasyum fosfat (KH2PO4) 2,4 gr tartilarak 600 ml kadar distile su ile ¢ozdiiriiliip
pH ol¢iildiikten sonra 1000 ml distile suya tamamlanir.

Hiicre Lizis Tamponunun (CLB) Hazirlamisi (10 ml i¢in): M-PERTM Mammalian
Protein Extraction Reagent 10 ml Roche®, PhosSTOP fosfataz inhibitdr kokteyli 1
tablet Roche®, proteaz inhibitdr kokteyli 1 tablet 15’lik falkonda ¢ozdiiriiliirtip 1,5
ml’lik ependorflara boliistiiriiliir. +4°C'de muhafaza edilir.

5X Laemmli Tamponunun Hazirlamsi (10 ml i¢in): 1,5 M Tris-Cl ¢ozeltisi (pH 6,8)
2,0 ml Bromofenol mavisi (%1 (agirlik/hacim)), 0,5 ml  Gliserol, 5,0 ml B-
merkaptoetanol ve 2,5 ml Sodyum dodesil siilfat (SDS, NaC12H25S04) 2,0 gr ile
hazirlanip 1,5 ml’lik epondorflara béliistiiriilerek -20°C'de muhataza edilir.

TBS-Tween Hazirlamisi: 1X TBS icine 500 pl Tween 20 konularak hazirlanir.
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Yiiriitme Tamponunun Hazirlamsi: 30,3 gr Tris-Baz, 144 gr Glisin ve 1 gr SDS
tartilarak 1000ml distile su i¢inde ¢6ziiniir. Hazirlanan 10X ytiriitme tamponu hazirlanir.

Jel yiirlitmesi sirasinda 1X’ e dontistiirtiliir.

Transfer Tamponunun Hazirlanisi: 100 ml 10X yiiriitme tamponunun {lizerine 200 ml

metanol konularak distile su ile 1000 ml’ e tamamlanir.

Tablo 5 Yiritme Jelinin Hazirlanmasi

Icerik (2 jel icin) Alt Jel (%12°lik) | Alt jel (%15°1lik) | Ust Jel
Distile su 3,4ml 3,075 ml
Tris HCL 2,5ml 2,5mi 1,125 ml

(1,5 M, pH 8,8) (0,5 M, pH 6,3)
%10 SDS 0,1 ml 0,1 ml 0,05 ml
Akrilamid/Bis- 4 ml 5mi 0,67 ml
Akrilamid
Amonyum persiilfat 0,08 mi 0,08 ml 0,05 ml
(APS)
TEMED 0.01 ml 0.01 ml 0.01 ml
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2. Dogum Tarihi: 17.03.1996

3. I:Jnvanl: Yiiksek Lisans Ogrencisi/ Biyolog
4. Ogrenim Durumu:

Lisans Molekule Biyoloji ve i__stanbul Kdltar 2014-2018
Genetik Universitesi,
Tarkiye
Lisans/Yandal Matematik- i_stanbul Kultar 2015-2017
Bilgisayar Universitesi,
Tarkiye
Yuksek Lisans Molekule Biyoloji ve i__stanbul Kdltar 2018-2020
Genetik Universitesi,
Tarkiye
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5. Yonetilen Lisans ve Yiiksek Lisans Tezleri

5.1 Lisans Tezi

“’Celastrol’iin LNCaP, DU145 ve PC3 Prostat Kanseri Hiicre Hatlarinda Otofaji ve
Apoptoz Sinyal Yolaklar1 Uzerinden Terapétik Etkisinin Arastirilmas1® Istanbul Kiiltiir
Universitesi, Tez Danismant: Prof. Dr. Elif Damla ARISAN.

5.2 Yiksek Lisans Tezi

“’Abemaciclib ve Palbociclib’in MIA PaCa-2 ve Capan-2 Pankreas Kanseri
Hiicrelerinde AMPK nin Etkilesimde Oldugu Ust ve Alt Sinyal Yolaklar ile Iliskili
Etkilerinin Arastirilmast’® Istanbul Kiiltiir Universitesi, Tez Danismani: Prof. Dr. Ajda
COKER GURKAN.

6. Ulusal ve Uluslararasi Projeler

1. “Pankreas Kanseri Hiicre Hatlarinda CDK4/6 Inhibitorlerleri Palbociclib ve
Abemaciclib’in AMPK’nin Etkilesimde Oldugunu Ust ve Alt Sinyal Yolaklari
Iliskili Global Protein ve Lipid Profilleri Uzerine Etkilerinin Arastirilmasi®
(TUBITAK 1001 Projesi, Proje no:118Z100, 2018-2021, Bursiyer).

7. Yaymlar

1. Elif Damla Arisan**, Ozge Rencuzogullari®, Mervenur Coban®!, Bortecine
Sevgin®!, Pinar Obakan- Yerllkaya Ajda Coker-Giirkan®, Nargin Palavan-Unsal® <’ The
role of the PISBK/AKT/mTOR signaling axis in the decision of the celastrol-induced cell
death mechanism related to the lipid regulatory pathway in prostate cancer cells”’
Phytochemistry Letters, 2020 Oct. https://doi.org/10.1016/j.phytol.2020.06.007

8. Uluslararas1 Bilimsel Toplantilarda Sunulan ve Bildiri Kitabinda Basilan
Bildiriler

Bortecine Sevgin, Mervenur Coban, Kiibra Sentiirk, Elif Damla Arisan, Ozge
Rencuzogullari, Pelin Ozfiliz, Pmar Obakan-Yerlikaya, Ajda Coker-Gurkan, Nargin
Palavan-Unsal, Celastrol’iin prostat kanseri hiicrelerinde PI3K/Akt sinyal yolag: ile
iligkili olarak epitelyal-mezenkimal hiicre tranzisyonu iizerine etkisi, VI. Kok Hiicre
Sempozyumu Kitabi, Marmara Universitesi, 5-6 Mayis 2017, Istanbul-Tiirkiye. (Poster
sunum: Bortegine Sevgin, Mervenur Coban, Kiibra Sentiirk)

Elif Damla Arisan, Mervenur Coban, Bértecine Sevgin, Esra Nebiler, Sahra Aras, Ozge
Renciizogullari, Pelin Ozfiliz-Kilbas, Pinar Obakan-Yerlikaya, Ajda Coker-Giirkan,
Narcin Palavan-Unsal, Kanser hiicrelerinde FASN hedefli terapotik stratejilerin hiicre
sag kalim ve oliim sinyal yolaklar1 agisindan incelenmesi, Istinye Universitesi 2.
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Molekiiler Kanser Zirvesi, 23-24 Mart 2019, istanbul-Tﬁrkiye. (Sozli Sunum: Elif
Damla Arisan)

Bortecine Sevgin, Merve Nur Coban, Pinar Obakan-Yerlikaya, Ajda Coker-Gurkan,
Narcin Palavan Unsal, Elif Damla Arisan, Increased Senescence and G1 Cell Cycle
Arrest Determines AMPK Mediated Therapeutic Responses in MIA PaCa-2 Pancreatic
Cells against CDK4/6 Inhibitors, Cell Death: Degeneration and Regeneration
Sysposium, Marmara University GEMHAM, 3-4 October 2019, Istanbul-Turkey.
(Poster Sunum: Bortecine Sevgin)

Merve Nur Coban, Bortecine Sevgin, Pmar Obakan-Yerlikaya, Ajda Coker- Gurkan,
Narcin Palavan Unsal, EIlif Damla Arisan, CDK4/6 Inhibitors Modulate
PIBK/AKT/mTOR and AMPK Signaling to Alter Lipid Metabolism in PANC-1
Pancreatic Cell Line, Cell Death: Degeneration and Regeneration Sysposium, Marmara
University GEMHAM, 3-4 October 2019, Istanbul-Turkey. (Poster Sunum: Merve Nur
Coban)

Ebrar Karakaya, Nida Usanmaz, Bortecine Sevgin, Merve Nur Coban, Pimar Obakan
Yerlikaya, Ajda Coker Giirkan, Narcin Palavan Unsal, Elif Damla Arisan, Investigation
of the effect of CDKA4/6 inhibitors on cell survival and AMPK-related signalling
pathway in HEK-293 wt and MEF cell lines, Cell Death: Degeneration and Regeneration
Sysposium, Marmara University GEMHAM, 3-4 October 2019, Istanbul-Turkey.
(Poster Sunum: Ebrar Karakaya, Nida Usanmaz)

9. Calisma ve Arastirma Deneyimleri

2015-2020, Ogrenci asistanligi, Istanbul Kiiltiir Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve
Genetik Boliimii.

01.06.2017-19.06.2017 T.C Saglik Bakanligi Marmara Universitesi Egitim ve Arastirma
Hastanesi Cocuk Sagligi ve Hastaliklari Anabilimdali, Prof. Dr. Tun¢ AKKOC,
Pediatrik Allerji/immiinoloji Bilim Dali, Yaz Staji.

07.08.2017-18.08.2017, Nesiller Genetik Tan1 Merkezi—Sitogenetik, Molekiiler Biyoloji
ve Genetik, Uzm. Dr. Giilay OZGON, Yaz Staj.

10. Etkinlikler

10.1  Yurt Disinda Gercgeklestirilen Etkinlikler

Elif Damla Arisan, Ajda Coker-Giirkan ve Pinar Obakan-Yerlikaya, DAP Genomics
Mind the Milk Project, Sharjah AUS NewVenture Entrepreneurship Competition, 3-6
February 2019, Sharjah, United Arab Emirates. (SozIi ve poster sunumu: B. Sevgin, M.
Coban, R. Giray)
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11. Odiiller ve Burslar

Istanbul Kiiltiir Universitesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik, Béliim Ugiinciiliigii (2014-
2018)

TUBITAK, 1001 Arastirma Projesi, Bursiyer (2018-2021)

Sharjah AUS NewVenture Entrepreneurship Competition, Semi finalist (3-6 February
2019)

Merve Nur Coban*, Bortecine Sevgin, Pmar Obakan-Yerlikaya, Ajda Coker- Gurkan,
Narcin Palavan Unsal, EIlif Damla Arisan, CDK4/6 Inhibitors Modulate
PISBK/AKT/mMTOR and AMPK Signaling to Alter Lipid Metabolism in PANC-1
Pancreatic Cell Line, Cell Death: Degeneration and Regeneration Sysposium, Marmara
University GEMHAM, 3-4 October 2019, Istanbul-Turkey, En lyi Poster Odiilii

12. Aldig Sertifikalar
Matematik-Bilgisayar Yandal Sertifikasi, istanbul Kiiltiir Universitesi, 2015-2017
13. Katildig1 Bilimsel Kongre/Seminer/Sempozyum ve Bilimsel Toplantilar

e “Nanotechnology and Tissue Engineering”, Istanbul Kiiltiir Universitesi, 19-20
Aralik 2014

e “Kok Hiicre Temelli Tedavilerde Giincel Yaklasimlare’’, Istanbul Kiiltiir
Universitesi, 8 Aralik 2015

e “Meslegim ve Kariyerim Semineri”, IEEE Ogrenci Kulubii, 2 Mart 2016

e “XIlIth IUGEN International Molecular Biology and Genetics Students Winter
School’’, Istanbul Universitesi, 4-6 Mart 2016

e “Bilimsel Diisiince ve Etik/Molerite iliskisi”, Istanbul Kiiltiir Universitesi, 10
Mart 2016

e “Tiip Bebek (IVF) Kariyer Giinii”, Istanbul Kiiltiir Universitesi, 2 Mayis 2016

e “|IEEE IKU 1.Bilim ve Kariyer Giinii”, istanbul Kiiltiir Universitesi, 14 Ekim
2016

e “II. K6k Hiicre Temelli Tedavilerde Giincel Yaklasimlar”, Istanbul Kiiltiir
Universitesi, 9 Aralik 2016

e “VI. K&k Hiicre Sempozyumu”, Marmara Universitesi, 5-6 Mayis 2017
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e “Career Lab’19”’, Kog Universitesi (AIChE), 16-17 Mart 2019

e “Cell Death: Degeneration and Regeneration Symposium’’, Marmara
University, 3-4 October 2019
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