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°C: Derece
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ul: Mikrolitre

uM: Mikromolar
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kDa: Kilodalton

L: Litre

M: Molar

ml: Mililitre

mm: Milimetre

nm: Nanometre

pH: Hidrojen derecesi
rpm: Dakikadaki doniis sayisi

sa: Saat
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OZET

Pankreas duktal adenokarsinoma (PDAC), pankreas tiimorlerinin yaklasik % 85'ini
olusturan ve en sik goriilen pankreas kanseri tiiriidiir. Giiniimiizde pankreas kanseri
yiiksek mortalite oranina sahiptir ve sagkalim orani oldukg¢a diisiiktiir. Genetik ve
biyolojik olarak farkli mutasyonlar igermesi nedeniyle kanserin bir¢ok alt tipi farkl
agresiflik diizeyleri ile iliskilendirilmektedir ve agresif dogas1 geregi, kanser mortalite
istatistiklerinde ~ dordiincii swrada yer almaktadir. Hiicre igerisindeki sinyal
mekanizmalarindaki ~ bozulmalar ~ devamli  proliferasyonla  ve  sagkalimla
sonuglanmaktadir. Pankreas kanseri gelisiminde rol oynayan KRAS genindeki mutasyon
hiicre sagkalimi ile iligkili PI3K/AKT/mTOR sinyal yolunu aktive etmektedir. Ayrica
hiicre siklusunda goérev alan CDK2NA’da ki ve timor supresor TP53 deki aktivasyon
kayb1 kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina neden olmaktadir. Hiicre igerisinde enerji sensorii
olarak mevcudiyetini koruyan ve hiicre siklusu ile etkilesimde olan AMPK’nin degisimi
kanser agresivitesinin gelismesinde 6nemli rol oynamaktadir. Hiicre dongiistindeki ve
iliskide bulundugu sinyal yollarindaki bu kararsizlik ve siirekli proliferasyon kanser
tedavisinde CDK inhibitorlerinin terapotik olarak etkinliklerinin gelistirilmesine olanak
saglamaktadir. Meme kanseri tedavisinde kullanilan CDK4/6 inhibitorleri olan
palbociclib ve abemaciclib tek basina veya kombine tedavilerle tercih edilen 6nemli
terapotik ajanlardir. Pek cok kanser tipinde de etkileri arastirilan bu kiigiik molekiilli

inhibitorler bir¢ok sinyal mekanizmasinin regiilasyonunda 6nemlidir.

Bu ¢alismada segili pankreas kanseri hiicre hatlarinda CDK4/6 inhibitdrleri palbociclib ve
abemaciclib uygulamasi sonucu potansiyel terapotik yetkinliklerinin  AMPK’ninde
iliskide oldugu alt ve iist sinyal yollarindaki protein ve lipid profilleri iizerine etkileri
incelenmistir. Metabolik yeniden programlamanin, kanser hiicrelerini farkli ortamlara
daha uyumlu hale getiren kanserlerin 6nemli bir 6zellik olarak karsimiza ¢iktig1 ve bunu
modiile eden AMPK’nin bu siiregte karar mekanizmasinda 6nemli bir role sahip oldugu
sonucuna varilmistir. Lipit sentezinin arttig1 bilinen pankreas kanserinde lipit sentez
stirecinin ~ bastirtlmasinin ~ kanser tedavisi i¢in Onemli bir hedef olabilecegi
diistiniilmektedir. Hiicrelerde enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasi yolu ile
CDKi’lerin pankreas kanserinde AMPK alt ve iist yolaklari ile iligkili olarak bir terapotik

hedef olabilecegi ortaya konmustur.
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ABSTRACT

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is the most common type of pancreatic cancer
that accounts for about 85% of pancreatic tumors. Today, pancreatic cancer has a high
mortality rate and the survival rate is very low. Many subtypes of cancer are associated
with different levels of aggressiveness because they contain genetically and biologically
different mutations, and by their aggressive nature, cancer ranks fourth in mortality
statistics. Disruptions in signal mechanisms within the cell result in continuous
proliferation and survival. Mutation in the KRAS gene, which plays a role in the
development of pancreatic cancer, activates the PI3K / AKT / mTOR signaling pathway
associated with cell survival. In addition, the activation loss in CDK2NA and tumor
suppressor TP53 in the cell cycle causes uncontrolled cell proliferation. The change of
AMPK, which maintains its presence as an energy sensor in the cell and interacts with the
cell cycle, plays an important role in the development of cancer aggression.This instability
and continuous proliferation in the cell cycle and in the signal pathways interacts with
allows the therapeutic efficacy of CDK inhibitors to be improved in cancer treatment.
Palbociclib (PD-0332991) and abemaciclib (LY-2835219), which are CDK4 / 6 inhibitors
used in the treatment of breast cancer, are important therapeutic agents preferred alone or
with combine treatments.Small molecule inhibitors, whose effects are investigated in

many types of cancer, are important in the regulation of many signaling mechanisms.

In this study, the effects of potential therapeutic competencies on the protein and lipid
profiles in the AMPK, which are associated with the application of CDK4 / 6 inhibitors
palbociclib and abemaciclib in selected pancreatic cancer cell lines, were investigated.
Concluded that metabolic reprogramming is an important feature of cancers that make
cancer cells more compatible with different environments and AMPK, which modulates
it, has an important role in the decision-making mechanism in this process. In pancreatic
cancer, which is known to increase lipid synthesis, suppressing the lipid synthesis process
is thought to be an important target for cancer treatment. Reprogramming energy
metabolism in cells, it has been demonstrated that CDKi can be a therapeutic target in

relation to AMPK lower and upper pathways in pancreatic cancer.
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1. GENEL BILGILER

1.1.  Pankreas Kanseri
Pankreas duktal adenokarsinoma (PDAC), pankreas tiimorlerinin yaklagik % 85'ini
olusturan ve en sik goriilen pankreas kanseri tliriidiir. Bat1 iilkelerinde onuncu en yaygin
kanser tiiriidiir, ancak agresif dogasi geregi kanser mortalite istatistiklerinde dordiincii

sirada yer almaktadir [1].

Pankreasin 2 ana hiicre tiirii vardir: Tiim pankreasin %85 ini ekzokrin pankreas, %2 sini
endokrin pankreas olustururken kalan kismini da ekstraselliiler matriks ve damarlar
olusturmaktadir. Ekzokrin hiicreler, pankreastaki hiicrelerin cogunu ve kanallar1 olusturur.
Endokrin hiicreler, pankreastaki hiicrelerin ¢ok daha kiigiik bir yiizdesini olusturur. Bu
hiicreler, adaciklar (Langerhans adaciklari) ve kiiciik kiimeler halinde bulunur. Bu
adaciklar insiilin ve glukagon (kan sekeri seviyelerinin kontroliine yardimet olan) gibi

onemli hormonlar (Pankreatik polipeptit (PP)) iiretir ve bunlar1 dogrudan kana salar [2].

Pankreas kanseri pankreasin hem ekzokrin hem de endokrin hiicrelerinden koken alan

farkli malignant timorlerini kapsar (Sekil 1).
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Sekil 1.Pankreasin endokrin ve ekzokrin yapisi.
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Pankreas duktal adenokarsinomlarin karsinogenezinde, pankreatik intraepitelyal
neoplaziler (PanINs) olarak da adlandirilan neoplastik non-invaziv lezyonlardan, invaziv
karsinomaya gecis goriilmektedir (Sekil 2). Pankreatik kanallarda bulunan PanIN’ler, 5
mm’den kii¢iik, mikroskobik lezyonlardir. 1 cm’den biiylik olan intraduktal papiller

mucus neoplazmadan (IPMN) bu &zelliklerinden dolay1 farklilik gosterirler [3].

PanIN’lerin erken evrelerinde (PanIN-1A, 1B), telomer kisalmasi ve onkogen K-RAS’ta
mutasyonlar gozlenmektedir. Ara evrede (PanIN-2) pl6 timor baskilayici genin
inaktivasyonu ve geg¢ evrede (PanIN-3) ise p53, SMAD4 (DPC4) ve BRCA2 tiimor
baskilayici genlerin inaktivasyonu goriiliir (Sekil 2). Klonal se¢ilim ile kazanilmis tiim bu

ozellikler invaziv duktal adenokarsinoma doniistimiin temelini olusturmaktadir [4].

IPMN'ler, intraduktal papiller biiyiimesi ve kalin mukus sekresyonu ile karakterize olan

neoplazmalardir.

T . - . .
—— MNormal —— —— PanIN-1A — }—— PanIN-16 —] | PaniN-2 i ] PaniN-3 !
4— ERBEZ, > « CDKNZA > + TP53, —»
KRAS SMADS,

BRCA2

Sekil 2.Pankreas Adenokarsinomasinin ilerleyis modeli [5].

Patolojik olarak, IPMN'lerin invaziv karsinomlara kadar uzayabilecek farkli derecelerde

displaziler gosterebildikleri tespit edilmistir.

Epitelyal displazi derecelerine gore, IPMN'ler diisiik dereceli displazi (adenom veya
benign), orta dereceli displazi (sinir) ve yiiksek dereceli displazi (malign) olarak
smiflandirilabilir. Ana kanal IPMN’lerin yaklasik %60°1 yiiksek derece displazi gosterir

ve yaklasik %45°1 invaziv karsinom ile iliskilendirilir [6].



IPMN’lerin yaklasik %50’sinde KRAS onkogenini aktive eden nokta mutasyonlari
goriilitken, KRAS mutasyonu sikliginda displazi derecesine bagli olarak artis
gozlenmektedir[7][8].

BRCA1,BRCA2,PALB2,ATM,CDKN2A, APC, MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 , PRSS1 ve
STK11 gibi genlerdeki mutasyonlarin pankreas kanseri gelisiminde rol oynadig tespit
edilmistir (Sekil 3) [9]. Dort ana gen olan KRAS, TP53, SMAD4 ve CDKN2A da ki kalitsal
genetik mutasyonlardaki degisimin ayrica pankreas kanseri riskinin artmasinda 6nemli

faktor oldugu gosterilmistir [10].
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Sekil 3.Pankreatik duktal adenokarsinomda (PDAC) genomik degisikliklerin diizenlenmesi

1.2. Pankreas Kanserinin Epidemiyolojisi

(TCGA datasindan alinmistir).

Pankreas kanseri; sagkalim oranlari, yas, cinsiyet, kanser tiirii, tan1 aninda evreleme,

timor boyutu, tedavi yontemleri, saglik sistemlerinin farkliliklar1 ve bulunabilirligi gibi

cesitli faktorlerden etkilenir. Yasam tarzi da en belirleyici etkenler arasindadir [11].



Agresif bir malignite olan pankreas kanseri gelismis iilkelerde kanser 6lim nedenleri
arasinda yedinci ve ABD'de en yaygin kanser Oliimleri arasinda ii¢lincii sirada yer
almaktadir [12]. GLOBOCAN istatistiksel verilerine gore pankreas kanseri ile ilgili olarak
2018 y1l1 igerisinde 458.918 yeni vaka tespit edilmis olup bu vakalarda 2018'de 432.242
6liime (kanserin neden oldugu tiim dliimlerin% 4.5'1) neden olan 11. en yaygin kanseri
olarak siralanmistir [13] [14]. Avrupa iilkelerinde yiiksek goriilme siklig1 ile en yiiksek
insidans oranlar1 Orta Avrupa, Kuzey Amerika, Arjantin’de gézlenmekle birlikte en diisiik

insidans oranlari ise Afrika ve Dogu Asya iilkelerinde gézlenmistir [3].

Erkek bireylerde pankreas kanseri riski kadinlardan daha yaygindir ve Orta-Dogu
Avrupa'da ve Japonya'da yiiksektir (Sekil 4). En diisik oranlar Gine ve Malawi'de
kaydedilmistir [14]. Kadinlarda pankreas kanseri insidansinin en yiiksek oldugu bolgeler
Bati Avrupa, Kuzey Amerika ve Kuzey Avrupa ve Avustralya / Yeni Zelanda'dir.
Kadinlarda pankreas kanseri riski en diisiik olan bolgeler Dogu Afrika ve Gilineydogu
Asya'dir [14]. Kadin ve erkek bireylerde sigara i¢me prevalansindaki zamansal
egilimlerin pankreas kanseri mortalitesi ile iligkili oldugu gosterilmistir. Gelismis
ilkelerde, ozellikle erkeklerde sigara igmenin azalmasi, pankreas kanserinde mortalite
egilimlerindeki azalmaya katkida bulundugu yaygin olarak kabul edilmektedir [15] [16] .
Tiirkiye’de 2013 verilerine gore yillik insidans erkeklerde ve kadinlarda farklililik
gostermekle birlikte tan1 aninda hastalarda %52 oraninda yayilmis hastaligin gézlendigi,
%26 oraninda ki hasta popiilasyonunda ise bolgesel yayilimin oldugu yapilan arastirmalar
sonucu tespit edilmistir. Hastalarin %15-20’sinde tiimoriin cerrahi olarak ¢ikarilabilir

asamada oldugu tespit edilmistir [17].

Bu veriler dogrultusunda pankreas kanserinin bir yillik genel sag kalim oraninin %26
oldugu, bes yillik sagkalim oraninin ise %6 oldugu tespit edilmistir. Hastalarin %70’inin

siklikla 55-84 yas araliginda oldugu gézlenmektedir [17].



2018'de tahmini yas standardize mortalite oranlar: (Diinya)

<10 Duta yok

Sekil 4.Diinya capinda pankreas kanseri i¢in tahmini yas standardi insidans oranlarim

gostermektedir (yeniden diizenlenmistir) [18].

1.3. Pankreas Kanseri Risk Faktorleri
Pankreas kanseri i¢in ¢esitli risk faktorleri tanimlanmistir. Degistirebilir faktorler ve

degistirilemez faktorler olarak ikiye ayrilabilmektedir [19].

Degistirilebilir risk faktorleri arasinda sigara icme, alkol, obezite, diyet faktorleri ve toksik
maddelere maruz kalma yer almaktadir.

e Sigara iciciligi en 6nemli risk faktorleri arasinda gelmektedir. Milyonlarca insan
diinya ¢apinda tiitiin igmekte ve diinyada pankreas kanseri i¢in en 6nemli gevresel
faktorii olarak temsil edilmektedir. Sigara igme miktar1 ve siiresiyle dogru orantil
olarak artmaktadir [16]. Sigara igen gruplar igmeyenlere gore 2 kat daha risk
altinda bulundugu istatistiksel verilerce tespit edilmistir [20]. 2012 yilinda,
Avrupa Kansere Yonelik Olas1 Arastirma (EPIC) ¢alismasinda ki verilere gore
giinde i¢ilen her bes sigara icin pankreas kanseri riskinin arttigini ve pasif sigara

iciminin pankreas kanseri riskini % 50 oraninda artirabildigini gostermistir [21].



Alkol tiiketimi ile ilgili yapilan c¢aligmalar sonucunda agir alkol tliketiminin
mevcut sigara igenler arasinda pankreas kanseri riskinde anlamli bir artis ile iliskili

oldugu bulunmustur [22].

Obezite, pankreas kanseri dahil olmak iizere gesitli kanser tiirleri i¢in artmis risk
ile iliskili olmakla birlikte baz1 ¢alismalar obezitenin pankreas kanseri insidansini
ve mortalitesini artirdigina yoneliktir [23]. Ayrica hareketsizlik yag birikimine ve
asir1 kiloya katkida bulunabildigi i¢in pankreas kanseri riskinin artmasiyla

iliskilendirilmistir.

Besin tiiketiminde oOzellikle kirmizi etlerde siklikla bulunan nitrit veya N-nitrozo

bilesiklerindeki kanserojenlerin pankreas kanseri riskini arttirmayla iliskilendirilmesi

miimkiin olmaktadir [24]. Insan pankreasinda biriktigi bilinen ve bir metal olan,

karsinogenezin farkli asamalarinda etki gosterdigi bilinen, DNA onarimini inhibe eden ve

genomik instabiliteye neden olan kadminyumun pankreas kanseri riskini ve mortalitesini

arttirdi@1 da istatistiksel verilerce desteklenmistir [25] [26].

Degistirilemeyen risk faktorleri arasinda ise cinsiyet, yas, etnik koken, diyabetes mellitus,

ailede pankreas kanseri Oykiisli, genetik faktorler, kronik enfeksiyonlar ve kronik

pankreatit bulunmaktadir.

Cinsiyet ayrimina bakildiginda pankreas kanserinin erkeklerde kadinlardan daha
yaygin oldugu tespit edilmistir [14]. Pankreas kanseri, erkeklerde daha g¢ok
cevresel veya mesleki risk faktorlerinin yani sira agir sigara igme aligkanligi ve
erkeklerde yiiksek alkol alimi gibi yasam tarzlar1 nedeniyle daha fazla goriilmekle
birlikte erkeklerde ve kadinlarda kanser insidansini ve mortalitesini etkileyen

heniiz kesfedilmemis genetik faktorlerin olmasi da miimkiindiir.

Yas

Pankreas kanserinin agirlikli olarak daha yaslh bir popiilasyonu etkiledigi, hastalarin

¢ogunun 50 yasin {izerinde oldugunu bilinmektedir. Risk yasla birlikte artar ve en

yiiksek goriildiigii yas grubu 60 ila 80 yas arasinda gercgeklesir [27].



e Etknik koken

Yapilan ¢alismalar arasinda irklar arasinda pankreas kanseri insidansinda 6nemli bir
faktor ve farkliliklar olabilecegini ortaya c¢ikarmaktadir. Afrikali-Amerikalilar i¢in
pankreas kanseri insidans oranlar1 Kafkas irkinda daha yiiksek iken, Asyali-
Amerikalilar ve Pasifik Adalarinda goriilme siklig1 en diisiiktiir. Genel olarak pankreas
kanseri riski, siyah insanlarda diger irk gruplarindan daha fazladir ve irklar arasinda
pankreas kanseri insidansindaki farkliliklar diyet, alkol, sigara ve D vitamini

yetersizligi gibi degistirilebilir risk faktorlerine baglanabilmektedir [28].

e Diyabetes mellitus, 6zellikle Asya toplumunda ve hispanik erkeklerde beyaz irk
ve siyah 1rk ile karsilastirildiginda pankreas kanseri gelisme riskinde 2 kat artis ile
sonuglanmaktadir [29] [30]. Pankreas kanseri riski diyabet siiresi ile azalir ancak
diyabet tanis1 konduktan sonra uzun yillar boyunca pankreas kanseri riskinin

devam ettigi belirtilmektedir [31].

e Aile oykiisii, pankreas kanseri gelisiminde diger faktorlerden biridir. Pankreas
kanseri olan bireylerin yaklagik % 5-10'unun ailede pankreas kanseri Oykiisii
oldugu bildirilmistir [32]. Pankreas kanseri olan ailelerin yapilan analizler sonucu,
ailesel pankreas kanseri olan bireylerin birinci derece akrabalarinin genel
poplilasyona gore dokuz kat daha fazla pankreas kanseri riskine sahip oldugunu

gostermektedir [33] [34].
e Genetik faktorler ve mutasyonlar

Pankreas kanseri riskinin artmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Pankreas kanseri
vakalarmin yaklasik %10'unda genetik varyasyonlar veya hastaligin gelisimindeki

degisiklikler gibi baz1 genetik yatkinliklar bulunmaktadir [35] [36].
e Pankreatit

Akut veya kronik olabilen ve pankreas hasarini indiikleyen pankreasin iltihaplanmasi
sonucu gozlenmektedir. Akut pankreatit pankreasin tamamen yok edilmesiyle
sonuglanan siddetli, tiikenmeyen agrilarin malabsorpsiyonu ile sonuglanan ilerleyici,

yikici bir inflamatuar siireci indiikleyerek kronik pankreatite yol agabilmektedir [37].



1.4. Pankreas Kanserinde Rol Oynayan Molekiiler Mekanizmalar

1.4.1. KRAS Mutasyonu

Hiicre biiyiimesinde hiicre boliinme aktivitesi agisindan oldukga 6nemli bir yeri olan RAS
proteini, membrandan baslayan biiyiime faktorii sinyalinin bir¢ok kilit sinyal yollarindan
biridir. KRAS, Ras proto-onkogen ailesinin bir pargasi olmakla birlikte NRAS ve HRAS
proteinleri de ailenin {iyesi olarak bilinmektedir. KRAS proteinleri ikili molekiiler
anahtarlar seklinde isleve sahiptir (Sekil 5). RAS proteini, Guanozin trifosfata (GTP)
baglandiginda, ¢ogalma, farklilagsma, apoptoz ve hiicre gogii gibi aktiviteleri diizenleyen
molekiiller ile birlikte etkilesime girmektedir. Aktive formunu kazanmakla birlikte GTPaz
aktive eden proteinler (GAPlar) GTP’nin GDP’ye hidrolizini katalize eder ve sinyali
sonlandirir [38].

Molekiiler profilleme ¢alismalart sonucunda KRAS mutasyonunun tiimor baskilayici gen
olan sikline bagiml kinaz inhibitérii 2A'nin (CDKN2A) (veya INK4A / ARF) pankreas

kanserinde inaktive oldugu gosterilmistir [39].
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Sekil 5.Mutant K-Ras GTP-GDP hidrolizinin normal hiicre ve PDAC hiicrelerinde gosterilmesi
[39].

KRAS, TP53, MYC (miyelositomatoz onkogen hiicresel homolog) ve LKB1 (karaciger
kinaz B1) de meydana gelen mutasyonlar sadece artan PDAC proliferasyonunda degil,

glikoz metabolizmasinin degistirilmesinde de rol oynamaktadir [40].



1.4.2. TP53 ve PTEN

Transkripsiyon faktorii ve bir timor baskilayici gen olan TP53 geni ¢esitli sinyal
yollarinin ana diizenleyicisi olarak gérev almaktadir [41]. Boliinme sirasinda hasarli DNA
molekiillerini tantyarak hiicre boliinmesini G1’den S fazina gegiste durdurarak, DNA

hasarinin tamirini saglamak icin bekletir [42].

Tiimor baskilayici p53, genomik stabiliteyi siirdiirme de ve tiimdriin 6nlenmesinde 6nemli
bir rol oynar ve hiicre dongiisiinii durdurma, DNA onarimi, yaglanma ve apoptozu
indiikleme yetenegindedir [41] [43]. Hiicresel stres olmadigi durumlarda diisiik diizeyde
p53, reaktif oksijen tiirleri (ROS) diizeylerini ve meydana gelen DNA hasarini azaltan
anti-oksidan aktiviteyi uyarmaktadir [44] . TP53 geni, insan kanserlerinin %50'sinden
fazlasinda mutasyona ugramakta ve p53 fonksiyonunu etkileyen diger genlerdeki

mutasyonlar, normal p53 genini koruyan bir¢ok tiimérde goriilmemektedir [45].

Mutasyona ugramis p53’tin PDAC'de invazyon ve metastazi tesvik ettigi molekiiler
temelli sistematik ¢alismalarda agiklanmis olmakla birlikte hem murin modelinde hem de
insan PDAC hiicrelerinde Kkontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina neden olarak invazyon ve

metastaz lizerindeki etkilerini arttirdig1 tespit edilmistir [46].

PI3K/ Akt sagkalim yolunun negatif bir regiilatorii olan ve pankreas kanserinde delesyona
ugramis bir bagka tiimor baskilayic1 gen olan fostofaz ve tensin homolog geni olarak
isimlendirilen PTEN, tirozin fosfataz aktivitesi iistlenen bir proteini kodlar [47]. PTEN,
lipit sinyalleme ara maddelerini defosforile ederek PI3K’e bagl sinyallemeyi devredisi
birakarak tiimor baskilayici gérevini gergeklestirir [43]. Pankreas kanseri gelisimi ve
ilerlemesi sirasinda tlimor baskilayict SMADA4 ile sinerjik olarak isbirligi yaptig bilinen
PTEN'in pankreatik tiimoér olusumunda baslica tiimér baskilayicilardan biri oldugu
gosterilmistir. Pankreas kanserinde PTEN'de ki fonksiyonel kayip 6nemli bir siklikta
saptanmamis olsa da 6rneklerin % 70'inde immiinohistokimyasal analizleri sonucu diistik

PTEN ekspresyonu bildirilmistir [48].



1.4.3. Hiicre Dongiisii

Kanser anormal hiicre ¢ogalmasi ile karakterize edilmektedir. Hiicre ¢ogalmasi hiicrenin
iireyerek iki yavru hiicre olusturmasini igerir. Hiicre proliferasyonu hiicre siklusu iginde
yer alan bazi kontrol noktalari (“check-points”) tarafindan diizenli olarak kontrol edilir.

Hiicre boliinmesi, DNA replikasyonu ve replike olmus kromozomlarin iki ayr1 hiicreye
ayrilmasi ile birbirini izleyen iki siirecten olugsmaktadir. Aslinda hiicre bdéliinmesi mitoz
boliinme siireci ve interfaz olarak iki asamaya boliinmektedir. Mitoz evresi profaz,
metafaz, anafaz ve telofaz asamalarini igerirken; interfaz evesi de G1, S ve G2 fazlarindan
olusmaktadir. Hiicrenin genetik materyali S fazinda (DNA sentezi) replike olur. M fazi

hiicrenin iki yavru hiicreyi meydana getirdigi fazdir, mitoz ve sitokinez evrelerini igerir.

1.4.4. Siklinler ve Sikline Bagimh Kinazlar (CDKlar)

Hiicrelerin, hiicre devrinin farkli fazlarindan gegisi “siklinler” adi verilen proteinler
tarafindan diizenlenmektedir. Siklinler, sikline bagimli kinazlar (CDK’ler) ile islev
yapmaktadir. Siklin proteinin konsantrasyonu genindeki transkripsiyona bagimlidir.
Siklinler ile CDK’lerin eslemesi spesifiktir ve siklinler kendi CDK’lerinin regiile edici alt
tiniteleridir. Siklinin, CDK’ye baglanmasiyla birlikte siklin-CDK kompleksinde CDK’nin

katalitik alt tinitesinde konformasyonel degisikligi indiikler ve aktif yer ortaya ¢ikar.

Hiicre dongiisii esnasinda CDK’lerin konsantrasyonlarinda degisim olmaz. CDK protein
seviyesi hiicre dongiisii boyunca sabit kalirken, siklinlerin seviyeleri artip azalarak
CDK’lar1 periyodik olarak aktive eder. Farkli siklinler, hiicre dongiisiiniin farkli fazlarinda
gorev alirlar (Sekil 6). Simdiye kadar dokuz CDK tanimlanmis olup bunlardan bes tanesi
hiicre dongiisii boyunca aktiftir. Ornegin; G1 fazinda CDK4, CDK6 ve CDK2; S fazinda
CDK2, M fazinda ise CDK1 aktive olmaktadir. CDK aktive oldugunda bazi asagi akis
proteinleri fosforile etmektedir. CDK?7, siklin H ile birlikte CDK aktive edici kinaz olarak
davranir [49].
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Sekil 6.Hiicre dongiisii ilerlemesinde sikline bagh kinazlar (CDK'ler) ve bunlarin diizenleyici

partner proteinleri, siklinler ve CDK inhibitorleri [50].

Insan tiimorlerinde hiicre devri regiilatorlerini kodlayan genler cogu kez mutasyona
ugramaktadir ve bu da hiicre devrinin hatali regiilasyonunun kansere sebep olabilecegini
gostermektedir. Kanserde bulunan mutasyonlar, siklinlerin ¢oklu ekspresyonunu ve CDK
genlerinin amplifikasyonlarmi igerir. Ornegin CDK4/6 da bulunan mutasyon pankreas
kanseri gelisimine sebep olmaktadir. G1 kontrol noktasindan gecisin kontroliinii saglayan

siklin D-CDK kompleksinin anahtar proteini Retinoblastoma proteini (Rb) dir [50].

Rb, G1-S faz1 geg¢isi sirasinda molekiiler bag olarak islev yapmaktadir. Rb spesifik DNA
dizisine baglanmaz, onun yerine S fazi i¢in gerekli olan genlerin ekspresyonu i¢in 6nemli
olan E2F transkripsiyon faktorii ailesinin aktivitesini regiile eder [50]. CDK’lerin
aktiviteleri fosforilasyon/defosforilasyon yoluyla da diizenlenebilmektedir. Dogal CDK
inhibitorleri (pl15, p18, pl9, p21 ve p27) siklinler araciligiyla ya da siklin-CDK
komplekslerine baglanarak CDK’lerin aktivitelerini inhibe etmektedir.
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1.4.5. Sikline Bagimh Kinaz Inhibitorleri (CDKi)

Kanser; apoptoz (programlanmis hiicre 6liimii), hiicre dongiisii kontrolii kayb1 ve biiylime
sinyallerinin asir1 ifadesi ile sonuglanan kontrolsiiz bir biiyiimedir. Insan genomunda 20
farkl sikline bagimli kinaz (CDK) ailesi iiyesi vardir. CDK'ler hiicre dongiisii gegislerini
ve transkripsiyon dahil diger 6nemli hiicresel fonksiyonlar1 kontrol eder. Normal
dokularda hiicre siklusu ilerlemesini siklinler; sikline bagimli kinazlar1 (CDK) ve
diizenleyici proteinleri, bir fazdan digerine hiicre ilerlemesini diizenleyen kompleksleri
aktive eder. Kontrolsiiz CDK aktivitesi genomik kararsizligina sebep olmaktadir. Bu
ylizden CDK'ler hiicre dongiisliniin ana regiilatorii olarak islev gormektedir. Hiicre
siklusunun kontrolii sirasinda dogal CDKi ‘leri etkiyi tersine dondiirme noktasinda kritik
rol oynamaktadir. Siklin-CDK aktivitesini regiile eden iki Onemli inhibitor ailesi
mevcuttur; p16'™<4 ve p21 (Cip/Kip) aileleri. INK proteinleri CDK4/6° ya baglaranak
siklin D’ ye baglanmay1 engeller ve p-RB proteininin fosforilasyonu engellerek G1-S fazi
gegisinin durdurulmasindan sorumludur. p21 ailesi iiyeleri p21¢P* (CDKN1A), p21kiP?,
p21XP2 hem siklinlerle hemde onlarla iliskide bulunan CDK ’lerle birlikte 6zellikle CDK2

ve siklin E ve ATP baglanan yeri bloke eder bdylece kinaz aktivitesini engeller.

Bu inhibitorlerin ubiquitin aracili yikimi inhibitorlerin hiicre dongiisii sirasinda gerekli
zamanlarda mevcut olmasini saglar. Serin/treonin kinaz olan CDK ve siklin aktivitesinin
hiicre dongiisiinde diizensizligi genellikle kanserin 6nemli bir 6zelligi olan hiicrelerin
simirsiz ¢ogalmast ile iliskilendirilmektedir ve CDK’lerin kanserlerde over eksprese
olmast durumu anti-kanser ajanlar olarak CDK inhibitorlerinin gelistirilmesinde 6nemli

rol oynamaktadir [51] [52].

1.4.6. CDK4/6 Inhibitorii Olan Palbociclib ve Abemaciclib’in Kanser Uzerine
Etkisi

Hiicre dongiisii ilerlemesinde G1’den S fazina gecis sirasinda sikline bagimli kinazlarin
(CDK) ve D-tipi Siklinlerin (CCND) anahtar rolii 20 yildan uzun bir siire Once
kesfedilmistir. CDKi, hiicre dongiisiindeki kontrolsiiz hiicre cogalmasini engellemede ve

tiimdr baskilanmasindaki islevlerinden dolay1 kanser gelisiminde hedef olmaktadir.
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Hiicre siklusu baskilanarak hiicre icerisinde degisen sinyalizasyon mekanizmasini
anlayabilmek i¢inde kritik rol oynamaktadir. Bilinen ve tedavide en yaygin kullanilmakta
olan sikline bagimli kinaz (CDK) 4/6 inhibitorleri abemaciclib, palbociclib ve
ribociclibdir (Sekil 7). Hiicre dongiisii ilerlemesini durdurmaya yonelik olan bu ilaglar
hiicre yaslanmasini indiikler ve sitotoksik T hiicreleri aracili bir etki ile kanser hiicresi
bozulmasin tesvik edebilmektedir. Etki mekanizmalari, p-Rb aktivitesinde bir artis ile
CCND-CDK4 / 6 komplekslerinin 6énemli 6l¢iide inaktivasyonuna yol agan CDK 4 ve 6
ATP cebine baglanmaya dayanir. Bu yol araciligiyla G1 faz1 durmaktadir. Hiicre donglisti
ilerlemesine miidahale, tiimor hiicrelerinde artan apoptoza neden olur [53]. Palbociclib ve

ribociclib kimyasal yapida benzerken, abemaciclib diger iki CDK4 / 6i'den farkli ve daha
yiiksek bir CDK4 / 6 baglama giiciine sahiptir [54] [55] [ 56].

Daha spesifik olarak abemaciclib, kompleks CDK4 / siklin D1 igin diger iki bilesige
kiyasla daha yiiksek secicilik gostermektedir ve CDK4'e karsi CDK6'ya gore 14 kat daha
giiclii oldugu tespit edilmistir.

Palbociclib (PD 0332991; Pfizer, Inc) ve abemaciclib (LY2835219; Eli Lilly and
Company) su anda ileri metastatik hormon reseptorii pozitif (HR, +)/ HER2-negatif meme

kanseri tedavisi i¢in onay almis CDK4/6 inhibitorleridir [57].

Palbociclib (PD 0332991) oral olarak alinabilen bir CDK4/6 inhibitoriidiir. CDK4 ve
CDKG® siklin-D1 aktivitesini kuvvetli bir sekilde inhibe etmektedir. Palbociclib’in, Rb
pozitif hiicreler iizerinde proliferasyona karsi etki gosterdigi ve bir dizi kanser hiicre
hattinda secici olarak G1 tutulmasia yol agtif1 tespit edilmistir. Ilag, siklin D1'in artan
ekspresyonu veya pl6 kaybi ile indiiklenen yiiksek derecede aktif hiicrelerde giiclii
aktivite gostermekle birlikte, Rb kaybi ilag direncine neden olmaktadir. Genel olarak, Rb
pozitifligi palbociclib etkinliginin 6nemli bir biyobelirtegidir. Palbociclib'in neden oldugu
CDK4 ve CDK6'nin inhibisyonu, Ser780 / Ser795'te Rb fosforilasyonunun tamamen
bastirilmasina yol agmaktadir [50]. Ayrica, radyasyon tedavisi ve palbociclib
kombinasyonu, ayr1 ayr1 uygulamalara gore her iki tedaviye kiyasla potansiyel tedaviye

olumlu etki saglamistir.
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Palbociclib, HER2-amplifiye hiicre hatlarinda trastuzumab, ER-pozitif hiicre hatlarinda
tamoksifen ve pankreatik adenokarsinom hiicre hatlarinda bir SMAD inhibitori gibi

molekiiler hedefli tedavilerle umut verici sinerjistik etkiler gostermistir [58].

Abemaciclib (LY2835219), klinik olarak kullanilan ve oral olarak temin edilebilen bir
baska CDK4 / 6 inhibitoriidiir. Nanomolar konsantrasyonlarda CDK4 / 6 inhibisyonu
saglar. Klinik dncesi veriler, Rb yetkin hiicrelerde G1 tutulmasina neden oldugunu ve hem
timor hem de diger kemoterapilerle kombinasyon halinde insan tiimoér ksenograft
modellerinde antitimor aktivitesi ile sonuglandigini gdstermektedir. Ayrica, ilag kan-

beyin bariyerini gegebildigi i¢in intrakraniyal timoérlerin bliylimesini inhibe eder.

Abemaciclib, sitotoksik ilaglarin etkisini azaltarak kombine tedavilerde kullanim igin
uygun bir model olusturmaktadir. Bilesik, CDK4 ve CDK6'nin ATP baglanma bdlgesine
rekabetgi bir inhibitorii olarak baglanir ve CDK4'e karsi CDK6'ya gore 14 kat daha
spesifik baglanma etkinligi gosterdigi tespit edilmistir. Hiicre dongiistindeki mekanistik
aktivitenin yani sira, abemaciclib'in tiimdr antijen sunumunu kuvvetlendirerek ve ayni
zamanda diizenleyici T (Treg) hiicrelerinin proliferasyonunu segici olarak baskilayarak

anti-timor bagisikligini artirabildigini gostermektedir [59].
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Sekil 7.CDK4/6 inhibitorlerinin molekiiler mekanizmasi (yeniden diizenlenmistir) [60].
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1.4.7. Hiicresel Yaslanma
Hiicresel yaslanma (senesens), farkli metabolik aktivite ve hiicre morfolojisindeki
degisikliklerle birlikte yaglanan primer hiicrelerde telomer hasari tarafindan tetiklenen G1
fazinda (G1 ¢ikist) geri donisiimsiiz olarak hiicre dongiisii durmasi olarak
tanimlanmaktadir [61] [62]. DNA hasar1 sonrasinda hiicreler, hiicre dongiisii ilerlemesini
engellemek ve DNA onarmmini baslatmak i¢in bir sinyal kaskadimi aktive etmektedir.
DNA hasar yanitinin (DDR) ilk adimlarina ATM ve ATR'nin p53 ve p21 dahil olmak
tizere bir¢ok faktoriin aktivasyonuna yol agan eylemleri aracilik etmektedir. Bu faktorler
birlikte, Cyclin-CDK kompleksleri olarak hiicre dongiisii aktivitelerini inhibe ederek

hiicre dongtisii ilerlemesini durdurur [63].
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Sekil 8.Hiicresel yaslanmanin molekiiler mekanizmasi (yeniden diizenlenmistir) [63].
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Siklin E1-Cdk2 kompleksleri DNA replikasyonu baslangicini, bir takim replikasyon

proteinlerini dogrudan fosforile ederek kontrol eder.

DNA hasarina maruz kalan ¢ogalan hiicrelerde telomer hasar1 veya aktif onkogenler
tarafindan tetiklenen ATM / p53 / p21 yolu, yaslanma ile iligkili G1 tutuklanmasinda
merkezi bir rol oynar (Sekil 9) [63] [64]. Yapilan ¢caligmalar sonucu siklin D1 aktivasyonu
gosteren ve yaslanan fibroblastlarin 6nemli bir kisminin tetraploid yapidaki hiicrelerin G1
fazinda tutulu kalmadigi, bu fazda tutuklu kalmamanin aksine G2/M’ de hiicre dongiistinii

durdugunu bildirmektedir.

Gl fazinda tutulu kalmamanin ve G2 fazinda tutulu kalma mekanizmasinin p21’in
aktivasyonu ile birlikte gergeklestigi ve bu durumda hiicrelerde siklin D1 ve E1 birikimi
gozlendigi tespit edilmistir. Hasara ugramis olan telomerlerin 6zellikle G2 noktasinda
DNA hasar1 mekanizmasini aktive ettigi ve p53/p21 bagimli hiicre dongiisii durmasina

neden oldugu gézlenmistir. [65] [66] [67].

Yaslanan hiicrenin yasayabildigi fakat DNA sentezlemeyi durdurdugu bilinmektedir. Bu
durumda [3H] -timidin  veya  5-bromo-2'-deoksiiiridin  (BrdU)  bilesimi
gosterememektedir. Bu hiicreler karakteristik morfolojik degisiklikler elde etmekle
birlikte sitoplazmik vakuolleri fazla olan farkli gen ekspresyon profili ile tanimlanabilir.
Ayrica yaslanan hiicrelerin tespiti i¢in en yaygin biyobelirtecin hiicre icerisindeki
lizozomal aktivite oldugu bilinmektedir. Asidik pH de, (pH 5.5-6.0) hiicresel yaslanma ile
iliskili B-galaktosidazin (SA-B-gal) artan aktivitesi ile karakterize bir biyokimyasal analiz

yoluyla tanimlanabilmektedir [68].

1.4.8. Pankreas Kanserinin Tani ve Tedavi Yontemleri

Pankreas kanseri tanis1 oldukc¢a zor olan kanser tiirli arasindadir. Hastalikla ilgili spesifik
olmayan semptomlar ve daha bircok faktdr sebebiyle Ozellikle hastaligin ilerleyen
evrelerinde tani ve tedavi zorlugu ortaya ¢ikmaktadir. Tan1 ve tedavi i¢in cerrahi
yontemlerle ¢esitli tiimor belirtegleri ile gortintiileme teknikleri kullanilmaktadir [69].
Tarama i¢in gelismis manyetik rezonans goriintileme (MRI) ve manyetik rezonans
kolanjiyopankretografinin (MRCP), endoskopik ultrason (EUS) bulgulariyla en iyi taniy1
ortaya koydugu saptanmustir.
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BT ve MR+MRCP oncelikle tercih edilir. ERCP tanida esas olarak kabul edilse de
giiniimiizde MRCP non-invaziv olmasi sebebiyle tercih edilmektedir [70]. Bununla
birlikte endoskopik ultrason, bilgisayarli tomografi (BT) ve MRI ile karsilastirildiginda 2
cm’den kiiciik pankreatik lezyonlar1 tanimlamak i¢in daha yiiksek bir duyarliliga sahiptir.
Endoskopik ultrason ayrica pankreas lezyonlarint daha da karakterize edilmesine

yardime1 olmak i¢in ince igne aspirasyonu ile kombine edilebilir [71] [72] .

Tani i¢in baska bir dnemli yontem pozitron emisyon tomogrofisi (PET) dir ve daha ¢ok
metastatik lezyonlarin varligini tespit etmek icin kullanilir. Hastaya az miktarda
radyoniiklid madde ile isaretli glikoz enjekte edilir ve glikozun biriktigi yerler tespit
edilir. Kanserli hiicreler daha ¢ok glikoz topladigindan daha koyu renkte goriiniir ve bu

sekilde tespit edilir.

Tani i¢in kullanilan ve 6nemli bir biyobelirte¢ olan serum kanser antijeni 19-9 (CA 19-
9), ABD Gida ve Ilag idaresi tarafindan pankreas kanserinin rutin ynetiminde kullanim
icin onaylanmigtir [73]. Serum kanser antijeni ile iligkili adezyon molekilii 1
(CEACAML), serum makrofaj inhibitor sitokin 1 (MIC-1) apoplipoprotein A1, gibi asiri
ifade edilen genlerin protein iiriinleri, genomik, epigenetik molekiiler belirtecler siklikla

kullanilmaktadir [74].

Pankreas kanseri tedavisi; cerrahi operasyon, kemoterapi ve radyoterapi olmak tizere 3
ayr1 yontemden olugmaktadir. Whipple prosediirii pankreas kanseri i¢in cerrahi tedavinin
en bilinen yontemidir ve son zamanlarda uygulanan bu yontemle yiizde 20'nin iizerinde
5 yillik sagkalim oranlar1 bildirilmistir. Cerrahi operasyonun amaci, R1 rezeksiyonlarina
kiyasla anlamli derecede iy1 bir sagkalim ile iliskili oldugundan RO rezeksiyonu (kesip

¢ikarma) elde etmektir [75].

Pankreas kanseri tedavisinde en sik kullanilan radyoterapi genellikle kemoterapiyle
birlikte radyasyon tedavisi daha etkili olacagi i¢in ayn1 anda uygulanir ve adjuvan (cerrahi
sonrasi) ve neo-adjuvan (cerrahi Oncesi) tedaviolarak smiflandirilir. Kemoterapi
uygulamasi ile pankreas kanseri hiicrelerinin biiyiimesini ve bdliinmesini durdurmak

amaciyla kemoterapi yani ila¢ tedavisi yapilmaktadir.
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Pankreas kanseri tedavisinde yaygin olarak kullanilan kemoterapi ilaglar1 gemsitabin, 5-

fluourasil, kapesitabin, sisplatin, irinotecan ve oksaliplatindir.

Bu ilaglarin islevi, reaktif bolgelerinin hiicre DNA veya RNA’sindaki niikleotitlerle
etkilesime girmelerini saglayan capraz baglanma mekanizmasina dayanmaktadir. Bu
sekilde hiicre dongiisiiniin kesintiye ugramasi kanser hiicrelerinde apotoza neden olur

[60].

Pankreas kanserinde tani ve tedavi zorlugunun farkindaligi gergeklestirilmek istenen
hedefe yonelik tedavilerinde ritmini belirlemede énemlidir. Ozellikle spesifik belirlenen
genler, proteinler ve kanserin hayatta kalmasina katkida bulunan mikrogevreyi hedef alan

tedavi stratejileri hedef alinarak gergeklestirilmelidir.

1.5.  Hiicre Oliimii ve Sagkalimu ile Iliskili Sinyal Yolaklari

1.5.1. PISK/AKT/mTOR Sinyal Yolu

PIBK/AKT sinyal yolu, hiicresel metabolizmada, tiimor gelisiminde, biiyiime ve
proliferasyonda, metastaz ve hiicre iskeletini yeniden diizenleme gibi bir ¢ok olayda rol
oynamaktadir ve hiicre i¢i hiicre sinyalizasyonun onemli bir pargasidir [76]. Insan

kanserlerinin ¢ogunda bu sinyal yolunda pek ¢ok degisim tespit edilmistir.

PI3K sinyal yolu reseptor tirozin kinazlar (RTK) ve reseptor tirozin kinazlardan bagimsiz
olarak aktive olabilir. RTK’lar fosfotidil inositol 3 kinaz't (PI3K) aktive eder. PI3K'ler
PIP2 (fosfatidilinositol (4,5) bifosfat1) fosforilleyerek PIP3'e (fosfatidil inositil 3, 4, 5

trifosfat) dontistiirtir. Fosfotidil inostiol bir membran komponentidir[77].

PIP3’iin PIP2’ye geri doniisiinii saglayan, bu sinyal yolunun aktivasyonu ile zit ¢alisan

fosfataz ve tensiz homologu (PTEN) ana asagi regiilasyon proteinidir.

3 smiftan olusan PI3K’lerden; Simif I PI3K'ler, bir katalitik (CAT) alt birimden (yani,
p110) ve bir adaptor / diizenleyici alt birimden (yani p85) olusan heterodimerlerdir [78].

Hiicresel yasam ve Olim mekanizmalari olmak iizere bircok hiicresel fonksiyonun
gerceklestirilmesinde ana regiilator olarak gorev alan AKT (PKB/AKt) bir serin/ threonin
kinazdir ve AKT son derece korunmus 3 {iyeye sahiptir: AKT1, AKT2 ve AKT3 [77].
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PI3K aktivasyonu, substrat fosfatidilinozitol-4,4-bisfosfattan (PI-4,5-) ikinci mesajci
fosfatidilinozitol-3,4,5-trifosfatin  (PI3,4,5-P3) iretilmesine yol agar. AKT, PIP3
vasitasiyla hiicre zarina tasinir (Sekil 10). Burada fosfoinositide-bagimli kinaz 1 (PDK1)

tarafindan Thr308 bolgesine fosfat eklenir.

AKT / PKB, tek basina hiicre sagkalimi ve hiicre dongiisii ilerlemesi ile ilgili ¢esitli hiicre
stireclerini  diizenlemektedir [78]. Pro-apoptotik proteinlerin islevini bloke ederek
hiicrelerin hayatta kalmasini tesvik eden AKT, Bcl-2 aile iiyelerinin, Bax proteininin ve
Bim proteininin islevini veya ifadesini negatif olarak diizenler. AKT ayrica, FoXO ve p53
gibi transkripsiyon faktorleri tizerindeki etkilerle BH3 proteinlerinin ekspresyonunu da
inhibe eder. AKT, Mdm-2’nin fosforilasyonu yoluyla p53 bozulmasini destekleyebilir.

AKT ayrica, yiiksek oranda korunmus bir N-terminal diizenleyici bolgesinde GSK3
izoformlarimi fosforile edebilir ve kinazi inaktive edebilir, boylece GSK3 ile apoptoz ve
glikoz metabolizmasini diizenler. AKT i alt sinyal yolunda rapamisinin hedefi ile
etkilesimde oldugu bilinen mTOR, bir serin/treonin protein kinaz olup hiicre biiytimesi,
hiicre dongiisiiniin devamliligi, besinlerin hiicre i¢ine alinimi, protein sentezi ve otofajiyi

diizenlemede gorevlidir [79].

mTOR proteini, anjiyojenez ve hiicre dongiisii ilerlemesini kontrol eden 289-kDa'lik bir
serin/treonin kinazdir ve mTORC1 ve mTORC?2 olmak tizere iki kompleksten olusur [80]
[81]. mTORCL1 translasyon baglatma ve ribozom biyogenezinin kritik regiilatoriidiir.
mTORCI1 genellikle deregiile edildiginde hiicre proliferasyonu ve kanser progresyonu ile
iligkilidir ve mTORC1 kompleksi RAPTOR (mTOR'un diizenleyici iliskili proteini),
mLST8 (GPL olarak da bilinir) ve PRAS40 proteinlerini icerir [81] [82].

Memeli hiicrelerinde fosfotidilinositol-3 kinaz (PI3K) ve serine/treonine kinaz AKT,
mTOR'u iki mekanizma (mTOR'un direk fosforilasyonu ve TSC2'nin inaktivasyonu) ile
aktive eder. Ayrica AMPK’nin inaktivasyonuda AKT aktivasyonunu tetiklemektedir.
mTOR aktivasyonunun negatif diizenleyicileri arasinda, PI3K-AKT sinyal yolu ve
tiiberoz skleroz kompleksi (TSC) 1 (hamartin) ve TMC2 (tuberin) sinyallerini inhibe eden
fosfataz ve tensin homologu (PTEN) bulunmaktadir [78].
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TSC inaktivasyonu sayesinde GTP-bagli Rheb proteini mTORCL1 ile interaksiyona girer;
bu sayede mTORC1, p70-S6 kinaz (S6K) ve Okaryotik baslatici faktor 4E baglayici
protein (4E-BP)’nin fosforilasyonuna neden olarak hiicre biiyiime ve proliferasyonunu

saglayan protein translasyonunun indiiklenmesini saglar [83].

S6K ve oOkaryotik baslatma faktorii 4E (elF4E) baglayan protein 1'i (4E-BP1) aktive
edebilir, S6K ribozomal S6'y1 aktive edebilir ve protein sentezini ve hiicre biiyiimesini
destekleyebilir. mTOR'un, lipid ve sterol biyosentezini diizenlemek i¢in sterol diizenleyici
eleman baglayict protein 1 (SREBP1) yoluyla metabolizma {izerindeki 6nemli etkiye

sahip mekanizmalar oldugu bilinmektedir [84].
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Sekil 9.PI3K/AKT/mTOR sinyal mekanizmasi (yeniden diizenlenmistir) [84].

1.5.2. AMPK Sinyal Yolu

Adenozin monofosfat (AMP) aktive edici protein kinaz (AMPK), hiicrenin bir¢ok
metabolik stres durumlarinda aktive olarak hiicredeki enerji homeostazini diizenleyen

kritik bir serin/treonin protein kinazdir [85].
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Ug ana alt birimden olusan AMPK, Katalitik a-alt birime (a-1 ve a2), bir iskelet p-alt
birime (B1 ve B2) ve bir diizenleyici y-alt birime (y1, y2 ve y3) sahiptir [86]. AMPK, hiicre
igerisindeki AMP/ADP: ATP oranindaki degisimle birlikte, diisiik glukoz seviyesinede
duyarlilik gostermektedir.

Yag asidi, protein ve kolesterol sentezi, glikoz alimi siiregleri gibi enerji gerektiren ve
ATP tiiketimine sebep olan aktivasyonlarda metabolik fonksiyonlarin yeniden
diizenlenmesinde kritik rol oynamaktadir [87].

AMPK, AMP:ADP oranindaki degisim ile birlikte AMP ve ADP, AMPK’nin y-alt
biriminde bulunan Thr 172’ye baglanarak AMPK nin fosforilasyonunu arttirarak aktive
eder [86] [88].

AMPK ’yi aktive edebilen ve fosforilasyonundan sorumlu ana kinazlardan biri olan LKB1
(serin—threonine karaciger kinaz B1) énemli bir timdr supresor olarak gérev almaktadir
[86]. LKBI1, AMPK’nin Thrl72 residiisiinii fosforile ederek aktivasyonunu
saglamaktadir. Ayrica CaMKKf (Ca2+/calmodulin-bagimli protein kinaz [3)’de
AMPK ’nin fosforile olmasina aracilik etmektedir [86].

CaMKKp, ATP/ADP/AMP seviyelerinin degismesinden bagimsiz bir sekilde hiicre
igerisindeki Ca2* konsantrasyonun artmasiyla aktivasyonu saglamaktadir ve AMPK ’yi bu
sekilde fosforilasyon yolu ile aktive edebilmektedir. iskelet kaslarinin dzellikle egzersiz
ile birlikte yogun bir sekilde kasilma islemiyle AMP ve ADP seviyelerinde artis meydana
gelirken ATP oraninda azalma gozlenmektedir. AMPK aktivitesiyle birlikte protein, yag
asitleri, glikojen ve kolesterol sentezi gibi yapilar inhibe edilir. Bununla birlikte yag asidi
oksidasyonu siireci, kanda glukoz seviyesinin diizenlemesi ve hasarli hiicrelerin otofaji
ile yok edilmesi islemi aktive edilir (Sekil 12) [89] [90]. Glikoliz regiilatorii olarakta
bilinen AMPK, aerobik glikoliz ile karakterize edilmis pankreas kanseri olusumunda

onemli bir rol oynamaktadir [86].

AMPK, kolesterol, yag asitleri (FA) ve trigliseritlerin (TG) sentezini inhibe ederek yag
asidi p-oksidasyonunu aktive etmektedir. Inhibi edici AMPK fosforilasyonu yag asidi

sentezini iki farkli sekilde diizenleyebilmektedir.
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Bu yollardan bir tanesi Asetil CoA’nin Malonil CoA’ye karboksillemesi yag asidi
sentezlenmesi ve bu reaksiyon ile birlikte Asetil-CoA karboksilaz 1 (ACC1) ile
katalizlenmesi olarak ger¢eklesmektedir. Bu reaksiyon yag asidi sentezinin hiz smirlayici

basamagi olarak gorev almaktadir [86] [91].

AMPK bu enzimi inhibe ederek yag asitlerinin sentezini engeller. Hiicrelerde asir

miktarda FA’nin birikmesi Triagil Gliserol (TAG) olarak depolanmasina neden olur.

FA’lar hiicre igerisine alinarak karnitin palmitoiltransferaz-1 (CPT-1) ile mitokondri i¢ine

alinir. Bu olay sonrasi yaglarin B-oksidasyonu ger¢eklesmektedir [86].

AMPK, CPT-1’in aktivitesini arttirma yolu ile ve asetil-CoA karboksilaz 2 (ACC2)’nin
fosforilasyonu da malonil-CoA olusumunu engelleyerek yag asidi sentezini
baskilamaktadir. Bunun yaninda AMPK serbest yag asidi miktarini, yag asitlerinin beta
oksidasyonu yolu ile kontrol etmektedir. Bu kontrol ile birlikte lipogenez yani yaglarin

yapimi ya da lipoliz yani yikimi arasindaki dengenin saglanmasi seklinde olmaktadir [86].

Bir serin / treonin kinaz olan ve ribozomal protein sentezinde 6nemli bir rol oynadigi
bilinen mTOR ’un iskelet kas kiitlesinin korunmasinda énemi biiyiiktiir [86] [92]. Bunun
yan1 sira hiicresel enerji ihtiyacina bagli olarak AMPK protein sentezinin
gerceklesmesinde rol alan mTOR’u inhibe ederek protein sentezini durdurma gorevini
tistlendigi bilinmektedir [87] [93]. Ayrica hiicredeki hasarli proteinlerin yok edilmesinden
sorumlu olan otofaji isleminde bir serin/treonin protein kinaz olarak goérev alan ULK1/2
AMPK tarafindan fosforile olarak aktive olur. Hasar goren hiicrelerde otofaji islemi

AMPK tarafindan da bu siiregle regiile edilebilmektedir [94].
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Sekil 10.AMPK sinyalizasyonu ve metabolik fonksiyonlari (yeniden diizenlenmistir) [95].

1.5.3. Apoptoz

Apoptoz, programli hiicre 6liimii olarakta ifade edilen bu terim doku homeostazinin
merkezi bir diizenleyicisidir. Fizyolojik hiicre 6liimii olarak goriilen bu siire¢ hasarli ve

enfekte olmus hiicrelerin ortadan kaldirilmasi i¢in gereklidir.

Ozellikle kanser olmak iizere ¢oklu hastaliklarin patogenezinde rol oynamaktadir [96].
Apoptoz bir ¢cok mediatdriin ekspresyonu ile p53 tarafindan dogrudan transkripsiyonel
olarak regiile edilir. Bunun yani sira kalsiyum, Bcl-2 ailesi, mitekondride bulunan
sitokrom ¢ gibi molekiiller de rol oynamaktadir ve apoptotik siire¢ boyunca hiicre igerisine
kalsiyum girisi artmaktadir. Hedefler, dis (ekstinsik) ve i¢ (intrinsik) sinyallere cevap

veren apoptozun iki dnemli yolundaki proteinleri kodlayan genleri igerir.
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Apoptozu tesvik eden proteinler pro-apoptotik proteinler, buna kars1 apoptoza antagonist
olan proteinler anti-apoptotik proteinler olarak bilinmektedir. Apoptozun gergeklesme
mekanizmas1 bir grup sistein proteaz olan kaspazlara dayanmaktadir. Kaspazlar pro-
formlar olarak sentezlenir ve aspartat residiilerindeki peptit baglar1 kirilarak proteolitik
kesimle birbirini aktiflestirmektedir. Kaspazlar birbirini ayirdigi ve aktive ettigi icin, bir
proteaz kaskad1 yoluyla bir amplifikasyon mekanizmasi meydana gelerek apoptotik hiicre
6liimiiniin uygun sekilde yiiriitiilmesini saglar. Ayrica, kaspazlar niikleer laminler, DNaz
inhibitorleri veya hiicre iskelet proteinleri gibi sayisiz substratlar1 proteolitik kesime
ugratarak morfolojik degisikliklerine yol agar [97]. Kaspazlarin 3 farkli tipi vardir:
Baslatict kaspazlar (2,8,9,10), efektor kaspazlar (3,6,7) ve inflamatuar kaspazlar
(1,4,5,11,12,13,14).

Aktive olduklarinda DNA tamiri ve replikasyon i¢in gerekli enzimleri inaktive ederek

DNA’da geri doniisiimsiiz bir pargalanma meydana gelir [98] [99].
Kaspaz aracilt apoptoz i¢in 2 farkli yolun aktive oldugu bilinmektedir.

e Ektrinsik (dissal) yol (Hiicre ylizey reseptorleri araciligiyla hiicre 6liimii)

e Intrinsik (igsel) yol (Mitekondri aracili apoptoz)

Ekstrinsik yolak, hiicre ylizey reseptorleri tarafindan tetiklenen hiicre yiizeyinde 6lim
ligandlarinin 6liim reseptdrleri (DR) ile yani reseptore 6zgii ligandlar tarafindan aktive
edilerek baglar. Bu hiicre 6liim reseptorleri ailesine iiye olan Fas hiicre olimi ylizey
reseptorii (CD95; veya APO-1), Fas ligandi (FasL) ve timor nekroz faktorii (TNF)
reseptdr siiper aile iiyesi TNFo, TNFR1 en bilinen &liim ligandlaridir [100] [101]. Oliim
reseptOrii ligasyonu meydana gelirken ligand reseptore baglandiginda reseptérde meydana
gelen konformasyonel degisiklik ile birlikte Fas iliskili 6liim motifli protein (FADD) ve
TNF reseptor iligkili 6lim motif proteini (TRADD) spesifik 6liim motifine baglanarak
6liime neden olan sinyal kompleksi (DISC), "kompleks I" ve "kompleks II" reseptoriin
hiicre i¢i kuyruguna dinamik bir multiprotein kompleksinin kurulmasma izin verir.
Boylece prokaspaz 8 aktive olarak kaspaz 8 aktif dncii kaspaz halini alir. Kaspaz 8’in
aktive olmasi diger efektor kaspazlarin (3,6,7) aktive olmasina neden olur ve siireg

apoptotik 6liimle sonuglanir (Sekil 11).
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Kaspaz 8’in katalitik olarak inaktif olan c-FLIP ile oligomerizasyonunu modiilere ederek

kaspaz 8 ‘i inhibe ettigi ve siireci tersine ¢evirdigi bilinmektedir [102].

Intrinsik yolak; DNA hasari, reaktif oksijen tiirleri, radyasyon, cesitli kemoterapotik
ajanlar, sitokinler gibi hiicresel strese yanit olarak hiicre icerisinden baslatilir. Bu yol
mitekondri dis membraninda bulunan Bcl-2 (B-hiicre lenfoma 2) anti-apoptotik protein
ailesi tarafindan indiiklenir. Bcl-2 ailesinin her iiyesi Bcl-2 homoloji (BH) domeni
igcermekle birlikte mitekondrinin dis membraninda lokalize olmustur ve zar gegirgenligini
kontrol etmektedir. Mitokondriyal dig zarin gecirgenligi, pro-apoptotik proteinlein
mitokondriden salinip salinmadigimi belirler. Yalnizca pro-apoptotik proteinler BH3
domaini igermektedir. Bax ve Bak'in aktivasyonu, Bid'in kaspaz 8 veya 10 ile
doniistiiriilmesi ile t-Bid'e kesilimi Bcl-2 proteinini inaktive ederek PUMA, NOXA veya
diger BH3 baslatici proteinlerinin aktivasyonu yoluyla gerceklesir. Bdylece pro ve anti-
apoptotik proteinler arasinda ki denge mitekondri aracili apoptoz yanitinin gergeklesmesi

i¢in kritik rol oynamaktadir [102].

Aktiflesen Bax ve Bak mitokondri membraninda por olusumunu indiikleyerek zar
potansiyelini degistirir. Bu degisiklik mitekondri membranindaki porlardan elektron
transfer zincirinde kritik rol oynyan sitokrom-c nin por yiizeyinden salinmasina neden
olur. Ayrica Smac/DIABLO, Endo-G (Endoniikleaz-G) ve apoptoz indiikleyici faktoriin
(AIF) salmimini uyarir. Sitokrom-c apoptoz indiikleyici faktér (AIF) ile birlikte
sitoplazmaya salinir sitozolde apoptotik proteaz aktve eden faktér 1 (Apaf-1) adaptor

proteini ile baglanarak apoptozom kompleksi olusturur.

Apoptozom kompeksi pro kaspaz 9’u aktif formu olan kaspaz 9’a doniistiirerek kaspaz-
kaskadin1 aktive eder ve pro-kaspaz 3’1 aktif kaspaz 3 haline getirir. Smac/DIABLO,
apoptoz inhibitor proteini (IAP) inaktive ederek kaspaz 9, 3 ve 7’ nin inhibe olmasini
engeller boylece apoptoz gerceklesir (Sekil 13) [99] [102] [103].
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Sekil 11.Apoptotik yolun mekanizmasi (yeniden diizenlenmistir) [104].

1.5.4. Otofaji

Otofaji, besin yoksunlugu veya metabolik stres sirasinda sitoplazmik bilesenlerin
bozulmasini, ATP'nin geri doniisiimiinii ve hiicresel biyosentezin korunmasini igeren
evrimsel olarak korunmus bir hayatta kalma mekanizmasi olarak tanimlanmaktadir.
Hiicreler, anabolik ve katabolik yollarin1 degistirerek hiicre i¢i ortamindaki degisikliklere
yanit verir. Hiicresel materyalin katabolizmasinda iki ana yol vardir: lizozomal

degradasyonla sonuglanan ¢ok enzimli proteazom sistemi ve otofaji [105].

Otofajinin dort farkli mekanizma seklinde gerceklestigi bilinmektedir. Bunlar;
makrootofaji, mikrootofaji, saperon aracili otofaji ve Atg5/7’den bagimsiz makrootofaji
seklindedir. Makrootofaji, hasarli organellerin yok edilmesinde 6nemli role sahiptir.
Mikrootofaji, lizozom membranin i¢e kivrilmasi ile alinan igerigin lizozam tarafindan

pargalanmasi seklindedir.
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Saperon aracili otofajide gerceklesen durumda ise Ozel bir etiket olan KFERQ ile
etiketleme ile birlikte tasinmasini gergeklestirmektedir [106].

Otofajinin aglik siirecinde tetiklenmesi i¢in AKT-mTOR sinyalinin inhibisyonuna ve tip
11 PI3BK hVPS34/Beclin 1 (Drosophila’da Atg6 ve Mayada Atg6/Vps30)’nin da
aktivasyonunun gergeklesmesi gerekmektedir [107]. Memelilerde otofaji aktivasyonu
icin ULK 1’in aktive olmas1 gerekmektedir. Bu aktivasyonun gergeklesmesiyle birlikte
ULK1/2, Atgl3, FIP200 ile bir kompleks olusturur. Otofagozomal yapinin olusmasinda
bu tg¢li kompleksin 6nemli oldugu disiiniilmektedir (Sekil 12) [108]. mTOR’un
inhibisyonu ile birlikte ULK1/Atgl1’i serbest birakir, ULK1/Atgl de Atg9’un golgiden
endozoma yeniden dagilma mekanizmasint uyarir. Atg 7’nin aktivasyonuyla Atg 12
aktive olup Atg 5 ile bag gerceklestiri ve bu birlesmeyle Atg 16 da bu kompleksle bir
araya gelerrek Agl2-Atg5-Atgl6 3°li kompleksi olusur. Bu ti¢lii kompleks ise vezikiil
genislemesi i¢in ortam hazirlar [109] [110]. Otofaji aktivasyonu sonrasinda, LC3
proteininin, bir yag molekiilii olan fosfatidiletanolamin ile bag yaparak yag molekiillerinin
otofajik zarlara tasinmasi ve zar uzamasinin gerceklesmesi ile birlikte otofajik uyarimin
gerceklestigini gosteren bir belirte¢ olmaktadir.

Otofaji uyarimi sonrast LC3 molekiiler agirliginin degistigi gézlenmektedir. LC3-I’in
LC3-II’ye doniismesi seklindedir. P62 (p62/SQSTM1) proteini ozellikle bazi
tibikitinlenmis proteinlerin, otofajik zarlarla sarilmalarina neden olan o6nemli bir
sitoplazmik otofaji reseptorii olarak bilinmektedir. Hiicre igerisindeki anormal yapilart
taniyan p62 otofaji tarafindan yikim siirecini gergekletirmektedir. Otofagozoma tasidigi

proteinlerle birlikte p62 proteininin kendisi de lizozmda yikim siirecine dahil olmaktadir.
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1.6. AMAC

Bu ¢aligmada farkli genomik ve biyolojik 6zelliklere sahip olan PANC-1 ve Panc10.05
pankreas kanseri hiicre hatlarinda CDK4/6 inhibitorleri olan palbociclib ve abemaciclib’in
potansiyel terapétik yetkinliklerinin AMPK’ninde iliskide oldugu alt ve st sinyal

yollarindaki protein ve lipid profilleri iizerine etkilerinin incelenmesi hedeflenmektedir.

Bu amacla tez calismasi kapsaminda literatiirde farklilig1 ifade edilen her iki CDK4/6
inhibotiiri arasindaki ortak hedefler ve farkli hedeflerin tanimlanmasi ve farkli sinyal

mekanizmalar lizerindeki etkileri gdsterilmistir.
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2. MATERYAL VE YONTEMLER
2.1.  Materyaller

2.1.1. Pankreas Kanseri Hiicre Hatlar1 ve Ozellikleri

PANC-1 (ATCC® CRL1469™), pankreas kanseri hiicre tipi olup 56 yasinda bir erkek
bireyden elde edilmistir. Hiicreler adherant epitel hiicreleridir. Karyotip, 63 olan
hipertriploid kromozom sayisina sahiptir. Ug farkli marker kromozomu ve kiigiik bir halka
kromozomu vardir. KRAS (12Asp) mutasyonu, TP53 (273.His) mutasyonu,
CDKN2A/p16 homozigot delesyonu ve Dogal tip SMAD/DPC4 genine sahip olan PANC-

1 hiicre hatt1 yiiksek derecede metastatik ve agresif bir hiicre hattidir.

Panc10.05 (ATCC® CRL-2547™), pankreas kanseri hiicre tipidir ve yetistin erkek bir
bireyden elde edilmistir. Adherent epitel hiicre tipindedir. Kodon 12'de bir KRAS
onkogen mutasyonu sergiler; buradaki bir GGT -> GAT mutasyonu, glisin yerine aspartik
asit degisim ile sonuglanir. Ayrica TP53 genindeki mutasyonda mevcuttur.

2.1.2. Cihazlar

Kullanilan cihazlar Ek A bdliimiinde yer almaktadir.

2.1.3. Hiicre Kiiltiiriit Donanimlari

Hiicre kiiltiirtinde kullanilan malzemeler Ek B boliimiinde yer almaktadir.

2.1.4. Kimyasal Maddeler

Kullanilan kimyasallar Ek C boliimiinde yer almaktadir.

2.1.5. Kullamilan Antikor ve Kitler

Kullanilan antikor ve kitler Ek D bdlimuande yer almaktadir.

2.1.6. Cozeltiler

Kullanilan ¢ozeltiler ve igerikleri Ek E boliimiinde yer almaktadir.
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2.2,  Yontemler

2.2.1. Hiicre Kiiltiiri
PANC-1 VE Panc 10.05 pankreas kanseri hiicre hatlart American Type Culture Collection
(ATCC® CRL-2547™ ve ATCC® CRL-1469™) katalog numarasiyla alinmistir.
Hiicreler % 10 fetal sigir serum (FBS), %1 penisilin/streptomisin igeren RPMI-1640 ve
DMEM besiyerinde, %5 CO2 ve 37 °C’lik nemli etiivde biiyiitiilmistiir. Hiicreler
yogunlastiginda eski besiyeri atilarak 1X fosfat tamponlu tuz (PBS) ile yikanmistir. Daha
sonra % 0,25’lik tripsin-EDTA eklenerek hiicreler 37 °C’de 5 dk bekletilmistir. Esit
miktarda besiyeri kullanilarak enzim inaktivasyonu saglandiktan sonra hiicreler 2000
rpm'de 5 dakika santrifiij edilmistir. Pellet 1 ml besiyerinde ¢oziildiikten sonra hiicre
sayimi gerceklestirilmis ve ana stok hiicreleri ile yapilacak deneyler dogrultusunda gerekli

olan hiicrelerin uygun petrilere ekimi gergeklestirilmistir.

2.2.2. Hiicrelerin Dondurulmasi
Petri kabinda yapismis halde duran hiicreler tripsin-EDTA ile muamele edilerek
kaldirilmistir. Kullanilan tripsin-EDTA ile esit miktarda besiyeri kullanilarak enzim
aktivitesi inhibe edilmis ve 15 ml’lik tiip igerisinde toplanan hiicreler 2000 rpm’de 5
dakika santrifuj edilmistir. Pellet 1 ml PBS igerisinde ¢oziilerek hiicre sayimi yapilmistir.
Yaklasik 1x108 hiicre iizerine 1 ml dondurma medyasi eklenerek hiicreler kriyo tiiplerine

aktanlmis s1v1 azot tankinda saklanmustir.

2.2.3. Hiicrelerin Coziilmesi
Siv1 azottan ¢ikarilan hiicreler hizli bir sekilde ¢oziilerek dondurma medyas: {izerine
besiyeri eklenmistir. Hiicreler 2000 rpm'de 5 dakika santrifiij edilmis ve medya atilmistir.

Hiicreler 1 ml besiyerinde ¢oziilerek 25 veya 75 cm?' lik petrilere ekilmistir.

2.2.4. Hiicre Canlihigin MTT Testi ile Belirlenmesi
PANC-1 ve Pancl0.05 pankreas kanseri hiicre hatlar1 hiicre sayma cihazi (EVE™
Automated Cell Counter, NanoEnTek) ile total hiicre sayilarak 96 kuyulu petri kabina her
kuyuda 1x10*hiicre olacak sekilde ekilmistir.
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flacin 24 saat sonunda ki etkinligini 6l¢gmek igin ekimden 24 saat sonra hiicrelere farkli
dozlarda (0,05uM-10uM) palbociclib ve abemaciclib ile muamele edilmistir. Ilag
uygulandiktan 24 saat sonra hiicrelerin tlizerine 10 pL MTT boyast (3-
(4,5Dimethlythiazol-2-yl)-2,5Diphenlytetrazolium Bromide) uygulanmistir. MTT boyasi
uygulanan hiicreler 4 saat boyunca 37°C ve %5 CO; iceren etiivde inkiibe edilmistir. 4
saat sonunda olusan formazan kristalleri iizerine 100 uhL DMSO uygulanmistir. Petri 5
dakika karanlikta inkiibe edilmistir. Spektrofotometrik tayin igin 570nm ve 655 nm
dalgaboyunda absorbans Ol¢iimii gergeklestirilmistir. Canli hiicrelerde mor renkli

formazon tuzu olusturmasi sonucu kolorimetrik yontemle hiicre canlilig1 belirlenmistir.

2.2.5. Koloni Formasyon Deneyi
Pankreas kanseri hiicre hatlar1 olan PANC-1 ve Panc 10.05 hiicreleri tripsinizasyonla
kaldirilarak sayimmi1 gerceklestirilmistir. 6 kuyulu petriye her kuyuda 3x10% hiicre olacak
sekilde ekim yapilmistir. Ekim yapildiktan 24 saat sonra control grubu ve farkli dozlarda
palbociclib ve abemaciclib ile muamele edilmis gruplar olusturulmustur. Ilag
uygulamasindan 24 saat sonra hiicrelerde bulunan mevcut medya uzaklastirilip yerine yeni
medya eklenmis ve 10 giin boyunca besiyerleri 2 giin arayla degistirilerek hiicreler 37°C
ve %5 COzigeren etiivde inkiibe edilmistir. 10.giin hiicreler Metanol/Asetik Asit karigimi
(3:1) ile 10 dakika fikse edilmis ve %0,5 Kristal Viyole ile 15 dakika inkiibe edilmistir.

Goriintiiler Chemidoc cihazinda ve her bir koloni 151k mikroskobunda goriintiilenmistir.

2.3. Floresan Mikroskobu

Hiicrelerin canliligr i¢in kullanilan yontemlerden biri de floresan boyalarla hiicre
canliligini1 gostermektir. Bu nedenle pankreas kanseri hiicre hatlart PANC-1 ve Panc 10.05
100.000/kuyu olacak sekilde 12'lik hiicre petrilerine ekimleri gergeklestirildikten bir giin
sonra farkli kondiisyonlara tabi tutulmustur. Bu uygulamadan 24 saat sonrasinda farkl

floresan boyalar1 uygulanmistir.

31



2.3.1. Propidyum Iyodiir (PT) Boyama ile Olii Hiicrelerin Tayini
Propidyum Iyodiir (PI) Boyama (hiicre liimiiniin belirlenmesi) ile ilaca maruz kalan 6lii
hiicrelerin hiicre membrane permabilitelerinin bozulmasi sonucu propidyum iyodiir
boyasint hiicre i¢ine almalar1 esasina dayanir. Ekimden 24 saat sonra petri belirlenmis
dozlarda Palbociclib ve Abemaciclib (uM) ile muamele edilmistir. ilaglamadan 24 saat
sonra Propidyum iyodiir boyasi son konsantrasyonu 5mg/mL olacak sekilde PBS
icerisinde hazirlanmis ve hiicreler lizerine 1pL uygulanmistir. Boya uygulanan hiicreler
30 dakika 37°C sicaklik ve %5 CO igeren etiivde inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasi
hiicreler Floresan mikroskobu ile 536 nm/Em: 617 nm olacak sekilde inceleme

yapilmistir.

2.3.2. 2 4,6-Diamidino-2-fenilindol (DAPI) ile Apoptotik Hiicrelerin Tayini

DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindole) boyast DNA’da AT bdlgelerine baglanarak mavi
1s1ma yapan bir floresan belirtegtir. Hiicreler sayimlari yapilarak 12 kuyulu petri kaplarina
her bir kuyuda 1x10° hiicre olacak sekilde ekilmistir. Ekimden 24 saat sonra petri
belirlenmis dozlarda Palbociclib ve Abemaciclib ile muamele edilmistir. Ilaclama
yaptiktan 24 saat sonra 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) son konsantrasyon
5mg/mL olacak sekilde PBS iginde hazirlanarak hiicreler fiizerine 1uL olarak
uygulanmigtir. Petri 37°C’de %5CO: igeren etiivde 15 dakika inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonras1 hiicreler floresan mikroskop altinda 10X biiyiitmede incelenmistir.

2.3.3. DIOC6 ile Mitokondri Membran Potansiyelindeki Degisikliklerin

Gosterilmesi

Hiicre canliigmin tespiti i¢cin ve buna bagli mitekondri membran potansiyelinin
degisimini incelemek i¢in bagka bir floresan isaretleyici DiOC6’dir. (3,3’
Dihexyloxacarbocyanine lodide) Hiicrelerin hiicre sayma cihazi ile sayimlari yapilarak 12

kuyulu petri kaplarina her bir kuyuda 1x10° hiicre olacak sekilde ekilmistir.
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Ekimden 24 saat sonra petri belirlenmis dozlarda Palbociclib ve Abemaciclib ile muamele
edilmistir. [laglama yaptiktan 24 saat sonra 3,3’ diheksiloksakarbosiyanin iyodiir (DIOC6)
boyasi son konsantrasyon 4mM olacak sekilde PBS ile hazirlanmis ve direkt hiicrelerin
tizerine 1pL uygulanmistir. 37°C’de ve %CO: igeren etiivde 15 dakika inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonras1 hiicreler floresan mikroskobu ile 10X biiyiitmede incelenmistir.

2.3.4. Senesens B-Galaktosidase boyama
3x10° hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu petrilere ekilen hiicreler, ilag uygulamasini
takiben iist besiyeri uzaklastirildiktan sonra 1X PBS ile iki kez yikanmistir. Yikamanin
ardindan Senescence B-Galactosidase Staining Kit #9860 (CST) belirtilen protokole gore

fikse edilen hiicreler B-gal uygulamasinin ardindan mikroskobik olarak incelenmistir.

2.4. Hiicre ici lipid profillerindeki degisimlerin incelenmesi

2.4.1. Oil-Red O boyama

Hiicreler 1x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 6 kuyucuklu petri kabina ekilmistir. Ertesi giin
yapisan hiicreler daha 6nce doz araliklar1 belirlenmis olan abemaciclib ve palbociclib ile
24 saat muamele edilmistir. Hiicrelerin iizerinden besiyeri alindiktan sonra, 1X PBS ile
yikanmigtir. Daha sonra %4 paraformadehid igerisinde 1 saat boyunca fikse edilmistir.
Onceden 1s1tilmis 0.25% Oil Red O ¢ozeltisi (%0,5 Oil Red O propilen glikol igerisinde
hazirlanir ve islem 6ncesinde ddH2O ile seyreltilir) hiicreler ile birlikte 45 dakika boyunca
37 °C etiivde inkiibe edilmistir. 1X PBS ile yikanan ornekler ters bakish 151k
mikroskobunda goriintiilenmistir (Olympus, Tokyo, Japan).

2.4.2. BODIPY® 493/503 boyama
1x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 6 kuyucuklu petri kabina ekilen hiicreler belirlenen
ilaglarla 24 saat muamele edilmis olup 24 saat sonunda hiicreler 1X PBS ile yikanmaistir.
Daha sonra 30 dakika boyunca %4 paraformaldehid ile sabitlenen hiicreler ilag
uygulamasina istinaden herbir lipid boya maddeleri 10 ng/ml son konsantrasyon olacak
sekilde 30 dakika boyunca bekletilmistir. Floresan ters akisli mikroskop araciligi 6rnekler

analiz edilmistir (Olympus, Tokyo, Japan).
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2.5. Hiicre Akis Sitometrisi

2.5.1. Hiicre déngiisiinde tutulu kalan popiilasyonlarin Propidyum Iyodiir (PI)

Boyama ile Belirlenmesi

Pankreas kanseri hiicreleri 3x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 6 kuyucuklu petri kabina
ekilmistir. Gece boyunca yapismasi beklenen hiicreler daha 6nce doz araliklari tanimlanan
abemaciclib ve palbociclib ile 24 saat muamele edilmistir. 24 saat sonra hiicreler tripsin
ile kaldirilip 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Bu siirecin sonunda hiicreler %70
etanol ile sabitlenerek 1 hafta +4°C’de inkiibe edilmistir. 1 hafta sonunda hiicreler
oncelikle 500g’de 5 dakika santrifiij edilmistir. Daha sonra siipernatant atilmis pelletin
tizerine 1X PBS eklenmistir. Pellet yavas¢a kaldirilmis ve hiicreler etanolden
armdirilmigtir. 1X PBS ile yikanarak 40 pg/ml PI ile boyanan hiicreler, 30 dakika
karanlikta tutulduktan sonra Orneklerin hiicre akis sitometresinde okumasi ve analizi

gerceklestirilmistir.

2.5.2. Annexin V/ PI Analizi ile Hiicre Oliimiiniin Belirlenmesi
Pankreas kanseri hiicreleri PANC-1 ve Panc 10.05, 1x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 100
mm petri kabma ekilmistir. Gece boyunca yapigmasi beklenen hiicreler daha dnce doz
araliklar1 tanimlanan abemaciclib ve palbociclib ile 24 saat muamele edilmistir. Hiicreler
1X PBS ile yikandiktan sonra tripsin ile kaldirilir ve hiicreler 500 g’de5 dakika santrifiij
edilmistir. Pellet tizerinden PBS uzaklastirildiktan sonra FITC Annexin V Apoptosis
Detection Kit (#556547, BD Pharmingen™) belirtilen protokole gore uygulama

yapildiktan sonra hiicre akis sitometrisinde okutma ve analizi gergeklestirilmistir.

2.6.  Total Protein izolasyonu
Her bir pankreas hiicresi 1x10° hiicre olacak sekilde 100 mm ¢apli hiicre kiiltiirii
petrilerine ekilmistir ve uygun miktarda besi ortaminda bekletilmistir. Belirlenen doz ve
zamanda ilag uygulamasi gerceklestirilmistir. Ilag uygulamasindan 24 saat sonra
hiicrelerin tizerindeki besiyeri atilarak, hiicrelerin iizerine soguk 1X PBS eklenmistir.

Hiicreler kaziyicilar ve 1X PBS yardimu ile petri yiizeyinden kaldirilmistir.
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Ardindan hiicreler mikrofiij tlipinde toplanmistir ve 2 dakika 13200 rpm’ de santrifiij
edilerek, siipernatant uzaklastirilmistir. Uzerine hiicre dziitleme tamponu (PhosSTOP,
Roche® fosfataz inhibitor koktail ve cOmplete EDTA-free, Roche® proteaz inhibitor
koktail tabletleri ¢ozdiiriilmiis Complete Lysis-M, Thermo Fischer) yaklasik 50 ul olarak
eklenmistir (pellet yogunluguna gore daha az olabilir). Ornekler oda sicakhiginda, 15
dakika sallayicinin stiinde bekletildikten sonra 16400 rpm’ de, 15 dakika +4°C’ de
santrifiijlenerek ayristirllmistir. Santrifiijden sonra siipernatant yeni bir mikrofiij tiipline

alinarak ve -80°C’ de saklanmustir.

2.6.1. Protein Miktarmin Bradford Analizi ile Belirlenmesi
Total proteinlerin kantifikasyonu i¢in Bradford yontemi kullanilmistir. Bradford yontemi
Coomassie Brillant Blue G-250 ile farkli konsantrasyonlardaki protein ¢ozeltilerine
baglanan konsantrasyonu bilinen standart bir proteinden (BSA) konsantrasyonu
bilinmeyen proteinin tayini i¢in kullanilir. 1,5 pg/ul BSA (Bovine Serum Albumin)
sollisyonu standart egri ¢izmek i¢in 96 kuyucuklu plaklara 2 tekrar olmak iizere 1,5,3, 4,5
6 ve 7,5uL konmustur. Total proteinden iki tekrar olmak {izere 1 uL. konmustur. Her kuyu
tizerine 200 pL Bradford soliisyonu eklenir ve 5 dakika oda 1sinda karanlikta inkiibe
edilmistir. 96 kuyulu plak Microplate Reader cihazinda 595nm dalga boyunda 6lgtim
yapilir (OD 595 nm.) Aleti sifirlamak i¢in sadece Bradford soliisyonu konan (blank)
kuyucugu  alete  tanitilarak  sifirlama  islemi  gerceklestirilmistir.  Farkl
konsantrasyonlardaki BSA’nin 595 nm dalga boyunda verdikleri absorbans degerlerine
gbre standart bir egri cizilir. R? degerinin hesaplanmasi ve standart egrinin analizi
gerceklestirilmistir. izole edilen ve absorbansi belirlenen &rneklerin konsantrasyonu

standart egri grafigi kullanilarak belirlenmistir.

2.6.2. SDS-PAGE Jel Hazirlanmasi
Izole edilen ve kantifikasyonu yapilan proteinlerin ifadesinin incelenmesi icin SDS-PAGE

(sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezi) yontemi kullanilmastir.

SDS-PAGE clektroforez sisteminde kullanilacak tiim kaset ve cam malzemeler distile su

ile yikandi. Jel dokmek i¢in kaset sistemleri hazirlandi.
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SDS-PAGE elektroforezinde kullanilacak c¢ozeltiler ve tampon soliisyonlar hazirlandi.

%10 ve %12’lik ayirma jeli i¢erigi hazirlandi (Ek D de igerikler belirtilmistir).

Yiikleme jeli i¢in belirlenen oranlarda jel i¢erigi hazirlanir (EK D) %10 APS ve TEMED
ayn1 anda jel igerigine eklenerek alt jel iizerine iist jel karigimi mikropipet yardimiyla
eklenir. Daha sonra 1X SDS-PAGE yiiriitme tamponu yiiritmenin yapilacagi elektroforez

tankina eklenir. Jel elektroforezin gerceklesecegi kasete yerlestirilir.

2.6.3. Protein Orneklerinin Hazirlanmasi

Izole edilen proteinlerin immunoblot ydntemi ile gdsterimi i¢in her bir érnek 5X Laemli
(Protein indirgeme tamponu) ile muamele edilir. Protein indirgeme tamponu icerisinde
bulunan gliserol yogunluga bagl olarak proteinlerin jelde kuyu boyunca yiirlimesini
saglar, B-mercaptoetanol proteinlerin ii¢ boyutlu yapisin1 bozar, SDS proteinleri negatif
yiikleyerek elektroforetik ortamda proteinlerin molekiil agirliklarina gdre ayrismasini
saglar. Tris-HCL tampon ¢ozelti olarak ortam pH’sim1 dengeler. Bromofenol mavisi
proteinleri boyayarak jel kuyucugunda goriiniir kilmaktadir. Bradford yontemi ile olusan
standart egri profili sonucunda 5:1 oraninda 5X Laemli ile karistirilarak kuyucuk basina
35 pg olarak hesap edilen Ornekler 95°C’de 5 dakika denatiirasyona tabi tutulur.
Denatiirasyon sonras1 sogutmali santfiriijde 30 sn santrifiij islemi gergeklestirilir.
Hazirlanan protein 6rnekleri buza alinir. Jel kuyularindan bir tanesine protein marker

yiiklenir. Daha sonra protein drnekleri ytiklenir.

Protein marker ve hazirlanan 6rnekler 80V’°da 2,5 saat SDS igeren yiiriitme tamponu

icerisinde yiritiilmiistiir (EK E).

2.6.4. Proteinlerin Membrana Transferi
SDS-PAGE ile molekiil agirliklarina gore ayrilan proteinler jelden daha stabil bir yapi
olan poliviniliden difloriir (PVDF) membrana aktarilma islemi gergeklestirilmistir. Bu
siregte membran por ¢ap1 0,45uM olan membran metanol igerisinde 2 dakika aktif hale
getirilmigtir. Tank icerisi 1X Western blotlama tamponu ile dolduruldu ve 1sinmayi

onlemek adina tank etrafina buz yerlestirildi.
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Transfer islemi 300mA’de 60 dakika gergeklestirildi (EK E). Transfer sonrasi %5 yagsiz

stit ile 1 saat oda sicakliginda calkalandi.

2.6.5. Bloklama islemi ve Primer-Sekonder Antikorla Isaretleme
Membrana transfer edilmis ve siit ile bloklama islemi gerceklestirilmis olan protein
ornekleri hedef birincil antikorlarla 1 gece +4°C’de inkiibe edildi. Hedef anti-rabbit/mouse

antikorlar Cell Signalling Technology ‘den temin edilmistir (Ek D).

1 gece primer antikor ile mualemenin ardindan sekonder antikora alinmadan 6nce yikama
islemi gergeklestirilir.1X TBS yikama tamponu ile membran 2 kez 15 dakika
calkalayicida diisiik devirde (rpm) ¢alkalanir. Ardindan HRP ile konjuge edilmis sekonder

anti-rabbit/mouse antikoru ile 1 gece +4°C’de inkiibe edilir.

2.6.6. Protein Bantlarin Goriintiilenmesi
Sekonder antikorla muamele edilen membranin kemiliiminisans ¢ekimi i¢in ECL
sollisyonu hazirlanmigtir. Membranin ¢ekimi i¢in sekonder sonrasi yikama islemi
gerceklestirilmistir. Membran yikamasi 2 kez 15 dakika 1X-TBS-T yikama tamponu ile
ve 1 kez 1X-TBS yikama tamponu ile 15 dakika calkalayicida diisiik devirde (rpm)
calkalanir. Ardindan ¢ekim i¢in karanlik ortamda membran ECL soliisyonu ile 3 dakika
inkiibe edilmis ve membran goriintiileme cihazina yerlestirilmistir. Membrandan elde

edilen bant goriintiilerinin ImageJ programi ile analizi gergeklestirilmistir.
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2.6.7. PathScan® Phospho-Rb (Ser807/811) Sandwich ELISA Kit

Tiimor baskilayict protein olan Retinoblastoma (Rb) hiicre dongiisiiniin G1-fazi igindeki
ilerlemesini kontrol ederek hiicre ¢ogalmasini diizenlemektedir. Bu baglamda pankreas
kanseri hiicre hatlarinda kullanilan CDK4/6 inhibitorii olan Palbociclib ve Abemaciclib’in
Retinoblastoma protein seviyesine etkisinin incelenmesi amaci ile PathScan® Phospho-
Rb (Ser807/811) Sandwich ELISA Kit #13152 katolog numarasiyla temin edilmis ve

kullanilmistir.

100’liik petri kaplarina yaklasik 1x10° tane olacak sekilde pankreas kanseri hiicreleri
ekilmis olup belirlenen dozlarda 24 saat Palbociclib ve Abemaciclib uygulamasini takiben

ELISA kit protokoliine gore protein izolasyonu gergeklestirilmistir.

Bradford ile protein konsantrasyonu belirlenen ornekler mikrosantrifiij tiipiine 1: 1
oraninda protein Ornegi ve hiicre lizis tampon eklenerek seyreltilmistir. Bu amagla
bradfordta okutulan protein miktarlar1 her kuyucuk i¢in normalize edilmis ve belirlenen
oranda kullanilmistir. Plaka, 2 saat 37° C'de inkiibe edilmistir. Her kuyu 200 pl, 1X
Yikama Tamponu ile 4 kez yikanmistir. Her kuyucuga 100 pl Detection Antibody eklenip
plaka 37° C'de 1 saat bekletilmistir. Yikamalardan sonra her kuyucuga 100 ul HRP-bagh
sekonder antikor eklenip plaka 37° C'de 30 dakika inkiibe edilmistir. Yikama islemleri
tekrarlandiktan sonra her kuyucuga 100 ul TMB Substrat eklenip plaka 37° C'de 10 dakika
etiivde bektilmis sonra her kuyucuga 100 pl STOP Soliisyonu eklenip 30 dakika igerinde

450 nm'de absorbans degerinde okutulmustur.

2.7. listatistiksel Analizler

[statistiksel analizlerin yapilabilmesi amaciyla sonuclardaki veriler GraphPad Prism 8
programi aracilig1 ile oklu veri analizi ANOVA ile degerlendirildi. Immunoblot sonuglari
ImageJ programi kullanilarak analiz edildi. Tiim test sonuglar ilgili sekillerin altinda
istatistiksel anlamlilik sinirlari, p degerleri ile birlikte sirasiyla *p<0.05, **p<0.01,
*#*%p<0.0001 belirtirmistir.
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3. SONUCLAR

3.1. PANC-1 ve Pancl0.05 Hiicre Hatlarinda palbociclib ve abemaciclib

hiicre c¢ogalmasin inhibe etmektedir.

PANC-1 ve Pancl0.05 pankreas kanseri hiicre hatlarima 24 saat boyunca farkl
konsantrasyonlarda (0-10 uM) CDK4/6 inhibitorleri palbociclib (PD-0332991) ve
abemaciclib (LY-2835219) uygulanmistir. Hiicre canliligit MTT testi ile belirlenmis olup
yapilan hiicre canlilig1 testine goére PANC-1 ve Pancl0.05 pankreas kanseri hiicre

hatlarinin her iki ilacada benzer sitotoksisite cevabi verdigi gézlenmistir (Sekil 13).
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Sekil 13.Palbociclib ve Abemaciclib’in (0-10uM) PANC-1 ve Panc10.05 pankreas kanseri hiicre
hatlarinda hiicre canlihgina etkisinin MTT Testi ile incelenmesi. Hiicreler 24 saat boyunca ilag dozlart
ile inkiibe edildikten sonra 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid (MTT) yontemi ile
analiz edilmistir. Bu deney kendi iginde 6rnekler 5 tekrar olacak sekilde en az 4 kez tekrarlanmis ve

sonuglar1 degerlendirilmistir.
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MTT Grafikleri, PANC-1 ve Panc10.05 hiicre hatlar1 i¢in 5 tekrarli 4 farkli deneyin
sonucu aliarak olusturulmus olup ortalama std+hata grafigi olarak degerler sunulmustur.
Bagil hiicre canliligi analizi hi¢ uygulama yapilmayan hiicrenin %100 canli olarak
kabuliine yonelik olarak hesaplanmigtir. Hiicreler CDK4/6 inhibitorleri ile inkiibe
edildikten sonra 3-(4,5-dimetiltriazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolium bromid (MTT) yontemi
ile analiz edilmistir. Doza bagl ila¢ uygulamasi sonucunda her iki hiicre hattinda da
benzer sitotoksisite degerleri goriilmesine kars1t PANC-1 hiicre hattinda abemaciclib hiicre

canliligina dogrudan ket vurdugu gozlenmistir.

3.2.  CDKA4/6 Inhibitorleri olan palbociclib ve abemaciclib uygulamasi PANC-
1 ve Pancl10.05 hiicre hatlarinda koloni olusturma potansiyeline doza

bagh bir sekilde ket varmustur.

Koloni formasyon testi in vitro ortamda kemoterapotik bir ajanin hiicrelerin koloni
olusturma potansiyelleri hakkinda ipucu veren bir yontemdir. Bir koloni en az 50 hiicrenin
bir araya gelerek olusturdugu popiilasyon olarak tanimlanmaktadir. Bu yontem sayesinde
hem ilacin etkinligi hemde maruz kalan kanser hiicrelerinin bolinme ve sagkalim
potansiyelleri belirlenmis olur. Bu baglamda koloni formasyonu deneyi ile MTT hiicre
canliliginda tespit edilen dozlardan daha diisiik dozlarda CDK4/6 inhibitorlerinin hiicre

boliinmesi konusunda azaltici etkileri belirlenmistir.

PANC-1 ve Panc10.05 pankreas kanseri hiicre hatlar1 6 kuyucuklu petri kabina her kuyuda
3x10? hiicre olacak sekilde ekilip belirlenen dozlarda abemaciclib (1-3uM) ve palbociclib
(1-4 uM) ile 24 saat inkiibe edilmistir. MTT hiicre canlilig1 verilerinin desteklenmesi
amaci ile iKi hiicre hattinda farkli dozlarda ilaglar 24 saat boyunca uygulandiktan sonra
koloni olusumu 14 giin boyunca besiyeri yenilenerek devam etmistir. Hiicre siklusunda
kontrol hiicrelere gore tutuklu kalmay1 saglayan CDK4/6 inhibitorlerinden abemaciclib
koloni olusumuna Panc10.05 hiicre hatt1 ile birlikte kontrol hiicrelere oranla ket vurucu
etki gostermistir (Sekil 14). Palbociclib koloni formasyonunu azaltmis olup PANC-1
hiicrelerinde Panc 10.05 hiicre hattina gore daha direngli bir fenotip sergilemistir (Sekil
15).
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Sekil 14.Pankreas kanseri hiicre hatlar1 3x10° hiicre/kuyu olacak sekilde 6-kuyucuklu petrilere
ekilerek 24 saat boyunca secili dozlarda abemaciclib (LY-2835219) uygulamasim takiben koloni
formasyonu incelenmistir. 14 giin boyunca bekletilen ve yeni besiyeri ile ortami degistirilen petrilerde
yer alan koloniler fikse edilmis ve kristal viyole ile boyanmistir. B) Koloni sayis1 graphpad programi
kullanilarak siitun grafik elde edilmistir. Siitun grafik dérneklerden elde edilen verilerin ortalamasi +
standart hatasi olarak sunulmustur (n=2). Her bir deney i¢in 3000 hiicre ekimi yapilmigtir. (**** p <
0.0001, *** p <0.001, ** p<0.01)
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Sekil 15. A) Pankreas kanseri hiicre hatlar1 3x103 hiicre/kuyu olacak sekilde 6-kuyucuklu petrilere
ekilerek 24 saat boyunca secili dozlarda palbociclib (PD-0332991) uygulamasini takiben koloni
formasyonu incelenmistir. 14 giin boyunca bekletilen ve yeni besiyeri ile ortami degistirilen petrilerde
yer alan koloniler fikse edilmis ve kristal viyole ile boyanmistir. B) Koloni sayis1 graphpad programi
kullanilarak siitun grafik elde edilmistir. Siitun grafik 6rneklerden elde edilen verilerin ortalamasi +
standart hatasi olarak sunulmustur (n=2). Her bir deney i¢in 3000 hiicre ekimi yapilmugtir. (**** p <
0.0001, *** p <0.001, ** p<0.01)

Ayni deneye PANC-1 ve Panc 10.05 hiicre hatt1 i¢in secili dozlarda koloni formasyon testi
ile yinelenmis olup MTT testi verilerine gore segilen 4 pM abemaciclib ve 7,5 uM

palbociclib sonuglarinda da her iki ilag secili dozlarda koloni formasyonuna ket vurmustur
(Sekil 16).
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Sekil 16. A) PANC-1 ve Panc10.05 hiicre hatlarinda secili dozlarda palbociclib ve abemaciclib
uygulamasinin koloni olusturma potansiyeline etkisinin incelenmesi. 14 giin boyunca bekletilen ve
yeni besiyeri ile ortam1 degistirilen petrilerde yer alan koloniler fikse edilmis ve kristal viyole ile
boyanmistir. B) Koloni sayisi graphpad programi kullanilarak siitun grafik elde edilmistir. Siitun grafik
orneklerden elde edilen verilerin ortalamasi + standart hatasi olarak sunulmustur (n=2). Her bir deney igin

3000 hiicre ekimi yapilmigtir (**** p <0.0001, *** p <0.001, ** p <0.01).

3.3. Hiicre siklusunda ana kontrol noktasi olarak gorev alan Retinoblastoma
proteini CDK4/6 inhibitorleri uygulamasi sonucu PANC-1 ve Panc10.05

hiicre hatlarinda farkh yanit mekanizmasi gelistirmistir.

Retinoblastoma (Rb) hiicre dongiisiiniin G1-faz1 igindeki ilerlemesini kontrol ederek
hiicre ¢ogalmasini diizenleyen tiimor baskilayict 6zelligi olan bir proteindir. Pankreas
kanseri hiicre hatlarinda kullanilan CDK4/6 inhibitorii olan palbociclib ve abemaciclib’in
retinoblastoma protein seviyesine etkisinin incelenmesi amaci ile PathScan® Phospho-RDb
(Ser807/811) Sandwich ELISA Kit#13152 katolog numarasiyla temin edilmis ve

kullanilmastir.
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Rb fosforilasyonlart hiicrelerde ilaglar tarafindan meydana gelen hiicre siklusunda takili
kalma durumu kontrol edilmistir. Bu anlamda test sonucundaki verilere gore PANC-1
hipofosforilasyonu agisindan her iki ilacin farkli yetkinliklerde oldugu sonucuna

varilmistir. Ozellikle abemaciclib uygulamasmin Rb hipofosforilasyonuna neden oldugu

gbzlenmistir (Sekil 17).
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Sekil 17.Pankreas kanseri hiicre hatlarinda CDK4/6 inhibitorlerinin ELISA testi ile
Retinoblastoma aktivitelerinin incelenmesi. Her bir hiicre hatt1 1x10° hiicre olacak sekilde 100
mm c¢aplt hiicre kiiltiirii petrilereekilmistir. Ardindan se¢ili ila¢ konsantrasyonlart ile 24 saat
boyunca bekletilmis ve total protein izolasyonu (her bir 6rnek icin 50pg) ELIZA testini
(PathScan® Phospho Rb (Ser807/811) Sandwich ELISA Kit #7959), (n =2, **** p <(0.0001, ***
p <0.001, ** p <0.01).
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34.

gostermektedir.

Palbociclib ve abemaciclib in pankreas kanseri hiicre hatlarinda hiicre dongiisii tutulmasi
tizerine etkisinin irdelenmesi amaciyla hiicre akis sitometrisi kullanilmistir. Belirlenmis
ve artan dozlarda CDK4/6 inhibitorleri palbociclib (2uM ve 3uM) ve abemaciclib (1uM

ve 2uM)’in 24 saat hiicrelere uygulanmasini takiben hiicreler analiz i¢in %70 etanol ile 1

hafta boyunca fikse edilmistir.
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Sekil 18.PANC-1 pankreas kanseri hiicre hattinda CDK4/6 inhibitorii abemaciclib'in (LY-2835219)
artan dozlarda 24 saat uygulamasi sonrasi hiicre siklusunda hiicre popiilasyonlarinin tutulu kalmasi

iizerine etkisinin incelenmesi. Her bir sekil 2 farkli biyolojik 6rnegin ortalamasi = standard hatasi

Palbociclib ve abemaciclib hiicre dongiisii tutulmasinda sinerjistik etki

Hiicre saymi{%)

50—

- 1pM2ZpM
Abemaciclib (M)

seklinde degerlendirilmigtir (n=2), (**** p <0.0001, *** p <0.001, ** p <0.01).

PI boyamasi sonucunda her iki CDK4/6 inhibitorii i¢in PANC-1 pankreas kanseri hiicre
hattinda abemaciclib (LY-2835219) uygulamasi sonrasi doza bagimli bir sekilde hiicre

siklusunda G1 fazinda tutuklu kalma oraninin arttig1 gézlenmistir (Sekil 18).
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Uygulama yapilmayan kontrol grubunda G1 fazinda %33,9 luk bir popiilasyon tutulu
kalmaktayken 1 uM abemaciclib uygulamasi ile %33,7 lik bir popiilasyonun G1 fazinda
tutulu kaldig1 gézlenmistir. 2 uM abemaciclib uygulamasi sonrasi bu oran %48,9 luk bir
popiilasyonu etkiledigi gosterilmistir. Palbociclib (PD-03332991) uygulamasi sonucu
%89,4+1,3’lik bir popiilasyonda G1 fazinda tutuklu kalmaya neden olmustur. Doz artimi1
sonucunda %87,3+1,8 oraninda hiicre siklusu G1 fazinda tutuklu kalmis olup 6nemli bir

degisiklik goriilmemistir (Sekil 19).
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Sekil 19.PANC-1 pankreas kanseri hiicre hattinda CDK4/6 inhibitorii palbociclib'in (PD-0332991)
artan dozlarda 24 saat uygulamasi sonrasi hiicre siklusunda hiicre popiilasyonlarimnin tutulu kalmasi
iizerine etkisinin incelenmesi. Her bir sekil 2 farkli biyolojik 6rnegin ortalamasi + standard hatasi

seklinde degerlendirilmistir (n=2), (**** p <0.0001, *** p <0.001, ** p <0.01).
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Panc10.05 hiicre hatt1 i¢in hem abemaciclib (4pM) hemde palbociclib (7,5uM) i¢in segili
dozlarda uygulama gergeklestirilmistir. Her iki ilaca da benzer diizeyde cevap veren Panc
10.05 pankreas kanseri hiicre hattinda ise abemaciclib’in segilen dozda, uygulama
yapilmayan kontrol hiicrelere gére daha fazla hiicrenin G1 fazinda tutuklu kalmasina

neden oldugu gozlenmistir (Sekil 20).
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Sekil 20.Panc 10.05 pankreas kanseri hiicre hattinda CDK4/6 inhibitorleri palbociclib
(PD-0332991) ve abemaciclib’in (LY-2835219) secili dozlarda 24 saat uygulamasi
sonrasinda hiicre siklusunda hiicre popiilasyonlarinin tutulu kalmasi iizerine etkisinin
incelenmesi. Her bir sekil 2 farkli biyolojik 6rnegin ortalamasi + standard hatasi seklinde
degerlendirilmistir (n=2), (**** p <0.0001, *** p <0.001, ** p <0.01).
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Benzer sitotoksisite oranina sahip secili palbociclib dozu uygulamasi ise %41,8 lik
popiilasyon artisiyla belirgin diizeyde Panc 10.05 hiicrelerinin G2/M fazinda tutuklu

kalmasina neden olmustur (Sekil 20).

Palbociclib uygulamasiyla segilen iki farkli dozun (2uM ve 3uM) hiicre siklusundaki
cevap mekanizmasini irdelemek i¢cin PANC-1 hiicre hattinda hiicre siklusunda yer alan

hedef proteinlerin ifade seviyeleri incelenmistir (Sekil 21).
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Sekil 21.Hiicre siklusu kontroliinde gorev alan molekiiler hedeflerin palbociclib (PD-0332991)
uygulamasiyla secilen iki farkli dozun 24 saat icerisinde olusturdugu cevap mekanizmasinin
immubolotlama ile irdelenemesi. A) Her bir yiikkleme i¢in 30-50 pg protein kullanilmig olup %10-12
SDS-PAGE jellerinden sonug elde edilmistir. B-actin yiikleme kontrolii olarak kullanilmigtir. B) Western
Blot sonuglarina gore elde edilmis protein miktarlarmin imageJ programi kullanilarak normalize edilmesi

(**** p <0.0001, *** p < 0.001, ** p < 0.01).

Palbociclib’in PANC-1 hiicre hattinda CDK4 ifade seviyesinde 6zellikle 3 uM palbociclib
uygulamasi sonrasi1 azalma gozlenmistir. c-Myc ifade seviyesinin 3 uM palbociclib
uygulamasi ile azaldig1 p21 ifade seviyesinin ise arttig1 gdzlenmistir. Benzer uygulama
PANC-1 hiicre hattinda abemaciclib i¢in gerceklestirilmistir. Abemaciclib uygulamasinin
Rb fosforilasyonunu doza bagli sekilde azalttigi CDK4 ifade seviyesinde yine doza bagh
bir sekilde azalma gézlenmistir (Sekil 22).
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Palbociclib uygulamasimin Rb fosforilasyonuna ket vurmadigi ancak abemaciclib
uygulamasinin Rb fosforilasyonunu doza bagh sekilde azalttigi, 1 uM abemaciclib
uygulamasi Rb fosforilasyonunu palbociclib uygulamasina gore azalttigir gézlenmistir.
Her iki ilag¢ uygulamasi sonucu CDK4 ifade seviyesindeki azalmanin yani sira p21 protein
ifadesinde artis gozlenmistir. Proto-onkogen olan c-Myc protein ifade seviyesinde doza

bagli azalma her iki ila¢ uygulamasi sonucunda da gézlenmistir.
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Sekil 22.Hiicre siklusu kontroliinde gorev alan molekiiler hedeflerin palbociclib (PD-0332991)
uygulamasiyla secilen iki farkli dozun 24 saat icerisinde olusturdugu cevap mekanizmasinin
immubolotlama ile irdelenemesi. A) Her bir yiikleme i¢in 30-50 pg protein kullanilmis olup %10-12
SDS-PAGE jellerinden sonug elde edilmistir. B-actin yiikleme kontrolii olarak kullanilmigtir. B) Western
Blot sonuglarina gore elde edilmis protein miktarlarmin ImageJ programi kullanilarak normalize edilmesi

(**** p<0.0001, *** p < 0.001, ** p < 0.01).
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Sekil 23.PI3K/AKT/mTOR sinyal kaskadinda gorev alan molekiiler hedeflerin palbociclib (PD-
0332991) uygulamasiyla secilen iki farkli dozun 24 saat icerisinde olusturdugu cevap
mekanizmasinin immubolotlama ile irdelenemesi. A) Her bir yiikleme i¢in 30-50 pg protein kullanilmig
olup %10-12 SDS-PAGE jellerinden sonug elde edilmistir. B-actin yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir.
B) Western Blot sonuglarina gore elde edilmis protein miktarlarinin imageJ programi kullanilarak

normalize edilmesi (**** p <0.0001, *** p <0.001, ** p <0.01).

Palbociclib’in PANC-1 hiicre hattinda Rb fosforilasyonuna ket vurmadigi ancak
abemaciclib uygulamasmin Rb fosforilasyonunu doza bagl sekilde azalttig1 fakat her iki
ilacinda hiicre siklusunda G1 fazinda tutuklu kalmaya neden oldugu sonucuna varilmaistir.
Bu sonuglar irdelendiginde c-Myc ifade seviyesinin azalmasi hiicre sagkalimu ile ilgili
major regiilatdr gorev alan Akt sinyal kaskadina etkisi agisindan 6ncii bilgi saglamistir ve
PI3K/Akt sinyal kaskadininda palbociclib (Sekil 23) ve abemaciclib (Sekil 24)

uygulamasi sonrast doza bagimli bir sekilde azaldig1 gdzlenmistir.
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Sekil 24.PI3K/AKT/mTOR sinyal kaskadinda gérev alan molekiiler hedeflerin abemaciclib (LY-
2835219) uygulamasiyla secilen iki farkl dozun 24 saat icerisinde olusturdugu cevap
mekanizmasimin immubolotlama ile irdelenemesi. A) Her bir yiikleme i¢in 30-50 pg protein kullanilmig
olup %10-12 SDS-PAGE jellerinden sonug elde edilmistir. B-actin yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir.
B) Western Blot sonuglaria gére elde edilmis protein miktarlarinin Image J programi kullanilarak

normalize edilmesi.

Palbociclib ve abemaciclib’in AKT inhibisyonu aracili olarak hiicre sag kalimina ket
vurma potansiyeli oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde abemaciclib uygulamasi
sonucunda GSK3pB inhibe edici fosforilasyonun (Ser9) PANC-1 pankreas kanseri
hiicrelerinde abemaciclib uygulamas ile doza bagli olarak azaldigi gézlenmistir (Sekil
24). Palbociclib uygulamasi sonucunda ise GSK3p (Ser9) fosforilasyonunda anlamli
degisiklik olmamas1 CDK4/6 inhibitorlerinin hiicre tipine bagh olarak apoptotik etkileri
acisindan bir molekiiler hedef olarak GSK3’iin kritik oldugunu diistindiirtmiistiir. Ayrica
hiicre sagkalimi ve 6liimii ile ilgili sinyal kaskadindan 6énemli bir yeri olan AMPK protein
ifade seviyesi palbociclib ve abemaciclib’in terapotik mekanizmalari a¢sindan iki farkli
doz ile AMPK fosforilasyonu irdelenmis olup palbociclib segili olan iki doz icin PANC-
1 hiicrelerinde AMPK fosforilasyonunu (Thr172) arttirdigi sonucuna varilmstir (Sekil
23).
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Abemaciclib ise doza bagimli bir sekilde AMPK aktivitesini diisiik doz uygulamasinda
(1uM) azaltirken, daha yiiksek doz (2 uM) uygulamasi sonucunda hem anlamli diizeyde
bir AMPK aktivasyonuna (kontrol hiicrelere oranla) neden olmamustir (Sekil 24).

Bu etki mTOR sinyal kaskadi agisindan irdelenmis olup mTOR aktivitesinde azalma
palbociclib uygulamasini takiben belirlenmistir ve mTOR fosforilasyonunda (Ser2448) da
azaldig1 gozlenmistir. Bu etki asag1 sinyal yolaginda bulunan p70S6K’nin fosforilasyon
aktivitesinde benzer bir sekilde azalmaya neden olmustur. Tersine abemaciclib

uygulamasi p70S6 aktivitesinde PANC-1 hiicrelerinde artisa neden olmustur.

3.5. CDKa4/6 inhibitorleri PANC-1 ve Panc 10.05 hiicre hatlarinda hiicresel

yaslanmanin tetiklenmesinde farkhilik gostermektedir.

Hiicresel yaslanma (senesens), farkli metabolik aktivite ve hiicre morfolojisindeki
degisikliklerle birlikte yaslanan hiicrelerde G1 fazinda (G1 ¢ikisi) geri doniisiimsiiz olarak
hiicre dongiisii durmasi ve hiicre proliferasyonunu durdurdugu olarak bilinmektedir. Bu
etkiyi belirlemek i¢in yapilan hiicre siklusu akis sitometrisi analizi ile desteklenmistir.

Ayrica hiicresel yaglanma sonucu CDK4/6’nin inhibe oldugu bilinmektedir.

CDK4/6 inhibitorlerinin senesens agisindan indiikleyici rolleri PANC-1 ve Panc10.05
hiicrelerinde incelenmistir ve kontrol hiicrelere gore hiicresel yaslanma siiregleri
kiyaslanmigtir (Sekil 25). Daha once belirlenen dozlarda 24 saat palbociclib ve
abemaciclib uygulamasini takiben Senescence B-Galactosidase Staining Kit #9860 (CST)

belirtilen protokole gore boya uygulamasi gerceklestirilmistir.

PANC-1 hiicre hattinda segili dozlarda palbociclib ve abemaciclib ila¢ uygulamasi ile
birlikte senesensin kontrol hiicre grubuna gore artmakta oldugu SA-B Gal ile pozitif
boyanan hiicreler sonucu gézlenmistir. Bu nedenle hiicrelerde CDK4/6 inhibitdrlerinin bu
hiicrelerde CDK4/6°1 inhibe edebildigi sonucuna varilmistir. PANC-1 hiicre hattinda bu
sekilde gozlenen etkinin hiicre 6liimii olgusundan 6nce hiicresel senesensin ilk 24 saat
icerisinde daha belirgin bir sekilde goriildiigii sonucuna varilmistir. Panc10.05
hiicrelerinde ise hem kontrol hemde secili dozlarda ilag uygulanan hiicrelerde senesens ile

ilgili pozitif boyama saptanmamustir.
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Sekil 25.3x105 hiicre olacak sekilde 6 kuyucuklu petrilere ekilen hiicreler, ila¢c uygulamasina
takiben Senescence B-Galactosidase Staining Kit #9860 (CST) ile boyama gerceklestirilmistir. Bir
gece fB-gal uygulamasinin ardindan 151k mikroskobunda incelenmistir. Sonuglar iki ayr1 biyolojik tekrarin

bir tanesinin sonucu olarak sunulmustur.

3.6. Apoptotik popiilasyonlar iizerindeki etkinin belirlenmesi amaciyla
CDKA4/6 inhibitorleri uygulamasim takiben pankreas kanseri hiicre

hatlarinda erken ve ge¢ 6liim kararn siireci farkhihik gostermektedir.

CDK4/6 inhibitorlerinin etkin dozlarmin irdelenmesi ve hiicre Oliimii karar
mekanizmasinda detayl bir sekilde rollerinin belirlenmesi amaciyla Annexin V/PI analizi
gerceklestirilmigtir. Hiicrelerde her iki CDK4/6 inhibitori icin segilen doz birden fazla
hiicre sagkalimi-6lim testi ile hiicre hatt1 spesifik olarak incelenmistir. Yapmis
oldugumuz o6ncii deneylerde AnnexinV/Pl boyama sonucunda segili dozlarin 24 saat
uygulama sonucunda hiicre 6lumiinde erken ve ge¢ apoptotik popiilasyonlar tizerinde

ozellikle PANC-1 hiicrelerinde kontrol hiicrelere gore etkili olmadigi tespit edilmistir.
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Bu durum hiicre siklusundaki tutuklu kalmanin se¢ili zaman diliminde belirgin bir apoptoz
cevabini tetiklemedigini gostermistir. PANC-1 hiicrelerinde sadece 2 uM palbociclib
uygulamasi %10 oraninda tiim 6liim orani kararinda etkili olmustur (Sekil 26). PANC-1
hiicrelerinde G1 fazinda abemaciclib secili dozda tutuklu kalmaya neden olmakla birlikte
daha yiiksek doz uygulamasi durumunda (2 pM) 6liim oraninin degismedigi saptanmustir.
Palbociclib uygulamasi ise PANC-1 hiicrelerinde oldugu tizere Panc 10.05 hiicrelerinde
%10 oraninda kontrol hiicrelere oranla hiicre 6liimiinii arttirmigtir (Sekil 27).

Apoptotik hiicre élimiiniin gosterilebilmesi amaci ile segili dozlarda 48 saat boyunca
PANC-1 hiicre hattinda uygulama yapilmis ve yeniden apoptotik hiicre olimi
popiilasyonlart irdelenmistir (Sekil 27). Bu kapsamda, PANC-1 hiicrelerinde ilk 24 saat
uygulama sonrasinda her iki ila¢ uygulamasini takiben ge¢ ve erken apoptotik 6liim
cevabinda anlaml bir degisiklik gézlenmemistir. Ancak palbociclib ve abemaciclib igin
farkli bir etki 48 saat uygulama sonucunda gozlenmistir. PANC-1 hiicrelerinde %30
diizeyinde abemaciclib etki diizeyini arttirmis olup, palbociclib uygulamasi da benzer

sekilde %20 oraninda hiicre 6limiini 24 saat uygulamasina gore arttirmistir (Sekil 27).

Panc10.05 hiicrelerinde hiicre akis sitometrisinde hiicre siklusu ¢alismasi sonucunda G1
fazinda abemaciclib se¢ili dozda tutuklu kalmaya neden olmakla birlikte daha yiiksek doz
uygulamasi durumunda (4 pM) 6lim oraninin degistirmedigi saptanmigtir. Bu durum
hiicresel yaslanma ile de irdelenmis olup Panc10.05 hiicre hattinda herhangi bir hiicresel
yaslanma cevabi gelismedigi tespit edilmistir (Sekil 25) bu yiizden hiicrelerde erken ve
geg apoptotik popiilasyonlarda anlamli olarak artis gériillmemesinin, hiicre 6liimii olgusu
ve hiicresel yaglanmanin ilk 24 saat icerisinde herhangi bir etki gostermedigi sonucuna
vartlmistir. Palbociclib uygulamasi ise PANC-1 hiicrelerinde oldugu tizere Panc10.05

hiicrelerinde %10 oraninda kontrol hiicreler oranla hiicre 6liimiinii arttirmistir (Sekil 27).
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Sekil 26.PANC-1 hiicre hattinda Annexin V/PI hiicre 6liimii analizi. Dort bolmeli grafik FL-1 ve FL-3’de boyama uyumlandirmasinin ardindan elde edilen

20000 olayin okunmasi ile ¢izilmistir. A) 24 saat CDK4/6 inhibit6rii uygulamast sonucu. B) 48 saat CDK4/6 inhibit6rii uygulamasi sonucu. Deney iki kez

tekrarlanis olup segilen sekiller sunulmaktadir (n=2, **** p <0.0001, *** p <0.001, ** p <0.01).
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Sekil 27.Panc 10.05 hiicre hattinda 24 saat CDK4/6 inhibitorii uygulanmasi sonucu Annexin V/PI

hiicre 6liimii analizi. A) Bu deney kapsaminda Annexin V ve PI boyamas1 hucrelere 48 saat boyunca

CDK4/6 inhibitorlerinin uygulanmasi sonucunda gerceklestirilmistir. 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).

Hiicrelerde apoptotik 6liim mekaniznasinin aktivitesini daha iyi irdeleyebilmek igin

Annexin V/ PI sonuglarindan yola ¢ikarak apoptotik yolakta 6nemli olan molekiiler

hedefler immublotlama yontemi ile incelenmistir.

Aktiflesen Bax ve Bak mitokondri membraninda por olusumunu indiikleyerek zar

potansiyelini degistirmektedir. Bu anlamda PANC-1 hiicre hattinda Bax pro-apoptotik

proteinin ifade seviyesinde kontrol grubuna gére CDK4/6 inhibitorii uygulamasi

sonucunda anlaml1 bir degisiklik goriilmemistir. Bu sonuca ek olarak efektor olarak gorev

alan Kaspaz 9’un ifade seviyesinde de anlamli bir degisiklik gdézlenmemis olup

abemaciclib uygulamasinin protein ifade seviyesini azalttig1 gézlenmistir.
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Apoptoz sinyalinin en énemli ve son hedefi olan PARP’1n fragmentasyonu kritik olup

palbociclib uygulamasi sonucu PARP ifade seviyesinde artis gézlenmistir (Sekil 28).
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Sekil 28.Apoptoz sinyal yolunda bulunan 6nemli molekiiler hedeflerin CDK4/6 inhibitorleri
uygulanmasiyla etkisinin incelenmesi. Yiikleme basina 30-50 pg protein kullanilmis olup %10-12 SDS-
PAGE jellerinden sonug elde edilmistir. B-tubulin yiikleme kontrolii olarak kullanilmigtir (**** p <
0.0001, *** p <0.001, ** p<0.01).

Bu sonuglarla uyumlu olarak PANC-1 hiicre hattinda 24 ve 48 saat lik CDK4/6 inhibitorii
uygulamasit sonucu Annexin V/PI sonucunda da hiicre oliimiiniin tetiklenmesinde
ozellikle 24 saatte etki goriilmedigi sonucuna varilmistir. CDK4/6 inhibitorleri
uygulamasi sonucu hiicre siklusunda takili kalma siiresinin uzamasi ve hiicrelerin hiicresel
yaglanma siirecine giriyor olmalari apoptotik 6liim mekanizmasinda gecikme oldugu

sonucuna varilmistir.

PANC-1 hiicre hattinda 24 saatlik CDK4/6 inhibitorii uygulamasi sonrasi apoptoz
kararinin ge¢ alindig1 sonucuna varilmistir fakat mTOR fosforilasyonununda 6zellikle doz
bagimli gerceklestirilen immunoblotlama analizleri sonrast palbociclib uygulamasi ile
azalma goriiliilyor olmast ayni deney diizenegi bu kez otofajik belirteglerin taranmasina

yonelik olarak kullanildi.
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Sekil 29.0tofaji sinyal yolunda bulunan 6nemli molekiiler hedeflerin CDK4/6 inhibitorleri

uygulamasi sonucu etkilerinin irdelenmesi. Yiikleme basina 30-50 pg protein kullanilmis olup %10-12

SDS-PAGE jellerinden sonug elde edilmistir. B-tubulin yiikleme kontrolii olarak kullanilmigtir (**** p <
0.0001, *** p < 0.001, ** p<0.01).

Otofajinin aktivasyonu i¢in dncelikle memelilerde ULK 1’1n aktive olmasi gerekmektedir

ve PANC-1 hiicre hattinda palbociclib uygulamasi sonucu abemaciclib uygulamasina gore

ULK 1 aktivasyonunu az diizeyde arttirmistir. Beclin-1 ifade seviyesi her iki CDK4/6

inhibitorii uygulanmasi sonucu azalmistir. P62, hiicre i¢cindeki anormal yapilar1 tantyan

ve otofaji tarafindan yikimlarina yol agan bir protein olmakla birlikte PANC-1 hiicre

hattinda palbociclib uygulamasi sonucu p62 (SQSTM1) yikiminin gergeklestrigi kontrol

hiicrelere gore ifade diizeyinde azalma oldugu gozlenmistir (Sekil 29).
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3.7. Palbociclib ve abemaciclib pankreas kanseri hiicre hatlarinda hiicre

sagkalim ve oliimiinii tetikleyici etki gostermektedir.

Hiicrelerde her iki CDK4/6 inhibitorii icin segilen doz birden fazla hiicre sagkalimi ve
hiicre 6limii testi ile incelenmistir. Bu kapsamda, PANC-1 pankreas kanseri hiicre
hattinda fluoresan mikroskobu ile hiicre o6limu, DNA kiriklari, mitokondri membran
potansiyeli kayb1 gosterilmistir (Sekil 30). 3,3’ Diheksiloksakarbosiyanin Iyodiir (DiOC6)
boyama ile mitokondri membran potansiyel (MMP) kaybi belirlenmistir. DiOC6 boyasi
pozitif yiiklii bir boya olup negatif yiiklii mitokondriler tarafindan tutunmasini saglar ve

mitokondri membran potansiyeli bozulmus apoptotik hiicrelerde boya tutunamaz.

PANC-1 hiicre hatt1 24 saat boyunca 1 pM abemaciclib ve 2 uM palbociclib ile muamele
edilmistir. 24 saat sonunda DiOC6 (4mM) ile boyama gergeklestirilmistir ve fluoresan
mikroskobunda incelenmistir. Her iki ila¢ uygulamasi sonrasi hiicre morfolojisinde gozle
goriilir degisime sebep olmakla birlikte abemaciclib uygulamasinin hiicre
morfolojisindeki degisimle birlikte hiire sayisinda da kontrol grubuna kiyasla gozle
goriiliir bir azalma meydana getirdigi ve bu sekilde mitokondri membran potansiyeli
(MMP) kaybinda artis ile i¢sel yolak araciligiyla apoptotik hiicre 6liimiiniin temel
gostergesi mitokondri membran potansiyelinin bozulmasi ile apoptotik 6liim belirlenmis

olur.

4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) boyama (DNA kiriklarinin belirlenmesi) hiicrelerde
kemoterap6tik ajanlarin neden oldugu DNA kondensasyonunu gozlemlemek ig¢in
gergeklestirilir. DAPI DNA’ya baglanabildiginden hiicrenin kromatini dolayisiyla
nukleusu goriiniir hale gelebilir. Apoptotik stirecte DNA kiriklar ve DNA kondensasyonu
boyanin nukleusta birikimiyle parlak 1s1ma olarak gozlenir.

Propidyum lIyodiir (PI) boyama ile ilaca maruz kalan &lii hiicrelerin hiicre membran
permabilitelerinin bozulmasi sonucu propidyum iyodiir boyasini hiicre ig¢ine almalar
esasina dayanir. Apoptotik Oliimiin belirlenmesi i¢in kullanilan propidyum iyodiir
fluoresan probu ve DNA kiriginin yani niiklear kondensasyonun belirlenmesi i¢in
kullanilan DAPI fluoresan probu ile PANC-1 pankreas kanseri hiicre hattinda her iki ilaca
bagli degisimi incelenmistir (Sekil 30).
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PANC-1 pankreas kanser hiicre hattinda abemaciclib ve palbociclib uygulasiyla Pl ve
DAPI fluoresan boyama ile irdelenen hiicre 6limii ve DNA kiriklarinin belirlenmesiyle
(Sekil 30) 1 uM abemaciclib uygulamasi ile PI boyamada hiicre 6liimiiniin arttigi, DAPI
ile boyandiginda ise DNA kiriklarinin olustugu goézlenmistir. DNA kiriklar1 40X
biiyiitmede daha net gdzlenmistir. Her iki ilag uygulamasi ile fluoresan boyama sonucuna
bagli olarak DNA hasarina sebep olmaktadir ve PI boyamada hiicre oliimiinde artig

gozlenmistir.
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Sekil 30.PANC-1 hiicre hattinda CDK4/6 inhibitorlerinin hiicre sagkalimi, mitokondriyal membran potansiyeline ve hiicre dliimiine etkisinin 151k ve
floresan mikroskobunda incelenmesi. Abemaciclib (1 uM LY-2835219) ve palbociclib (2uM PD-0332991) PANC-1 hiicrelerine 24 saat boyunca uygulandi.
DIOC6, Propidium iyodiir (PI) ve DAPI ile boyanan hiicreler floresan mikroskobunda incelendi (x10-x40).



Benzer sekilde Panc 10.05 pankreas kanseri hiicre hattinda fluoresan mikroskobu ile hiicre
oliimii, DNA kiriklart ve mitokondri membran potansiyeli kayb1 gosterilmistir (Sekil 31).
24 saat abemaciclib ve palbocilib uygulamasi sonras Panc 10.05 hiicrelerinde mitekondri
membran potansiyelinde (MMP) bozulmaya ve hiicre canliliginda azalmaya sebep
olmustur. Palbociclib uygulamasi sonrast MMP degisimi abemaciclib uygulamasina gore
hiicre morfolojisinde ve sayisinda belirgin sekilde azalma oldugu ve MMP kaybinda ki

artisin apoptotik hiicre 6liimiiniinde tetikledigi gdzlenmistir.

Apoptotik 6liimiin belirlenmesi i¢in kullanilan Propidyum iodide (PI) fluoresan probu ve
DNA kirigimin yani niiklear kondensasyonun belirlenmesi i¢in kullanilan DAPI fluoresan

probu ile Panc10.05 hiicrelerinde her iki ilag uygulamasi sonucu degisimi incelenmistir.

Abemaciclib uygulamasiyla tetiklenen hiicre 6liimiiniin palbociclib uygulamasina gore
daha fazla oldugu gozlenmistir. Her iki CDK4/6 inhibitdrii DNA kiriklart olusumunu
tetiklerken palbociclib, abemaciclibe gore ge¢ zamanli apoptoz belirteci olan DNA kirigi

olusumunu daha fazla tetiklemistir.
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Sekil 31.CDK4/6 inhibitorlerinin Panc10.05 hiicre hattinda hiicre sagkalimi, mitokondriyal membran potansiyeli ve hiicre 6liimiine etkisinin
151k ve floresan mikroskobunda incelenmesi. Abemaciclib (4 uM LY-2835219) ve palbociclib (7,5 uM PD-0332991) Panc10.05 hiicrelerine 24 saat
boyunca uygulandi. DIOC6, Propidium iyodiir (PI) ve DAPI ile boyanan hiicreler floresan mikroskobunda incelendi (x 10-x40).
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3.8. Palbociclib ve abemaciclib uygulamasi ile birlikte her iki pankreas
kanseri hiicre hattt AMPK ile iliskili iist ve alt sinyal kaskadinda bulunan
PIBK/Akt/mTOR tarafindan modiile edilmektedir.

Abemaciclib ve palbociclib arasindaki AMPK iligkili molekiiler sinyal yolaklarinin
diizenlenmesinde etkilerinin daha iyi bir sekilde incelenmesi icin AMPK asag1 sinyal
yolaklar1 incelenmistir. Bu amagla gerceklestirilen immunoblotlama sonuclarina gore
mTOR fosforilasyonu sadece PANC-1 hiicrelerinde palbociclib uygulamasi sonrasinda

korunmakla birlikte bu hiicrelerde Raptor’un ifadesi azalmistir (Sekil 32).
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Sekil 32. Secili dozlarda CDK4/6 inhibitorlerinin etkilerinin PANC-1 hiicre hattinda
PI3K/AKT/mTOR sinyal yolu iizerinde protein ifade seviyesindeki degisikliklerin immunoblotlama
ile gosterilmesi. Her bir yiikleme igin 30-50 pg protein kullanilmig olup %10-12 SDS-PAGE jellerinden
sonug elde edilmistir. B-aktin yiikleme kontrolii olarak kullanilmigtir (**** p <0.0001, *** p <0.001, **

p <0.01).
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PANC-1 ve Panc10.05 hiicrelerinde mTOR Ser2448 fosforilasyonu CDK 4/6 inhibitorleri
uygulamasi sonucunda azalmistir (Sekil 32 ve 33). Hiicre aglig1 sonucunda azalan p-
MTOR Ser2448/mTOR oram1 AMPK aktivitesinin artis1 ile palbociclib uygulanan
hiicrelerde korelasyon gostermekte olup, abemaciclib uygulanan hiicrelerde hiicre
acliginin mTOR {izerinde metabolik olarak sensér mekanizma ile algilandigini
gostermektedir. CDK4/6 inhibitori olarak abemaciclib AMPK fosforilasyonunu PANC-
1 hiicre hattinda kontrol gruba kiyasla azaltmakta olup Pan10.05 hiicre hattinda kontrol
gurubuna kiyasla anlamli derecede ifade diizeyine etkisi gozlenmemistir. AKT,
fosfotidilinositol 3-bagimli kinaz 1 (PDK1) tarafindan fosforillenerek aktive olmaktadir.
Fosfotidilinositol 3-bagimli kinaz 1 ‘in fosforile halinde (p-PDK1) abemaciclib
uygulamasi ile azalma goriiliirken palbociclib uygulamasi sonucu ters etki goriilmiistiir.

Bu durum AKT’m (Ser453) fosforilasyonunda azalmay1 engelledigini gostermektedir.
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Sekil 33.Segili dozlarda CDK4/6 inhibitorlerinin Panc10.05 hiicre hattinda PI3K/AKT/mTOR sinyal
yolu iizerinde protein ifade seviyesindeki degisikliklerin immunoblotlama ile gosterilmesi. Her bir
yiikleme i¢in 30-50 ug protein kullanilmis olup %10-12 SDS-PAGE jellerinden sonug elde edilmistir. -
aktin yiikleme kontrolii olarak kullanilmistir (**** p < 0.0001, *** p < 0.001, ** p <0.01).
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Ayrica lipid profilleri ve CKD4/6 inhibitorlerinin terapdtik yetkinliklerini gostermek
amaciyla hiicre icerisinde biriken lipit tipleri hiicre 6liim ve sagkalimi karari tizerinde
etkilidir. Bu sebeple AMPK ile iligskide olan lipit ve yag asidi metabolizmas1 molekiiler
hedefleri  tamimlanmistir.  PANC-1  pankreas kanseri  hiicrelerinde mTOR
defosforilasyonunu takiben p70S6K ifade seviyesi azalmistir. Hem abemaciclib hem de
palbociclib icin PANC-1 ve Pancl10.05 hiicrelerinde secili dozlar uygulamasi sonrasi
MTOR/AMPK ve lipid dizenlenmesi ile ilgili sinyal hedeflerinin hiicre tipine bagh
diizenlenmesi irdelenmistir (Sekil 34 ve 35). Kontrol grubu ve ilag uygulamasi
gergeklestirilen hiicrelerde p-ACC (Ser79) miktarlari aktiftir. Bu durumun tersine, ACC
fosforilasyonu PANC-1 hiicrelerinde sadece abemaciclib veya palbociclib 24 saat
boyunca segili dozlarda uygulama sonrasinda artig gostermistir (Sekil 34). P-ACC ifade
seviyeleri PANC-1 ve Panc 10.05 hiicre hatlarinda benzerlik gostermektedir.
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Sekil 34.CDK4/6 inhibitorlerinin secili dozlarda etkilerinin PANC-1 hiicre hattinda AMPK ve lipid
metabolizmasi ile iligkili onemli molekiiler hedeflerin protein ifade seviyesindeki degisikliklerin
immunoblotlama ile gosterilmesi. Her bir yiikleme igin 30-50 pg protein kullanilmis olup %10-12 SDS-
PAGE jellerinden sonug elde edilmistir. B-aktin yiikleme kontrolii olarak kullanilmigtir (**** p< 0.0001,
***p<0.001, ** p< 0.01).

66



CDKA4/6 inhibitorlerinin her ikisininde hem Panc-1 hem de Panc10.05 hiicrelerinde benzer
ACC inaktifleyici fosforilasyonu tetiklemelerinin yanisira ATP sitrat liyazin (ACLY)
birikimine neden olmustur. Ek olarak aktif AKT sinyali PANC-1 ve hiicre hatlarinda
devam etmekte olup, bu etki lipogenez ile iliskili ACLY fosforilasyonunu azaltmis ve

hiicrenin ilaca kars sitostatik etkisine neden olmustur (Sekil 34).
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Sekil 35.CDK4/6 inhibitorlerinin secili dozlarda etkilerinin Panc10.05 hiicre hattinda AMPK ve
lipid metabolizmasi ile iliskili 6nemli molekiiler hedeflerin protein ifade seviyesindeki degisikliklerin
immunoblotlama ile gosterilmesi. Her bir yiikleme igin 30-50 pg protein kullanilmis olup %10-12 SDS-
PAGE jellerinden sonug elde edilmistir. B-aktin yiikleme kontrolii olarak kullanilmigtir (**** p < 0.0001,

**%p<0.001, ** p<0.01).

Lipid metabolizmasinin homeostazinin siirdiiriilmesinde ¢ift yonlii fonksiyona sahip olan
Lipin-1, PANC-1 hiicre hattinda 2 uM palbociclib uygulamasi sonucu azalmis olup
Panc10.05 hiicre hattinda tam tersi bir etki gozlenmistir (Sekil 35). Lipin-1 aracili
diizenlenen PPARY (peroksizom-proliferator ile aktive edilmis reseptor y) PANC-1 hiicre

hattinda arttan ifade seviyesi seklinde gézlenmistir.
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Trikarboksilik asit (TCA) dongiisiiniin mitokondriyal enzimi olarak kabul edilen
Fumarase ifade seviyesi PANC-1 hiicre hattinda abemaciclib uygulamasi ile azalirken
(Sekil 34) Panc 10.05 hiicre hattinda her iki ilag uygulamasini takiben gozlenmistir (Sekil
35).

CDKA4/6 inhibitorlerinin hiicrelerde lipid igerigine olan etkisinin daha net bir sekilde
anlasilmasi i¢in Oil Red O boyama ve fluoresan bir prob olan ayrica nétral lipidlerin
gosterimi i¢in kullanllan BODIPY® boyast DAPI ile es zamanli olacak sekilde
uygulanmistir. Palbociclib ve abemaciclib igin lipid tutulumlari agisindan hiicrelerde
farkli cevaplara neden olmustur. PANC- ve Panc10.05 hiicrelerinde goriilen sonuglara
gore palbociclib uygulamasina ardigik Oil Red O tutulumu hiicrelerde kontrol hiicrelere
benzer sekilde kalirken, abemaciclib uygulamasinin ardindan boyama tutulumunda
azalma goriilmistiir. Bu sonuglar ile BODIPY® yogunlugu, tim hiicrelerde farkliliklar
gostermekte birlikte CDK4/6 inhibitdrlerinin yesil floresan oraninda azalmaya neden
oldugu belirlenmistir. PANC-1 hiicrelerinde nétral lipidlerin miktarini kontrol hiicrelerine
gore azaltmasina ragmen (Sekil 36), Panc10.05 hiicrelerinde palbociclib nétral lipidlerin
tutulumunu ve miktarini azaltmistir (Sekil 37). Bu siireg¢ AMPK/mTOR sinyal yolag: ile

etkilesimin bir sonucu olma potansiyelinde oldugu sonucuna varilmistir.
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PANC-1

= 1pM LY 2 uM PD

BODIPY

DAPI

BODIPY+DAPI

Sekil 36.BODIPY (4,4-difloro-1,3,5,7,8-pentametil-4-bora-3a, 4a-diaza-s-indasen)-DAPI beraber (sol panel) ve Oil Red O boyama (sag panel) sonucu
PANC-1 hiicrelerinde CDK4/6 inhibitorleri acisindan degerlendirilmesi. DAPI ¢ekirdek boyamasi igin kullanilmigtir. BODIPY (sol panel) boyasi dogal

lipidlerin boyanmasini saglamistir. Oil Red O (sag panel) boyamasi ile 151k mikroskobunda hiicredeki lipid igerigi gdsterilmistir.
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Sekil 37.BODIPY (4,4-difloro-1,3,5,7,8-pentametil-4-bora-3a, 4a-diaza-s-indasen)-DAPI beraber (sol panel) ve Oil Red O boyama (sag panel) sonucu
Panc10.05 hiicrelerinde CDK4/6 inhibitorleri acisindan degerlendirilmesi. DAPI ¢ekirdek boyamasi i¢in kullanilmistir. BODIPY (sol panel) boyasi dogal

lipidlerin boyanmasini saglamistir. Oil Red O (sag panel) boyamasi ile 151k mikroskobunda hiicredeki lipid igerigi gosterilmistir.
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4. TARTISMA

Kanser diizenli olmayan hiicre biiylimesi, invazyon ve hiicrelerin orjin noktasindan
viicudun bagka bolgelerine yayilmasi ile karakterize edilen bir hastalik grubudur. Kanser
vakalar1 son yillarda 6zellikle kanser tiplerine gore oldukca artis gostermekle birlikte

sayinin ileri ki yillarda artacag istatistiksel verilerle hesaplanmustir.

Pankreas kanseri, diinyadaki en oOliimciil malignitelerden biridir ve kansere bagh
oliimlerde dordiincii sirada yer almaktadir. Son yillarda yapilan istatistiksel analizlere gore
5 yillik sagkalim oran1 % 6'dan fazla olmamakla birlikte hastalarin % 80'inden fazlasi tani
aninda lokal veya metastaz gosterir ve bu nedenle potansiyel olarak kiiratif cerrahi tedavi
icin uygun goriilmemektedir. Cerrahi operasyon gecirecek hastalarim % 70'inde bir yil
icinde metastatik olarak hastalik gelistirdikleri tespit edilmistir. Pankreas kanserinin tani
ve tedavisinde ki bu zorluklar pankreas kanserini 21. yilizyilda kanserler arasinda ele
alinmas1 gereken “kanser kral1” ve “en zor tas” yapmaktadir. Bu nedenle, pankreas kanseri
metastazinin biyolojisi ve genetiginin daha iyi anlagilmasi i¢in daha hassas ve spesifik

belirteglerin veya hedeflerin kesfi oldukga 6nem arz etmektedir [1] [111].

Pankreas kanserinde en yaygin olarak mutasyona ugramis genler, tiimorlerin % 90'indan
fazlasinda meydana gelen KRAS ve dogal sikline bagimli kinaz inhibitorii olan p16'™ <4
CDKN2A'dir (vakalarin>% 90'inda inaktive edildigi tespit edilmistir). KRAS geninde
bulunan bu mutasyon PI3K/AKT sinyal yolunu yeniden diizenleyerek hiicre sagkalimi ile
birlikte hiicre gog¢iindeki mekanizmalar tetikleyebilmekte ve bir ¢ok sinyal kaskadini
aktive etmektedir. Bununla birlikte siklikla goriilen CDK2NA (pl6) ve TP53’in

aktivasyon kaybi kontrolsiiz hiicre ¢cogalmasina sebep olmaktadir [112].

Hiicre boliinmesini yonlendiren CDK'ler pek ¢ok kanser tipinde siklikla hiperaktiviteyle
sonuclanan ve proliferatif sinyalin devamliligi, iyi bilinen bir malignitenin ayirt edici
ozelligi olarak karsimiza g¢ikmaktadir. CDK'lerin inhibisyonunun kontrol edilemeyen
hiicresel ¢ogalmay1 durdurmasi gerektigi diisiincesi gz oniine alindiginda ve kanserde bu
sistemin aktive olmamasi durumu CDK’lerin farmakolojik inhibitorlerini gelistirmeyi

hedef haline getirmistir.
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CDK 4 /6, hiicre dongiisiiniin G1 fazindan S fazina hiicresel gegisini spesifik olarak
diizenler ve CDK4 / 6 inhibitorleri, G1 hiicre dongiisii durmasini indiikleyerek kanser
hiicrelerinin proliferasyonunu etkili bir sekilde bloke eder. Hali hazirda gelistirilen bu
ajanlar arastirma laboratuvarlarindan klinik c¢alismalara gegmistir ve en iyi bilinen ii¢
CDKIi suan metastatik meme kanserinin tedavisi i¢in FDA onay1 almistir. Bu ti¢ CDK4/6
inhibitorii; palbociclib (PD-0332991, Ibrance; Pfizer), ribociclib (LEE-011; Novartis) ve
abemaciclib (LY-2835219; Elli Lilly) tir. Her {i¢ ajan da, daha 6nceden belirlenmis
standartlarda tedavi i¢in kullanilan anti-Gstrojen tedavisine ek CDKA4/6 inhibitérleri
eklendiginde sagkalimda iyilesmeler gosteren klinik ¢alismalarin sonuglarina dayanarak
ostrojen reseptorii (ER) pozitif meme kanseri tedavisinde kullanilmakla birlikte aromataz
inhibitorleri (Al'ler) veya fulvestrant gibi endokrin tedavisi ile birlikte kullanim i¢in

onaylanmustir [54] [56].

Abemaciclib benzer bir hasta popiilasyonunda mono-terapi olarak kullanim igin
onaylanmistir. Transgenik hayvanlarda yapilan ¢aligsmalar, siklin D1 eksikliginin giiclii ve
spesifik olarak meme epitel proliferasyonunu bozdugunu ve bu dokudaki CDK4 / 6 yolu
icin 6nemli bir rol oynadigini gostermistir [54]. Ayrica siklin D1 ve CDK4, ¢esitli murin
meme tlimorlerinin olusumu ve biiyiimesi ic¢in gerekli oldugu tespit edilmistir. Meme
kanserinde CDK4/6 inhibitorlerinin ilk klinik 6ncesi ¢alismasi, azalmis Rb fosforilasyonu
ve hiicre dongiisii durmast ile kanitlandigi gibi, insan meme kanseri hiicrelerinin biiyiik

bir kisminin palbociclib'e duyarli oldugunu gostermistir [54].

CDK4 / 6 inhibitorlerine karsi direng gelistiren durumlarda kombine tedavilerin 6nemi 6n
plana ¢ikmaktadir. Ornegin, meme kanserinde nerdeyse tiim tiimdrler uzun siireli
tedaviden sonra bu ajanlara direng kazanirlar ve altta yatan mekanizmalar da tam olarak

anlagilamamustir.

CDK4 / 6 aktivitesi, siklin D gen amplifikasyonu ve CDKN2A kayb1 dahil olmak tizere
cesitli genomik degisiklikler yoluyla kanserlerde yukari regiile edilir ve bu degisiklikleri
barindiran kanserlerin farmakolojik CDK4 / 6 inhibisyonuna en duyarli olmas1 gerektigi

diistiniilmektedir.
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Ancak bazi calismalar bu teoriyi ciiriitmektedir. Ornegin, meme kanseri igin palbociclib'in
klinik ¢aligmalarinda, CCND1 amplifikasyonu ve pl6 ekspresyonu kaybi CDK4 / 6
inhibitériinii cevapsiz birakma potansiyeline sahip oldugunu gostermistir [113].
Palbociclib, yapilan calismalarda Rb pozitif hiicrelerde etkili olurken, Rb negatif
kanserlerde basarisiz oldugu gosterilmistir. p16 (INK4A) (CDKN2A) ve dolayisiyla Rb
yolundaki fonksiyon kaybi mutasyonlar1 PDAC’de ortak olarak gosterilmekle birlikte
hastaligin hizli ilerlemesinin 6nemli bir nedeni olarak sunulmustur [113]. Bu susturma
CDK4 / 6'y1 aktive ederken, p16 (INK4A) yetersiz PDAC’de yine de farmakolojik CDK4
/ 6 inhibisyonuna direngli oldugu gosterilmistir [114].

Palbociclib ve IGF1 reseptor inhibitorleri ile kombinasyon ve pankreas kanseri primer
timor  eksplantlarinda  timor  hiicrelerine karst  giiglii  sitotoksisite ~gdstermistir.
Abemaciclib, insan ksenograftlarinda tiimor biiyiimesinde azalmaya yol agan CDK4 / 6'y1
inhibe eder, ancak su ana kadar pankreas kanseri i¢in spesifik bir hedef olarak

gosterilmemistir [114].

Kanser hiicrelerindeki metabolik farkliliklardan dolay: ilaglara yanit mekanizmasi da
degismektedir ve bu sebeple kanser hiicrelerindeki etkileri ayn1 olmamaktadir.

Bu calisma kapsaminda palbociclib ve abemaciclib’in genomik ve biyolojik 6zellikleri
acisindan farklilik gosteren; KRAS, TP53 ve CDK2N/p16 (HD) gibi mutasyonlar igeren
PANC-1 ve Pancl0.05 hiicre hatlarinda hiicre sagkalim ve o6limi ile iliskili sinyal
yolakarinin ele alinmasiyla birlikte hiicre i¢i enerji sensorii olarak gorev alan AMPK gibi
molekiiler hedeflerin 6zellikle palbociclib gibi kiigiik molekiiller ile bu aktiviteyi regiile
ederek yag asidi metabolizmasina etkileri gosterilmistir.

PANC-1 ve Pancl10.05 hiicre hatlarinda 24 saat palbociclib ve abemaciclib’in artan
dozlarda uygulanmasi sonucu ICsg degerleri yapilan analizler g6z 6niinde bulundurularak
hiicre canliligina etkiyi belirlememizi saglayan MTT testi sonucunda PANC-1 hiicre hatt1
icin ilk olarak her iki ila¢ i¢inde iki farkli doz araligi belirlenmistir (I uM-2uM LY-
2835219 ve 2uM-3uM PD-0332991). Secilen bu dozlar hiicre canliligimi %350-55
araliginda azaltmistir. Spesifik hedefler belirlemek amaciyla her ilagtan tek doz segme
yoluna gidilmistir. PANC-1 hiicre hatti i¢in segili dozlarda 1 uM LY %55 ve 2 uM PD

%350 oraninda hiicrelerde canlilig1 azaltmistir.
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Panc10.05 hiicre hatt1 i¢in ise doza bagimli bir siire¢ denenmemis olup her ilagtan hiicre
canliligini azaltan iki spesifik doz belirlenmistir.

Abemaciclib (LY-2835219) 4 uM doz %57.5 canlililik oranin1 azaltirken 7,5 uM PD
canlilik oraninin %352 oraninda azaltmistir. ilk sonuglar kapsaminda PANC-1 hiicre
hattinda daha diisiik dozlarda CDK4/6 inhibitorii uygulamasinin Panc 10.05 hiicre
hattinda ise daha yiiksek dozlarda uygulanmasinin her iki hiicre hatt1 karsilastirildiginda
ilaca duyarliliklarin1 anlamamizi ve PANC-1 hiicrelerinin daha diisilk dozda CDK4/6
inhibitorlerine daha duyarli oldugu sonucunu ortaya koymustur. Her iki CDKi
uygulamasinin hiicre hatlar1 arasinda benzer sitotoksisite gostermelerine ragmen doz
araliklarinda farklilik olmasinin hiicreler tiizerindeki etkinin farkli olmasindan
kaynaklanabilecegini diislindiirmiistiir (Sekil 13).

Ayrica CDK4/6 inhibitorlerinin hiicre boliinmesi konusunda azaltict etkileri PANC-1
hiicre hattinda MTT testi ile dogru orantili oldugu ve segilen doz araliklarinin
belirlenmesinde dnemli bir etken olmustur. Igerdigi mutasyonlardan dolay1 (TP53, KRAS
ve CDKN2/p16) agresif hiicre modeli oldugunu ve metastatik profil sergiledigi bilinen
PANC-1 hiicre hattinda ilag uygulamas: yapilmayan hiicrelere gore ilaglarin %50 nin
tizerinde koloni sayisinda azalma goriilmiis olmasi secili dozlarin etkili oldugunu
gostermektedir. Bu kapsamda abemaciclib (LY-2835219), palbociclib (PD-0332991)
uygulamasina gore etkili olmustur (Sekil 14 ve 15). Panc 10.05 hiicre hattinda segili
dozlarda abemaciclib (4 uM LY-2835219) uygulamasinin palbociclib (7,5 uM PD-
0332991) uygulamasina gore benzer sekilde etkili oldugu gosterilmistir (Sekil 16).

Bu caligma kapsaminda ele aliman pankreas kanseri hiicrelerinde abemaciclib (LY-
2835219) etkili bir terapotik olarak gosterilmistir. Hiicrelere palbociclib (PD-0332991)
uygulanmasi ise kismi etkili terap6tik sonuglar saglamaktadir.

Meme kanseri hiicre hatlarinda yapilan bir ¢alismada palbociclib’in tek basina ¢ok diisiik
dozlarda bile etkili oldugu ve enzatulamid isimli bir ajanla kombine halinde
uygulanmasinin sitostatik etkiyi arttirarak hiicre proliferasyonunda azalmayi tetikledigi

ve palbociclib ile indiiklenen G1 tutuklanmasina katkida bulundugu gosterilmistir [115].
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Pankreas kanserinde PANC-1 ve MIA PaCa-2 hiicre hatlarinda gergeklestirilen diisiik
dozlarda palbociclib (PD-0332991) uygulamasinin hiicre proliferasyonunu azalttigi
gbzlenmistir [116]. Abemaciclib (LY-2835219) uygulamasi sonucunda ise pankreas
kanserinde yapilan bir ¢alismada tek basina abemaciclib uygulamasinin (0,5 uM ve 0,98
uM ICsp degerine gore etkin doz araliklart) hiicre canliligini azalttigi [117] ve bu tez
kapsaminda segilen dozlarla benzer doz araligina ve efektiflige sahip oldugu
gosterilmistir. EK olarak bu veriler, hiicre sagkalimi ve metastazla iliskili sinyal
eksenininde se¢ilen doz araliklarinin hiicre canliligini azaltma kabiliyeti nedeniyle dikkat
cekici bir terapdtik strateji oldugunu vurgulamaktadir.

Hiicre siklusunda ana regiilator olarak gorev alan Retinoblastoma (Rb) proteini, hiicre
dongiisiiniin G1-fazi igindeki ilerlemesini kontrol ederek hiicre ¢cogalmasini diizenleyen
tiimdr baskilayici 6zelligi olan bir proteindir. Pankreas kanseri hiicre hatlarinda kullanilan
CDK4/6 inhibitorii olan palbociclib (PD0332991) ve abemaciclib (LY-2835219)’in
retinoblastoma protein seviyesine etkisinin incelenmesi amaci ile gergeklestirilen ELISA
sonuglarina gére Rb fosforilasyonlar1 ve hiicrelerde ilaglar tarafindan meydana gelen
hiicre siklusunda takili kalma durumunda PANC-1 hiicre hattinda Rb hipofosforilasyonu
agisindan her iki ilacin farkli yetkinliklerde oldugu sonucuna varilmistir. Ozellikle
abemaciclib uygulamasimin Rb hipofosforilasyonuna neden oldugu goézlenmistir (Sekil
17). Benzer sekilde Panc10.05 hiicre hattinda da abemaciclib ve palbociclib uygulamasi
Rb hipopfosforilasyonuna neden olmustur (Sekil 17). Rb’nin fonksiyonel kaybinin
hiicresel CDK4/6 inhibitorlerinin yiiksek diizeyde ekspresyonu ile iliskili oldugu
bilinmektedir.

Spesifik olarak, Rb kaybi, p16'™N<% birikmesine yol acan kendi replikasyon stresini

indiikleyeceginden yiiksek seviyelerde p16'N<4

eksprese eden ve hala hiicre dongiisii
boyunca ilerleyen herhangi bir tiimoriin CDK4 / 6 inhibisyonuna direngli olacagini
diistindirmektedir [51]. Bir ¢ok kanser tipinde goriilen p16 kopya sayist silinmesi ve
DNA metilasyonu sonucu etkisiz hale gelme potansiyelindedir. Yapilan galismalar p16
delesyonu olan kanser hiicrelerinin delesyon bulunmayan hiicrelere gore palbociclibe

daha duyarli olacagi yoniindedir [118].

75



Fakat yapilan baska bir calismada p16 susturuldugunda, Rb kontrolsiiz ¢ogalmaya izin
veren bir regiilator olarak islevsiz kalmaktadir [117]. Bu sebeple agresif 6zellik gosteren
ve pl6 kaybr bulunan PANC-1 hiicre hattinda palbociclib’in Rb hiperfosforilasyonunu
tetikledigi distiniilmektedir (Sekil 17). CDK4 'iin palbociclib ile inhibisyonunun, Rb'yi
asir1 eksprese eden pankreatik tiimorde apoptozu 6nemli 6l¢iide indiikledigini ve hastadan
tiretilen ksenograft modellerinde gemsitabin ile kombinasyonunun apoptotik etkiyi
arttirdig1 gosterilmistir. Bu ¢alismalar, CDK4/6 inhibitorlerini igeren bir kombinasyon
terapisinin Rb-pozitif pankreatik tiimorlerde faydali olabilecegini ve Rb'nin bu stratejiden
en fazla yararlanacak hastalar1 se¢gmek i¢in bir ara¢ olarak kullanilabilecegini
diisiindiirmektedir [113]. Inhibitdr gemsitabin ile kombinasyon halinde uygulandiginda
epitelyal bir tiimor ksenograftinda etkinin artttirildigina yoneliktir [113] [114].

Palbociclib (PD-0332991) ve abemaciclib (LY-2835219)’in hiicre hatlarinda molekiiler
etkileri Rb fosforilasyonu ile modellendiginde hiicre siklusunda Gl fazinda tutuklu
kalmaya neden oldugunuda gostermistir.

PANC-1 pankreas kanseri hiicrelerinde abemaciclib (LY-2835219) doza bagimli bir
sekilde hiicre siklusunda G1 fazinda tutuklu kalma oranmi arttirmaktadir (Sekil 18).
Palbociclib (PD-0332991) %89,4 G1 fazinda tutuklu kalmaya neden olmustur (Sekil 19).
Doz artimi1 sonucunda %87,1 oraninda hiicre siklusu G1 fazinda tutuklu kalmis olup,
onemli bir degisiklik goriilmemistir. Abemaciclib uygulamasindaki etki palbociclib ile
karsilastirildiginda G1 fazinda tutulu kalma orani palbociclib kadar efektif olmadig:
sOylenebilir. Literatiirde MIA PaCa-2 ve PANC-1 hiicre hatlar1 kullanarak gergeklestirilen
calismalar dogrultusunda palbociclib (PD-0332991) uygulamasinin G1 fazinda tutuklu
kalmay1 indiikledigi gosterilmistir [116].

Her iki ilaca da benzer diizeyde cevap veren Panc10.05 pankreas kanseri hiicrelerinde ise
abemaciclib’in segilen dozda uygulama yapilmayan kontrol hiicrelere goére daha fazla
hiicrenin G1 fazinda yaklasitk %79,3 oraninda tutuklu kalmasina neden oldugu
belirlenmistir (Sekil 20). Benzer sitotoksisite oranina sahip secili palbociclib dozu
uygulamasi ise belirgin diizeyde G2/M fazinda Panc 10.05 hiicrelerinin tutuklu kalmasina

neden olmustur.

76



Bu sonuglar hiicre siklusunda takili kalma durumunun doza ve hiicre hattina bagh
degiskenlik gosterme nedeninin hiicresel yaslanma mekanizmasi ile iligkili olup
olamacagini diistindiirm{istiir.

Hiicrelerde senesens durumunda CDK4/6’nin inhibe oldugu bilinmektedir. CDK4/6
inhibitorlerinin senesens agisindan indiikleyici rolleri hiicre hatlarinda irdelenmis olup
ozellikle PANC-1 hiicre hattinda secili dozlarda palbociclib ve abemaciclib
uygulamasinin hiicresel yaslanmayi tetikledigi fakat Panc10.05 hiicrelerinde ise hem
kontrol hemde ilag uygulanan hiicrelerde, hiicresel senesens ile ilgili pozitif boyama
saptanamadigi gozlenmistir (Sekil 25). Hiicresel yaslanma sonucu hiicre dongiisii
diizenleyici proteini olan p21°in artan ekspresyonu kaydedilmistir [119].

Bu literatiir dogrultusunda PANC-1 hiicre hattinda doza bagimli bir sekilde her iki
CDK4/6 inhibitérii uygulamasi sonucu hiicre siklusunda gorev alan proteinlerin
immunoblotlamalar1 sonucu p21 ifade diizeyinin artiyor olmasi hiicresel senesensin
tetiklediginin baska bir kaniti niteligi olabilecegini diisiindiirmiistiir (Sekil 21 ve 22).

Her iki ilag (PD-0332991 ve LY-2835219) i¢in segilen iki farkli dozun hiicre siklusundaki
cevap mekanizmasini irdelemek i¢in PANC-1 hiicre hattinda hiicre siklusunda yer alan
hedef proteinlerin ifade seviyeleri incelendiginde abemaciclib (LY-2835219)
uygulamasmin Rb fosforilasyonunu palbociclib (PD-0332991) uygulamasina gore
azalttigi gozlenmistir (Sekil 22). Bu sonug retiboblastoma elisa sonucuyla uyumluluk
gostermektedir. Ve bu sonug bize hiicre hatlarinda ilag duyarliliklarinin farkli olduguna
yonelik bilgiler saglamistir. Ilag uygulamasinm takiben CDK4 ifade seviyesindeki
azalmanin yan sira p21 protein ifadesinde artis ve proto-onkogen olan c-Myc protein
ifade seviyesinde doza bagli azalma her iki ilag uygulamasi sonucunda da gozlenmistir.
Akciger kanseri hiicre hatt1 olan H460 hiicresinde abemaciclib’in 10 pmol/L uygulamast
sonucu Rb fosforilasyonunu azalttigi ve p21 ifade seviyesini arttirdigi gozlenmistir [120].
Dordiincti evre kiigiik hiicre dis1 akciger kanseri (NSCLC) hastalarda tek ajan veya
kombine terapilerle etkin tedavi icin uygulanan abemaciclib ksenograft modellerinde Rb

fosforilasyonunun inhibe edilmesi ve G1 hiicre dongiisti durmasi ile iligkilendirilmistir.
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Ayrica, kanser hastalarinda tek bir ajan olarak 150 veya 200 mg Q12H abemaciclib
kullanildiginda dozlari, deri keratinositlerinde siirekli biyokimyasal inhibisyon (azaltilmis
fosforile Rb) ve fenotipik G1 tutuklanmasi tiimor biyopsileriden alinan Orneklerde
gbzlenmistir [121].

Palbociclib’in (PD-0332991) PANC-1 hiicre hattinda Rb fosforilasyonuna ket vurmadigi
ancak abemaciclib (LY-2835219) uygulamasinin Rb fosforilasyonunu doza bagl sekilde
azalttig1 fakat her iki ilacinda hiicre siklusunda G1 fazinda tutuklu kalmaya neden oldugu
sonucuyla uyumluluk géstermektedir. c-Myc ifade seviyesinin iki ilag arasinda farkli doz
araliklarinda azalmasi hiicre sagkalimi ile ilgili ana regiilatér gorev alan AKT sinyal
kaskadina etkisi agisindan oncii bilgi saglamistir (Sekil 23 ve 24).

PIBK/AKT/mMTOR kompleksi iizerinde ilaglarin potansiyel etkisini degerlendirmeyi
amagladik. AKT'min, diger kinazlar tarafindan tamamen aktive edildigi ve PDKI,
mTORC2 gibi farkli hedeflerle tetiklendigi bilindigi gibi bu yol ile iliskili cesitli
transkripsiyon faktorleri hiicrelerin anabolik aktivitesini PISK/AKT/mTOR sinyal
ekseninde kontrol altinda tutmak igin kritik hedefler oldugu bilinmektedir [122].
PI3K/AKT sinyal kaskadmin her iki ilag (PD-0332991 ve LY-2835219) uygulamasiyla
doza bagiml bir sekilde azaldigi gozlenmistir. Bu bulgular dogrultusunda palbociclib ve
abemaciclib’in artan dozlarda AKT inhibisyonu aracili olarak hiicre sag kalimina ket
vurma potansiyeli oldugu belirlenmistir.

Hiicre sagkalimi ve oliimii ile ilgili sinyal kaskadinda dnemli bir yeri olan AMPK nin
palbociclib ve abemaciclib uygulamasi ile PI3K/AKT/mTOR sinyal ekseninde ne gibi
degisikliklere neden oldugunu anlayabilmek i¢in ilaglarin se¢ili dozlardaki etkisinin hangi
sekilde etkiledigini inceledik.

Meme kanseri hiicre hatti olan MCF-7aro ve T47Daro hiicrelerinde yapilan ¢aligmada
abemaciclib, palbociclib ve ribociclib uygulamasi sonucu mTOR yolunda goérev alan
0zellikle mTOR fosforilasyonunun ve p70S6K ve S6 protein ifade seviyelerinde ayrica
G2/M faz1 i¢in gerekli proteinlerin ifade seviyelerinde 6nemli derecede azalma oldugu
gosterilmistir. Ancak CDK4/6 inhibisyonu siklinE1/CDK2 aracili Rb fosforilasyonunu
tetikledigi ve CDK4/6 direncine yol acan hiicre dongiisii ilerlemesine yardimer bir

mekanizma oldugu sonucunu géstermistir.
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Ayrica bu c¢aligmada palbociclib’in hastadan olusturulmus ksenograft modellerinde
(PDX) Ki67 hiicre proliferasyonunu azalttig1 tespit edilmistir [123].

Meme kanserinde Rb ve siklin D1 ekspresyonu, pl16INK4 kayb:1 bulunan MDA-MB231
ve HCC38 hiicre hatlarinda buna gore, palbociclib uygulamasinin bu hiicrelerde hiicre
proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir. Yapilan ¢alismada tek basmna 0,5 pM
palbociclib uygulamasimin ve 10 nM paklitaksel ile kombinasyonu uygulandiginda
PI3K/AKT sinyal kaskadinda tek basina diisiik dozda palbociclib uygulamasinin p-AKT
ifade seviyesini azalttig1 paklitaksel ile kombinasyon halinde protein ifade seviyesinde
anlamli bir azalma gozlendigi kaydedilmistir [124]. Ayrica bu etkinin palbociclib ve
paklitakselin ardisitk kombinasyonu AKT/mTOR yolunun palbociclib aracili
indiikksiyonunu inhibe etmesi ile iligkili olabilecegi ve bu mekanizmalarin glikoz
metababolizmasinida etkiledigi sonucuna varilmistir. Literatirde MDA-MB231 ve
HCC38 hiicre hatlariyla yapilan baska bir g¢alismada 0,5 ve 1 puM palbociclib
uygulamasinin p-AKT ifade seviyelerini saat bazinda (2-6 saat araliginda ilag
uygulamasiyla) azaldig gosterilmistir [125] [123].

Palbociclib ve abemaciclib’in terapdtik mekanizmalar1 agsindan AMPK fosforilasyonu
irdelenmis olup palbociclib segili olan iki dozlarda AMPK fosforilasyonunu (Thr172)
arttirdigi sonucuna varilmistir. Abemaciclib ise doza bagimli bir sekilde AMPK
aktivitesini diisiik dozuygulamasinda (1 pM) azaltirken, daha yiiksek doz (2 uM)
uygulamasi sonucunda hem anlamli diizeyde bir AMPK aktivasyonuna (kontrol hiicrelere
oranla) neden olmamistir. Ayrica p-AMPK (Thr172) da goriilen artan miktarda
fosforilasyon palbociclib’in AMPK aktivasyonuna neden oldugunu gdstermektedir.
Hepataselliiler karsinoma hiicre hatlar1 olan HuH7 ve Hep3B hiicre hatlarinda artan
dozlarda palbociclib uygulamasinin AMPK ifade seviyesini arttirdigi bu fosforilasyonun
aktivasyonuyla agagi sinyal yolunda bulunan ULK’1n ifade seviyesini ve PARP kesilimini
artirarak otofajik ve apoptotik Oliim karar mekanizmasi iizerinde rol oynadigi
gosterilmistir [126].

AMPK aktivasyonu koloni sayisindaki iligkili olarak artmakta ancak GSK3p yi inhibe
eden Ser9 fosforilasyonu gerceklesmedigi durumlarda koloni sayisinda azalma

goriilmektedir.
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Hiicre metastaz1 ve gocii ile iliskili olarak c-Myc ifadesinin 2 uM palbociclib
uygulamasiyla artiyor olusu koloni sayisinda azalma goriilmemesi ile potansiyel iliskili
olarak degerlendirilmistir. Ancak bu etkinin pankreas kanseri hiicre tiplerinde hangi
farklilik nedeni ile ortaya ¢iktigi tam olarak bilinmemektedir. Benzer sekilde palbociclib
ve abemaciclib uygulamasi sonucunda GSK3p inhibe edici fosforilasyonun (Ser9) PANC-
1 pankreas kanseri hiicrelerinde abemaciclib (LY-2835219) uygulamasi ile doza bagh
olarak azaldigr gozlenmistir. Palbociclib (PD-0332991) uygulamasi sonucunda ise
GSK3p (Ser9) fosforilasyonunda anlamli degisiklik olmamasi CDK4/6 inhibitorlerinin
hiicre tipine bagli olarak apoptotik etkileri agisindan bir molekiiler hedef olarak GSK3’{in
kritik oldugunu distindiirtmistiir [127].

Yumurtalik kanseri hiicre hatlar1 PA-1, OVCARS3’ te yapilan bir ¢calismadan metforminle
tetiklenen AMPK aktivasyonun AKT fosforilasyonunu, p-mTOR ifade seviyelerini
azaltarak GSK3B’nin fosforilasyon yoluyla siklin D1 diizeylerini yiktig1 gozlenmistir
[128]. Bu anlamda AMPK fosforilasyonunun tetiklenmesi kritik olabilmektedir.

Kanser hiicrelerinin CDK4 / 6 inhibitorleri ile ilk karsilasmalarinda hiicrelerde G1 fazinda
tutulu kalmay: tetikledigi bilinmektedir. CDK4 / 6 inhibisyonu sonrast hiicreler ya
hiicresel yaslanma siirecine girer ya da sitotoksik ilaglara maksimum duyarli olduklar
zaman S fazma ayn1 anda girer. Ikinci olarak S veya M fazinda aktif sitotoksik bir ilagla
tedavi edilen kanser hiicreleri, sirasiyla G2 / M veya M kontrol noktasinda tutulu kalirlar
ya da hiicrelerin apoptoz mekanizmasi devreye girmektedir [129]. Panc10.05 hiicre
hattinda G2/M fazinda tutulu kalma siireci bu sonug ile iliskilendirilebilir. Farkli kolon
kanseri hiicre hatlar1 ile yapilan ¢alismada yiiksek konsantrasyonda (10uM) palbociclib
(PD-0332991) uygulamasi sonucu G1 fazinda tutuklu kalmanin aksine G2/M fazinda da
durdurucu etki gozlendigi ve bu sonucun zamana bagli olarakta degiskenlik

gosterebilecegi belirtilmistir [130].

Artan dozlarda 0.5, 1 ve 2 uM palbociclib (PD-0332991) uygulamasinin BxPC3, AsPC-
1, PLS5, PL45, MIA PaCa-2, Capan-2 ve Hs766t pankreas kanseri hiicre hatlarinda 5-
Bromo-2’deoksiiiridin uygulamasi sonucu hiicre siklusu analizi yapildigi ve AsPC-1,
Capan-2 gibi hiicre hatlarinda proliferasyona ket vurdugu Hs766t, MIA PaCa-2 gibi

hiicrelerin daha direncli oldugu gosterilmistir.
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Bu sonuglar, direngli modellerde Rb'nin fosforilasyonunun CDK4 / 6'dan bagimsiz
olmasidir ve hiicre siklusuna ve proliferasyona etkisinin farkli cevap mekanizmasi
gelistirdigi yoniindedir seklinde agiklanabilir [55] [130]. Hiicre proliferasyonuna ket
vurucu etkisinin daha net belirlenmesi adina gergeklestirilen koloni olusturma testi sonucu
Capan-2, PL45, Hs766t ve PL5 hiicre hatlarinda palbociclib (PD-0332991) uygulamasinin
koloni potansiyeline ket vurdugu 6zellikle bu etkinin Capan-2 ve PL45 hiicre hatlarinda
goriildiigii gozlenmistir [55]. Abemaciclib uygulamasinin in vivo ve in vitro ¢alismalarda
p-Rb inhibisyonuna ve hiicresel yaslanmaya neden oldugunu gosterilmistir. Ayrica meme
kanseri ve melanom dahil diger tiim6r modellerinde yapilan uygulamalar sonucunda da in
vivo ve in vitro denemeler sonucu total Rb ifadesinde azalma tespit edilmistir [117]. Meme
kanseri hiicre hattin olan MCF7 hiicrelerinde yapilan ¢alismada palbociclib’in (PD-
0332991) G1-fazinda takili kalmayi arttirmasi ve hiicresel yaslanmay1 indiikledigi in vitro
caligmalarda ve in vivo ksenograft modellerinde gosterilmistir [131]. Sitotoksik ilaglara
onceden maruz kalmadan kismen onarilmis DNA hasarmin varhigi, CDK4 / 6
inhibisyonuna bagli G1 tutuklu kalma siirecinde hiicrelerin yaglanma veya apoptoza
ugrama oranini arttig1 bilinmektedir [57], [117]. Bu kapsamda hiicrelerin hiicre siklusunda

takili kalma durumlari ve hiicresel yaslanmaya gegis siirecleri farklilik gosterebilmektedir.

Apoptotik hiicre 6liimiine gegislerini irdeleyebilmek amaciyla secili dozlarda PANC-1
hiicre hattinda 24 ve 48 saat boyunca uygulama yapilan ve apoptotik hiicre 6limi
popiilasyonlart Annexin V/PI analizi yontemi ile irdelenen PANC-1 hiicrelerinde 24
saatlik CDKi uygulamasi sonucu erken apoptotik fazda %10 luk bir artis gozlenirken 48
saat ilag uygulamasi sonrasi ise %30 diizeyinde o6zellikle abemaciclib etki diizeyini
arttirmig olup, palbociclib uygulamasi da benzer sekilde %20 civarinda hiicre limiinii 24
saat uygulamaya gore arttirmistir (Sekil 28). Ayrica bu sonuglar hiicre siklusunda uzun
stire tutuklu kalma sonucunda hiicresel senesensin hiicre 6liimiinden daha 6nce meydana
gelebilecegini de diisiindiirtmiistiir. Yine bu sonug bize 6zellikle PANC-1 ve Panc10.05
hiicrelerinde 24 saatlik uygulama sonrasi apoptotik 6liimiin meydana gelmemesinin neden

olabilecegini diisiindiirmektedir (Sekil 29).
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Hiicrelerde erken ve ge¢ apoptotik popiilasyonlarda anlamli olarak artis goriilmemesinin,
hiicre 6liimii olgusu yerine hiicresel senesensin ilk 24 saat icerisinde daha belirgin bir
sekilde goriilmesi olabilecegi kanisina varilmstir.

Hiicresel yaglanma ve apoptoz siirecinin DNA hasari, stres gibi genellikle benzer faktorler
tarafindan tetiklendigi bilinmektedir [62] [132].

Yaslanma ve apoptoz kararinda hiicrenin hangi yolu sectigi ¢ogunlukla tam olarak
anlasilamamus bir siire¢ olmakla birlikte bu kararlar i¢in anahtar mekanizmalar mevcut
olmalidir. Yaslanan hiicrelerin ekstrinsik ve intrinsik apoptoza direngli oldugu son
calismalarla desteklenmis olup bunun Bcl-2 ailesi proteinlerinin yukari regiilasyonunun
bir sonucu oldugunu ileri siiriilmektedir. Bcl-2 ailesi proteinlerinin inhibe edilmesi
yaslanan hiicrelerde apoptozu indiiklediginden bu durumun son derece mekanistik karar
stirecinde 6nemli oldugu vurgulanmistir [133].

Rb-pozitif hiicrelerde yaslanmaya yol acan hiicre dongiisii ilerlemesinin inhibisyonu
oldugu gosterilmis ve ana etki mekanizmasinin bu yol oldugu bilinen abemaciclib (LY-
2835219)’in bir ¢ok kanser tipinde apoptoza neden oldugu gosterilmistir [117].

Bu amagla Bcl-2 ailesi {iyesi olan pro-apoptotik proteinlerin ve kesilmis PARP
miktarlarina bakilmistir. Bax, pro-apoptotik protein miktarmnin her iki ilag¢ uygulamasinin
sonucu belirgin bir sekilde degistirmedigi fakat PARP kesiliminin 6zellikle palbociclib
(PD-0332991) uygulamast sonrasi arttig1 gézlenmistir (Sekil 28). Ayrica abemaciclib ve
palbociclib uygulamasi sonucu kesilmis kaspaz-3 artisinin apoptotik mekanizmanin
devrede oldugunu gosteren bagka bir kanit niteligindedir. Literatiirde abemaciclib (LY-
2835219) uygulanan MIA PaCa2, PANC-1 ve Hs766t hiicrelerinde, apoptotik yolakta
kritik gorev alan kesilmis kaspaz-3 diizeylerinde artig gézlenmistir [117].

PANC-1 ve Panc10.05 pankreas kanseri hiicre hattinda floresan mikroskobu ile hiicre
oliimi, DNA kiriklari, mitokondri membran potansiyeli kaybr gosterilmis olup her iki
hiicre hattinda da CDKi uygulamasin1 ve DIOC6 boyamasini takiben MMP deki azalma
ve DAPI boyama sonucu DNA kiriklarindaki artis hiicrelerde i¢ apoptotik yolagin
inhibitdrler tarafindan aktive edilebilme potansiyeli oldugunu gostermektedir (Sekil 30 ve
31).

82



Elde edilen bu sonuglarla birlikte artan senesens ve hiicre siklusunda takili kalma siireci
nedeni ile hiicre 6liim kararmin 24 saatten daha geg bir siirecte alindigini, ancak hiicrenin
molekiiler markirlarinin degisimi nedeni ile hiicre 6liimii emri konusunda aktif oldugunu
diisiindiirmektedir. Yapilan arastirmalarda apoptozun tetiklenmedigi bazi durumlarda
uyaricinin tiiriine gore hatta hiicre icerisindeki stres yanitt ve aglik seviyelerinin
degiskenlik gosterdigi siireglerde otofajinin hiicre 6liimiine dogrudan ya da dolayli olarak
yol actig1 belirtilmektedir [106].

Hepataseliiler karsinoma hiicre hatlarinda yapilan bir caligmada palbociclib (PD-
0332991)’in apoptoz ve otofajiyi indiikledigi gosterilmistir. Bu kapsamda PANC-1 hiicre
hattinda palbociclib (PD-0332991) ve abemaciclib (LY-2835219) ’in apoptotik
mekanizmada farkli etkiler gostermesi bu ilaclarin ayni zamanda otofajik Gliim
mekanizmasindaki etki siirecini anlayabilmek adina otofajik markilardan ULK1 nin
palbociclib uygulamasi sonucu ifade seviyesinin artryor olusu apoptoz-otofaji gegis siireci
hakkinda bilgiler saglamaktadir (Sekil 29). Beclin-1 ifade diizeyinde ki azalma ve p62
protein miktarindaki azalma otofajik 6liim mekanizmasini konusunda da aktif bir siire¢
isledigini gostermektedir [115]. Otofajinin yaglanmayi destekleyen SASP iiretiminde
yararli olan biiylik miktarlarda geri doniistiiriilmiis amino asitler tirettigi bildirilmistir
[134]. Bu literatiire gore PANC-1 hiicre hattinda hiicresel yaslanma diizeyindeki artig
otofaji ve yaslanma siireci arasinda parelel bir iligki oldugunu gostermektedir.

Ancak pankreas kanserinde yapilan galismada PaSC hiicre hattinda p62 (SQSTM/1)
protein ifade seviyesindeki azalma artmis otofajiyi gosterirken yaslanmig bir hiicre
fenotipini indiiklememistir [135]. Panc10.05 hiicre hattinda hiicresel yaslanmanin
tetiklenmemesi bu sonuca baglanabilir fakat otofajik markirlarin bu hiicre hattinda

dogrulanmasi gerekmektedir.
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CDK4 hiicre dongiisii ilerlemesinin pozitif diizenleyicisi rollinlin yan1 sira, diger sinyal
yolaklart ile iligkili gorevlere sahiptir. Yukarida bahsedilen ¢alisma sonuglart PANC-1
hiicre hatt1 i¢in hem abemaciclib hem palbociclib uygulamasinin artan dozlarda hiicre
igerisindeki hiicre dongiisiinde sorunlar agisindan 6nemli yollardan biri olan Rb-CDK4/6-
siklin-D’yle birlikte ¢alisan AMPK’nin etkilesimde bulundugu tiim yolaklar igerisinde
ozellikle hiicre siklusundaki bir¢ok sag kalim ve 6liim veya metabolit siire¢lerle de iliskili
olarak goriilen sinyal yolaklarina etkisi incelendi ve sonuglar bizim ig¢in 6ncii bulgular
niteligindedir.

AMPK hiicre i¢i korunmus bir enerji sensorii oldugu bilinmektedir ve AMPK’nin
dogrudan inhibisyon yoluyla hiicresel substrat kullaniminin 6nemli bir regiilatorii oldugu
diistiniilmiistiir. Literatiirde pankreas kanseri hiicreleri kullanilarak gergeklestirilen in
vitro ¢alismalarda, azalan AMPK aktivitesinin agresif hiicre tipi ile iligkili olabilecegi
ifade edilmistir [136]. Hiicrelerin hayatta kalma, biiylime ve ¢ogalmalari ile iliskili hiicre
sinyal yolaklarinda kritik rol oynamaktadir [137]. AMPK’nin a alt biriminde bulunan
Thr172 residiisii iist sinyal kaskadlar1 i¢cin dnemli bir hedef olup, fosforilasyon yoluyla
AMPK aktivitesinde artisa neden olur [92]. Bu yiizden AMPK enerji homeostazi
diizenleyici rolii nedeni ile hiicre icerisinde yasanan stres iligkili olaylara yanit veren
molekiiler hedeftir. Lipid metabolizmasindali rolii ve PI3K/AKT ve mTOR sinyal
kaskadindaki rolii bu agidan dikkat ¢cekmektedir.

Hiicre sagkalimini kontrol eden PI3K/AKT ve mTOR sinyal yolundaki 6nemli molekiiler
hedefler irdelenmistir. PTEN'deki fonksiyonel kayip 6nemli bir siklikta saptanmamis olsa
da Orneklerinin %70'inde immiinohistokimyasal analizleri sonucu diisik PTEN
ekspresyonu bildirilmistir [48]. Palbociclib bu hiicrelerde p-PTEN seviyesini azaltmistir.
P-PTEN Ser380 de goriilen fosforilasyon fosfataz aktivitesine ve timor supressor etkisine
ket vurucu olarak gosterilmektedir. LKB1 tarafindan PTEN’in Ser380°de fosforile
ediliyor olmas1 AMPK fosforilasyonu ile ayni eksende bulunan LKB1’in agag1 sinyal yolu
ile AKT sinyal kaskadina etki ederek hiicrelerde metabolik karar alma siirecine katildigini

gosteriyor olabilir.
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Ayrica AMPK alt iinitelerinden biri olan diizenleyici gorev istlenen B1 formu glikojene
baglanmaya aracilik eden bir karbonhidrat baglayici modile ve o alt birimlerinin
baglanmasin1 kolaylastirmak icin bir iskele gorevi goren modiile sahiptir. AMPK
aktivitesi B1 formunun fosforile olmasi yoluylada aktive olmaktadir [95].

PANC-1 hiicre hattinda AMPK B1 in fosforilasyonunun artmasi da AMPK aktivitesnini
tetiklendiginin bir kanit1 niteligindedir. Bu etki mTOR sinyal kaskadi agisindan irdelenmis
olup mTOR aktivitesinde azalma palbociclib uygulamasini takiben belirlenmistir ve
mTOR fosforilasyonunda (Ser2448) da azaldig1 gozlenmistir.

Hepataselliiler karsinoma hiicre hatlar1 Hep3B ve Huh7’de palbociclib uygulamasi ile
AMPK’nin alt sinyal yollar1 (mTORCI, ULKI, p53) aktivasyonunun Thrl172
residiisiindeki fosforilasyondaki artisla meydana geldigi ve bu aktivasyonun hiicre
hatlarinda palbociclibe duyarliligi modelledigi gézlenmistir [126].

Bu etki agagi sinyal yolaginda bulunan p70S6K’nin fosforilasyon aktivitesinde benzer bir
sekilde azalmaya neden olmustur. Tersine abemaciclib uygulamasi p70S6 aktivitesinde
PANC-1 hiicrelerinde artisa neden olmustur. Ancak bu durum sadece palbociclib
tarafindan AMPK Thr172 fosforilasyonunun arttigi PANC-1 hiicrelerinde goriilmekte
olup (Sekil 34), Panc 10.05 hiicrelerinde palbociblib AMPK aktivitesini arttirmasina
ragmen PTEN fosforilasyonunda boyle bir etki goriillmemistir (Sekil 35). Palbociclib
uygulamasi sonrasinda p-PDK1 fosforilasyonu AKT ve AMPK aktivasyonu ile PANC-1
hiicrelerinde gozlenmistir. P-PDK  aktivitesi ile AMPK Thr 172 aktivitesi birbirine
korelasyon gostermektedir. Benzer etki Panc10.05 hiicrelerinde gézlenmistir. Yapilan
caligmalar kapsaminda su an faz 2 ¢alismasinda olan ve monoterapi olarak kullanilan
abemaciclib (LY2835219) metastatik pankreas kanseri hastalarinda PI3K inhibitorii
(NCT02981342) ile kombinasyon halinde hiicresel sagkalim yolagina etkisi
arastirilmaktadir. Bu ¢alisma ile ilgili olarak, abemaciclibin CDK4 / 6'nin daha segici bir
inhibitor roliiniin anlasilmasi hedeflendigi 6ngoriilmektedir [117].

Abemaciclib ve palbociclib arasindaki AMPK iliskili molekiiler sinyal yolaklarinin
diizenlenmesinde etkilerinin daha iyi bir sekilde incelenmesi icin AMPK asagi sinyal

yolaklar1 incelenmistir.
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Bu amagla gerceklestirilen immunoblotlama sonuglarina gére mTOR fosforilasyonu
sadece PANC-1 hiicrelerinde palbociclib uygulamasi sonrasinda korunmakla birlikte bu
hiicrelerde Raptor’un ifadesinin azalmasi dikkati cekmistir. PANC-1 ve Panc 10.05
hiicrelerinde mTOR Ser2448 fosforilasyonu CDK 4/6 inhibitorleri uygulamasi sonucunda
azalmistir. Hiicre achigi sonucunda azalan p-mTOR Ser2448/mTOR oranmi AMPK
aktivitesinin artig1 ile palbociclib uygulanan hiicrelerde korelasyon gostermekte olup,
abemaciclib uygulanan hiicrelerde hiicre aghgmmin mTOR iizerinde metabolik olarak
sensor mekanizma ile algilandigini gostermektedir. CDK4/6 inhibitorii olarak abemaciclib
PANC-1 hiicre hattinda belirgin diizeyde AMPK fosforilasyonunu azaltic1 etki
gostermektedir. Bu sonu¢ AMPK fosforilasyonunun tamamen azalmasinin {ist sinyal
yolaginda yer alan PTEN/PI3K/AKT sinyal kaskadi ile iliskilendirilmistir. AMPK enerji
ihtiyacina gore protein sentezi i¢in 6nemli olan mTORC2 kompleksini inhibe eder ve
mTOR fonksiyonlarimin durmasima neden olmaktadir [86] [87]. Bu yiizden segilen
pankreas kanseri hiicrelerinde CDKi’lerinin metabolik enerji yolaklarinda yeniden
programlanmaya neden oldugu sdylenebilir. Bu sebeple AMPK lipogenezi ve metabolik
yeniden programalanmayi hedef alarak kanser hiicrelerinin sag kalimima ket vurma
potansiyelindedir. Metabolizmay1 yeniden diizenlemek i¢in glikoliz inhibitorleri ve
metformin, AICAR ve resveratrol gibi AMPK aktivatorleri kullanilarak tiimor olusumu
ve kemorezistans igin giiclii terapétik ajanlar olarak onerilen bu kimyasallar aktif
metabolik diizenleyiciler olarak kullanilabilir [128] [138]. Palbociclib uygulamasiyla
birlikte halen devam eden AKT sinyali PANC-1 ve Panc 10.05 hiicrelerinde lipogenezle
iligkili ATP Sitrat Liyaz (ACLY) ser456 hedefinin fosforilasyonuna 6zellikle PANC-1
hiicre hattinda azaltic1 etki gostermistir (Sekil 34). Lipid profilleri ve ilag yetkinliklerinin
irdelenebilmesi i¢in gergeklestirilen Oncii calismalar igerisinde biriken lipid tiplerinin
hiicre 6liim karart tizerinde etkili oldugu gosterilmistir [139].

AMPK 'nin iskelet kasindaki yag asidi oksidasyonunu asetil CoA karboksilaz (ACC) 2'nin
fosforilasyonuyla diizenledigi diistiniilmektedir. ACC, her biri ayr1 genler tarafindan
kodlanan ve doku dagilimlarinda farklilik gosteren 2 izoformda, ACC-1 ve ACC-2'de

bulunur.
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ACCI bircok dokuda eksprese edilir, ancak sitozolde mevcut olduguna ve yag asidi
sentezini diizenledigine inanilan karaciger ve yag gibi lipojenik dokularda yiiksek oranda
eksprese edilir. Yapilan ¢alismalar bu dongii icin ACC1'in farelerden genetik olarak
silinmesi embriyonik stirecte letaliteyi gelistirmesi sebebiyle ACC1’in bu anlamda kritik
oldugu yoniindedir [87] [139].

p-ACC’nin ser79 fosforilasyonunun her iki CDKi uygulamasi sonrasi artiyor olmasi her
iki hiicre hatt1 i¢inde anlamlilik ifade etmektedir. Abemaciclib i¢in hem de palbociclib
secili dozlar icin mTOR/AMPK ve lipid diizenlenmesi ile ilgili sinyal hedeflerinin hiicre
tipine baglh diizenlenmesi irdelenmis olup p-ACC diizeylerinin artmasi ilaglara cevap
mekanizmasinda AMPK’yle beraber calisan ACC’nin stres durumunda tetiklendigini
gostermektedir. Fizyolojik olarak aglik veya ciddi stres kosullarinda artan AMPK ve ACC
fosforilasyonlar1 nedeni ile lipid biyosentezinin azalmasina isaret etmektedir.

PANC-1 hiicrelerinde bazal ACC miktarlarinin ¢ok fazla miktarda olmasi hiicrenin
CDK4/6 inhibitdrlerine verdigi cevabi etkileme potansiyelindedir. Ozellikle AMPK total
protein diizeyinin azalmasi ve AMPK benzeri ACC de goriilen aktivasyonu azaltici
fosforilasyon diizeyindeki artis terapotik olarak lipid deregiilasyonunun o6nemini
gostermektedir [140]. MIA PaCa-2 ve PANC-1 panreas kanseri hiicre hatlarinda yapilan
calismada AMPK’nin aktivasyon kaybinin metastatik profili tetikledigi gosterilmistir
[136]. AMPK nin bu yoldaki islevi 6zellikle mTOR aracili lipit yeniden programlama igin
TSC2 ve mTORC1 alt birimi Raptor'u fosfo-inaktive ederek mTOR'u negatif olarak
diizenler. Bu diizenlemeyi AMPK, glikoliz, otofaji ve FAO gibi biyoenerjetik stirecleri
tesvik ederken, FA sentezi gibi enerjisel olarak maliyetli anabolik siiregleri birlikte inhibe
eder. Palbociclib’in ¢alismalarda AMPK'nin aktivasyonunu indiikledigi ve CDK4'lin,
dogrudan AMPKa2'yi antagonize ederek FAO'yu baskiladigi gosterilmistir [141].

ACC alt yolaginda bulunan FASN protein ifade seviyesi PANC-1 hiicre hattinda
abemaciclib uygulamasiyla artmakta olup palbociclib uygulamasi hi¢ uygulama
yapilmamis kontrol grubuna gore anlamlilik ifade etmemektedir. FASN'nin ifade
seviyesinin artiyor olmas1 onun bir onkogen gibi davranarak apoptotik yolagi inhibe ettigi

bilinmektedir.
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Ayrica FASN, mTORCL1 sinyali yoluyla gen ekspresyonu ve protein ekspresyonu
seviyelerinde sterol diizenleyici eleman baglayici protein 1'in (SREBP1) ana regiilatoriinii
aktive ettigi gosterilmistir. Aktif SREBP1, FASN, ACC1, ACLY ve CD36 gibi gesitli FA
sentez genlerinin ekspresyonunu indiikleyen bir transkripsiyon faktorii olarak islev gortir.
Bu etki PANC-1 hiicre hattinda abemaciclib uygulamasi sonrast FASN deki ifade artiginin
nedeni olarak sdylenebilir [140].

Ayrica abemaciclib uygulamasinin fosforile AMPK ifade seviyesinin degistirmemesi,
FASN’in ACC fosforilasyonuna etki etmemesi, ACLY ifade seviyesini arttirmasi ve
dolayistyla FASN’i engeleyecek bir fosforile olmus AMPK’nin bulunmamasi durumu
FASN’nin ¢alismasini1 durduramadigi ve aktivasyonunun arttigin1 gostermektedir [95].
mTOR sinyal kaskadinda alt hedefinde yer alan PPARYy insiilin duyarliligini artirarak
glikoz metabolizmasinda rol oynar bu sebeple diyabetin potansiyel bir terapotik hedefi
haline gelmistir. Ayn1 zamanda PPAR'lar, metabolik hastaliklarda ilaglarin gelistirilmesi
icin molekiiler hedeflerdir ve PPAR'lar kanser hiicresi biiyiimesinin diizenlenmesinde de
rol oynar [142].

PPARY ifade seviyesinde PANC-1 hiicre hattinda abemaciclib ve palbociclib uygulamasi
sonucu artig gozlenmekle birlikte bu etki palbociclib uygulamasi sonucu daha fazladir.
Lipid metabolizmasinin homeostazinin siirdiiriilmesinde ¢ift yonlii fonksiyona sahip olan
Lipin-1, PANC-1 hiicre hattinda 2 uM palbociclib uygulamast sonucu azalmis olup
Panc10.05 hiicre hattinda tam tersi bir etki gozlenmistir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar
metabolik degisimlerde hiicre dongiliniinii biiylik bir rol oynadigma yonelik olmakla
birlikte 6zellikle CDK4 yalnizca hiicresel metabolizma ve hiicre dongiisii ilerlemesi
arasindaki dengede degil ¢ogalma ve farkilasma gibi olaylarda da metabolik regiilator
olarak kabul edilmektedir. CDK4’lin bu islevleri ve aktivasyonu PPAR-y (peroksizom-
proliferator ile aktive edilmis reseptdr y) ’nin aktivitesini tetikleyerek yag dokusu
farklilasmasini tegvik ettigi gozlenmistir [142] [143].

In vivo modellerden PDX (pankreas kanseri hastalarindan izole edilen ksenograft
modelleri) elde edilen sonuglar dogrultusunda palbociclib’in hiicre dongiisii ifade
diizeylerini azaltirken yag asidi metabolizmasi ve PPAR sinyalizasyonuyla ilgili
hedeflerin ifade diizeylerini arttirdigin1 gostermektedir [123]. PPAR-y PANC-1 hiicre

hattinda arttan ifade seviyesi seklinde gozlenmistir.
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Trikarboksilik asit (TCA) dongiisiiniin mitokondriyal enzimi olarak kabul edilen
Fumarase ifade seviyesi PANC-1 hiicre hattinda abemaciclib uygulamasi ile azalirken
(Sekil 34) Panc 10.05 hiicre hattinda her iki ilag uygulamasini takiben gozlenmistir (Sekil
35).

Hiicrelerdeki lipid birikimini anlayabilmek icin gerceklestirilen Oil Red O boyama
CDK4/6 inhibitorlerinde uygulamaya bagl olarak lipid damlaciklarinin gosterilmesi
amaciyla kullanilmistir.

PANC-1 hiicre hattinda 6zellikle abemaciclib uygulamasi sonrasi hem hiicre canlilifi
azalmistir hemde hiicre igerisindeki lipid damlaciklarinda azalma s6z konusu olmustur
(Sekil 36). Benzer sonu¢ Pancl0.05 hiicre hattinda da goézlenmistir (Sekil 37).
Hepataselliiler karsinoma hiicre hatlar1 olan HuH7 ve HepG2 hiicreleriyle yapilan
calismada AMPK aktivasyonu ile indiiklenen hiicrelerde, hiicre i¢i notr lipit iceriginin
azaldig1 gozlenmistir [144]. Lipid dropletlerinin hiicre igerisinde tanimlanmasi i¢in
kullanilan BODIPY boyama sonucunda her iki hiicre hattinda da abemaciclib uygulamasi
sonucu lipit dropletlerinde azalma oldugu gozlenmistir. Bu sonucglar dogrultusunda
AMPK aktivasyonu ile birlikte lipid yeniden programlanmanin hiicreler arasi etkilerinin
farkli oldugu sonucunu ortaya koymustur. Sonuclar kapsaminda hiicrelerin metabolik
yolaklar iizerindeki diizenlenme etkileri konusunda CDK4/6 inhibitorlerinin segici etki

gosterebilecegini diisiindlirmektedir.
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Sekil 38. Palbociclib ve abemaciclib’in olast AMPK aktivasyonu ile birlikte AKT/mTOR sinyal

yoluna etkilerinin sematize olarak gosterilmesi.

Sonug olarak pankreas kanseri i¢in lipid tipleri ile iliskili verilerin eldesi yeni nesil
terapotik siireclerde yeni hedeflerin gelistirilmesini saglama potansiyeli gostermektedir.
Benzer molekiiller olmasima karsin segilen CDK4/6 inhibihérlerinin ayni hedefleri
etkilemekle birlikte farkli hedeflere de yonelebildigini gdstermistir. Ayrica AMPK’ nin
birgok mekanizmada ve sinyal yolaklar1 ile iligskisinde kritik 6nem tasidig1 dikkat
cekmistir. Secilen CDK4/6 inhibitorlerindeki bulgularimizdan bir tanesi Rb’den bagimsiz
sekilde etkilerin gozlendigi durumlarda ilaclar arasindaki mekanistik farkliliklarin
ozellikle abemaciclib (LY-2835219) uygulamasinin AMPK’dan bagimsiz sekilde mTOR
inhibisyonuna neden oldugu ve PI3BK/AKT sinyal mekanizmasina etki ettigine yoneliktir.
Metabolik yeniden programlamanin, kanser hiicrelerini farkli ortamlara daha uyumlu hale
getiren ve kanser tiplerinde 6nemli bir 6zellik olarak karsimiza ¢iktigi ve bunu modiile
eden AMPK’nin bu siiregte karar mekanizmasinda énemli bir role sahip oldugu kanisina
vartmustir (Sekil 38). Lipit sentezinin arttig1 bilinen pankreas kanserinde lipit sentez
siirecinin  bastirilmasinin  kanser tedavisi i¢in Onemli bir hedef olabilecegi

distiniilmektedir.
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Hiicrelerde enerji metabolizmasinin yeniden programlanmasi Yyolu ile CDK4/6
inhibitorlerinin pankreas kanserinde AMPK alt ve st yolaklar ile iliskili olarak bir
terapotik hedef olabilecegi ortaya konmustur. Gelecekteki c¢alismalar CDK4/6
inhibitorlerinin PI3K/AKT/mTOR ve AMPK sinyal ekseninin gesitli PI3K/AKT veya
mTOR inhibitorleri ile kombine olarak veya AMPK aktivitesini arttiran AICAR,
metformin gibi ilaclarin kombinasyonu yolu ile yeniden incelenebilecegine yonelik
olabilir. Bu modellemeler ayn1 zamanda in vitro verilerden yola ¢ikarak in vivo kosullar
altinda terapiye yon verme anlaminda daha kapsamli ¢alismalarin ortaya ¢ikmasinda ve

bu 6ncii ¢aligmalarin gelistirebilecegini gosterme niteligindedir.
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6. EKLER

6.1. EK A: Cihazlar

Tablo 6.1. Kullanilan cihazlar listesi.

ADI URUN KODU FIRMA ADI
Santriifij 5417R Eppendorf

Santrifiij (Biiyiik) 5810R Eppendorf

Spin minispin plus SNO0708 LabNet

Hassas Tart1 LE6202S Sartorius
Mikropipet (0,5 pl-10 pl) EH52836 Thermo

Mikropipet (20 pl-200 pl) | EH46925 Thermo

Mikropipet (200 pl-1000 pl) | T27274 Thermo

Otoklav OTO32 Niive

Manyetik Karistirict SB162 Stuart/ProLab
Distile Su TANKPEO30 Millipore Direct Q-5UV
pH Metre N315 SEM/Mettler Toledo
Derin Dondurucu (-80 °C) 2041D Arcelik

Buzdolab1 (No frost) 4263TMB Argelik

Vorteks SA8 Stuart/ProLab

Dry heat sterilizer FN120 Niive

Nanodrop BO-GA

Gii¢ Kaynagi PowerPac/Basic BioRad

Laminar Flow Model: 12469,2000 HeraSafe

Inverted Mikroskop Model: XDS-1B SOIF

Inkiibatér Heracell 150 Thermo

Fluoresan Mikroskobu Model: 1X71 Olympus

Distile Su Cihazi TANKPEO30 Millipore Direct Q-5UV
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Elektroforez Aletleri BioRad
Facs Flow Cihazi AC6531180147 BD ACURI C6
Santrifiij NF 200 Niive
DRY BATH INKUBATOR | 010410-1109-0157 Bio San
Kuru Blok Isitict BO-GA
Dondurucu (-20 °C) Argelik
6.2. EK B: Hiicre Kiiltiirii Donanimlari
Tablo 6.2 Hiicre doku kiiltiiriinde kullanilan malzemeler
ADI URUN KODU FIRMA ADI
6 kuyucuklu petri 92012 TPP
96 kuyucuklu petri 92096 TPP
25 santimetrekarelik hiicre 90026 TPP
biiylitme kaplar1
75 santimetrekarelik hiicre 90076 TPP
biiyiitme kaplar
Steril pipetler (5 ml) 94005 TPP
Steril pipetler (10 ml) 94010 TPP
Siringa filtreleri (0,22pm) 99722 TPP
Enjektor seti 21G Yesil ug igneli ASTRAJECT
Tripsin-EDTA 25200-056 Gibco
Penisilin/Streptomisin 15140-122 Gibco
Fetal Bovine Serum 10500-064 Gibco
RPMI 1640 PO4-18947 PAN BIOTECH
DMEM PAN-BIOTECH
Hemositometre Neubauer
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6.3. EK C: Kimyasal Malzemeler

Tablo 6.3. Kullanilan kimyasal maddelerin listesi.

ADI URUN KODU FIRMA ADI
Palbociclib (PD-0332991) SelleckChem
Abemaciclib (LY-2835219) SelleckChem
PVDF Membran (0,45 pm) | 10600023 Amersham

PVDF Membran (0,20 pm) | 10600021 Amersham
TEMED A1148,0100 Applichem
p-Coumaric Asid C9008-1G SIGMA-ALDRICH
Laemli Tamponu S3401-1V SIGMA

Amonyum persiilfat A2941 Applichem
Coomassie Blue A3480 Applichem

Etanol CAS 64-17-5 ALKO MED

Saf Etanol 32221 SIGMA-ALDRICH
Metanol 24229 SIGMA-ALDRICH
Izopropanol K44518295 321 MERCK
2-merkaptoetanol S4805940 517 MERCK

DMSO K46505343 517 MERCK

DMSO D2650 SIGMA-ALDRICH
DiOC6 2129966 Fluka

DAPI D9542-5MG SIGMA-ALDRICH
Pl P4170-100MG SIGMA-ALDRICH

Acridine Orange

DCFH-DA C6827 Invitrogen
Page Ruller Plus Prestained | 26619 Fermentas
Protein Ladder

Protein izolasyonu 78501 Thermo
Tamponu

SDS UN1 888 Applichem
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PBS BE17-51-5F LONZA

Tris-HCL 648317 CALBIOCHEM
BSA A2153-10G SIGMA-ALDRICH
Akrilamid/Bis-Akrilamid A9099 SIGMA-ALDRICH
30% ¢ozelti

Luminol A2185 Applichem

Tween 20 S6740684 348 MERCK

Glisin 3570 CALBIOCHEM
Hidrojen peroksit K39218400838 MERCK

Ponceau Red A1405 Applichem

HCL K438047117 239 MERCK
Kloroform UN1888 Applichem

Yagsiz Siit Tozu SC-2325 Santa Cruz Biotechnology
Camasir suyu ACE

Tris Baz 648310 CALBIOCHEM
Bakar siilfat 02791 MERCK

Asetik Asid 27225 SIGMA-ALDRICH
Super Block T20 37536 Thermo

Tripan mavisi

6.4. EK D: Kullanilan Antikor ve Kitler

Tablo 6.4. immunoblotlama ydnteminde kullanilan antikorlar ve kitlerin listesi.

URUN ADI

KATALOG NUMARASI

FIRMA ADI

PathScan® Phospho Rb
(Ser807/811) Sandwich
ELISA Kit

7959

Cell Signaling Technology

CDK4

12790

Cell Signaling Technology
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CDKG6 13331 Cell Signaling Technology
P21 Waf1/Cipl 2947 Cell Signaling Technology
p-Rb (Ser807/811) 8516 Cell Signaling Technology
c-Myc 5605 Cell Signaling Technology
PI3K Cell Signaling Technology
p-PTEN 9549 Cell Signaling Technology
p-PDK1 Cell Signaling Technology
AKT 9272 Cell Signaling Technology
p-AKT (serd53) 9271 Cell Signaling Technology
p-GSK3p (Ser9) 9315 Cell Signaling Technology
AMPK 5831 Cell Signaling Technology
p-AMPK (Thrl72) 2535 Cell Signaling Technology
p-AMPKp1 4178 Cell Signaling Technology
mTOR 2983 Cell Signaling Technology
p-mTOR (ser2448) 5536 Cell Signaling Technology
p-p70S6K (Thhr389) 9208 Cell Signaling Technology
Raptor 2280 Cell Signaling Technology
ACLY 4332 Cell Signaling Technology
p-ACLY (Ser455) 4331 Cell Signaling Technology
ACC 3676 Cell Signaling Technology
p-ACC (Ser79) 11818 Cell Signaling Technology
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FASN 3180 Cell Signaling Technology
PPARYy Cell Signaling Technology
Lipin-1 5195 Cell Signaling Technology
Fumarase Cell Signaling Technology
ULK1 6439 Cell Signaling Technology
Beclin-1 3495 Cell Signaling Technology
p-Beclinl Cell Signaling Technology
P62 (SQSTM1) 39749 Cell Signaling Technology
Bax 2772 Cell Signaling Technology
Kaspaz 3 9661 Cell Signaling Technology
Kaspaz 9 9502 Cell Signaling Technology
Kesilmis PARP 9541 Cell Signaling Technology
B-aktin 2772 Cell Signaling Technology
B-tubulin 2146 Cell Signaling Technology
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6.5. EKE: Cozeltiler

10 X Fosfat Tampon Cozeltisi (PBS), (pH 7,4) 1L igin:

Sodyum Kloriir (NaCl) 80,0 gr
Potasyum kloriir KCI 2,0gr
Disodyum hidrojen fostat (Na;HPO4) 14,4 gr
Mono potasyum fosfat (KH2PO.) 2,49r
Distile su (dH,0) 1000ml

Kimyasallar 800 ml distile suyun iginde belirtilen miktarlarda ¢oziilerek Ph 7,4’e
ayarlanir. Daha sonra ¢6zelti hacmi distile su kullanilarak 1 L’ye tamamlanir ve ¢ozelti

oda sicakligindamuhafaza edilir. 1 X olarak kullanilir.

Hiicre Dondurma Medyast:

10 mL igin;

9 mL Fetal sigir serumu (FBS) ve 1 mL Dimetil siilfoksit (DMSO0) hazirlanir. Hazirlanan
bu medya 0,22 ml’lik filtre kullanilarak siiziiliir ve -20 °C’de muhafaza edilir.
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Hiicre Lizis Tamponu (CLB):
10 mL igin;

M-PER™ Memeli protein ekstraksiyon soliisyonuna 1 tablet Roche PhosTOP fosfataz
inhibitor kokteyli eklenir.

p-CLB:
10 mL igin;

M-PER™ Memeli protein ekstraksiyon soliisyonuna 1 tablet Roche PhosTOP fosfataz
inhibitor kokteyli ve Roche Proteaz inhibitor (PI) kokteyli eklenir. Eppendorflara 1 er mL

olacak sekilde aliquatlama yapilir.

Hazirlanan CLB +4 °C’de muhafaza edilir.

% 70 Etanol: 100 ml

70 ml saf etanol ile 30 ml distile su karistirilarak hazirlanir.

Yagsiz siit tozu (% 5): 50 ml

2,5 g siit tozunun tizerine 50 ml olacak sekilde TBS-T ile tamamlanir.
0,5 M Tris-HCI (pH 6.8): 100 ml

60 ml distile suda 6 g’lik Tris bazini ¢6ziindiikten sonra pH’s1 6.8’¢ ayarlanir. Daha sonra

distile su ile 100 ml’ye tamamlandiktan sonra otoklavlanir ve steril olarak saklanir.
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8): 150 ml

80 ml distile su igerisinde 27,23 g Tris bazi ¢oziindiikten sonra pH’s1 8,8’e ayarlanir,
tizerine 150 ml olacak sekilde distile su ile tamamlanir. Daha sonra otoklava atilir steril
olarak saklanir.

10X TBS Hazirlamis1

86,6 g NaCl, 12,11 g Tris-Baz konulur pH: 8 e ayarlandiktan sonra {izerine 1000 ml olacak

sekilde distile suyla tamamlanir.
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