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OZET

Farkl1 Meme Kanseri Hiicre Hatlarinda PFKFB1 Gen Ekspresyonlarinin
Glukoz Metabolizmasindaki Roliiniin Arastirilmasi

Dogan, Emine Sena
Yiiksek Lisans Tezi, Molekiiler Tip Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Berna Tan
Es Danigman: Dr. Ogr. Uyesi Giilden Budak
Eyliil 2024

Meme kanseri diinya genelinde kadinlar1 etkileyen en yaygin kanser ttirlerinden
biridir. Meme kanseri de dahil olmak {izere tiim kanser tiirlerinde degisen
metabolizma ayirt edici 6zellikler arasindadir. Meme kanserindeki metabolik
degisiklikleri anlamak igin kanser hiicrelerinde en yaygin olarak kullanilan
katabolit olan glukozun metabolize edilme yollar1 arastirllmaya devam
edilmektedir. Kanser hiicreleri metabolik ihtiyaglarmmi karsilamak ve hayatta
kalmak icin oksijen varliginda bile aerobik glikolizi tercih etmekte, diger yandan
bazi kanser hiicreleri ise ozellikle belirli kosullar altinda, ATP {iretmek ve
biyosentetik ihtiyaclar1 desteklemek icin oksidatif fosforilasyon yapmaktadir. Bu
calismada, aerobik glikoliz yolaginda ¢nemli bir hiz sinmirlayict enzim olan PFK-
1'in aktivatorti olan F2,6BP'nin seviyesini diizenleyen PFKBI’in ekspresyon
seviyelerinin farkli meme kanseri hiicre hatlarinda arastirilmas: hedeflenmistir.
Ayni zamanda glikolizde ve OXPHOSta gorev alan 6nemli genlerin ekspresyon
seviyeleri tespit edilmis olup glukozun az ve fazla oldugu ortamlarda hiticrelerin
proliferasyonu incelenmistir. Bulgularimiz, PFKFB1 “in farkli molekiiler alt tipteki
meme hiicre hatlarinda diisiik seviyelerde eksprese oldugunu gostermistir. Diistik
glukozlu ortamda yiiksek glukozlu ortama gore yari yariya hiicre canliligi
sergileyen hiticre hattinda PKM2 geninin az eksprese olmasi bu durumla
iliskilendirilmis olup, diistik glukozlu ortamda bile ytizde ytiize yakin canlilik
sergileyen hiticre hattinin ise enerji kaynagi olarak glukoz yerine glutamini tercih
ettigi fikrini ortaya koymustur ve diisik glukozda daha az hiicre olimiu
gerceklesen hiicre hatlarinda ise literattirdeki bulunan ¢alismalar dogrultusunda
aktiflenmis mitokondriyal aktiviteyle iliskilendirilmistir. Kanser hiicrelerinin
cevre  kosullarina adapte olup metabolizma  profillerini  yeniden
diizenleyebilmesini; glukoza ulasilabilirligi, farkli besin kaynaklarim
kullanabiliyor olmasi, glikoliz ile OXPHOS arasinda gegis yapabilmesi ve bu



yolaklarda sorumlu olan bir enzimin ekspresyon seviyelerindeki degisiklikler
etkilemektedir.

Anahtar Kelimeler: Meme Kanseri, Kanser Metabolizmasi, Aerobik Glikoliz,
OXPHOS, Glukoz, PFKFB1



ABSTRACT

Investigation Of The Role Of PFKFB1 Gene Expression In Glucose
Metabolism In Different Breast Cancer Cell Lines

Dogan, Emine Sena
Master’s Thesis, Department of Molecular Medicine
Supervisors:
Prof. Dr. Berna Tan
Asst. Prof. Giilden Budak
September 2024

Breast cancer is one of the most common types of cancer affecting women
worldwide. Deregulating cellular metabolism is a hallmark of all cancer types,
including breast cancer. To understand the metabolic changes in breast cancer, the
ways in which glucose, the most widely used catabolite in cancer cells, is
metabolized continues to be investigated. Cancer cells prefer aerobic glycolysis
even in the presence of oxygen to meet their metabolic needs and survive, whereas
some cancer cells, especially under certain conditions, use oxidative
phosphorylation to generate ATP and support biosynthetic needs. In this study,
we aimed to investigate the expression levels of PFKB1, which regulates the level
of F2,6BP, an activator of PFK-1, an important rate-limiting enzyme in the aerobic
glycolysis pathway, in different breast cancer cell lines. At the same time, the
expression levels of important genes involved in glycolysis and OXPHOS were
determined and the proliferation of cells was examined in glucose deficient and
excessive environments. Our results showed that PFKFB1 was expressed at low
levels in breast cell lines of different molecular subtypes. In the cell line that
exhibited half the cell viability in the low glucose environment compared to the
high glucose environment, the low expression of the PKM2 gene was associated
with this situation. It was suggested that the cell line that exhibited almost one
hundred percentage viability even in the low glucose environment preferred
glutamine instead of glucose as an energy source. In the cell lines that experienced
less cell death in low glucose, it was associated with activated mitochondrial
activity according to the studies in the literature. The ability of cancer cells to adapt
to environmental conditions and rearrange their metabolic profiles is affected by
glucose accessibility, the ability to use different nutrient sources, the ability to
switch between glycolysis and OXPHOS, and changes in the expression levels of
an enzyme responsible for these pathways.
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1. GIRIS

Meme kanseri, meme dokusundaki hiicrelerin diizensiz biiytimesi ve
proliferasyonu sonucu meydana gelen, insidans oran1 diinya genelinde artmaya
devam eden bir kanser turtidiur (Richie & Swanson, 2003). Meme kanseri, her biri
farkli biyolojik ve klinik 6zelliklere sahip cesitli alt tipleri olan heterojen bir
hastaliktir. Meme tiimorlerinin  alt smmiflandirilmalari, hiicresel farklilasma
derecesi, histolojik ve biyolojik 6zellikleri ve belirli reseptorlerin ekspresyonuna
gore belirlenmektedir. Hormon Reseptorii ve HER2 durumuna gore bakildiginda;
Hormon Reseptorii Pozitif (HR+) grubundan olan Ostrojen Reseptorii Pozitif
(ER+) ve Progesteron reseptor pozitif (PR+) tiimor biiytimesini destekleyen
Ostrojen/progesteron reseptorlerine sahip kanser hiicrelerini ifade etmektedir.
HER2-Pozitif (HER2+), hiicre biiyiimesini destekleyen bir protein olan insan
epidermal btiytime faktori reseptorti 2'yi (HER2) asir1 eksprese eden kanser
hiicreleri ifade ederken; Uglii-Negatif Meme Kanseri (TNBC) ise ostrojen
reseptorlerinden, progesteron reseptorlerinden yoksun, HER2'yi asir1 eksprese
etmeyen kanser hiicrelerini ifade etmektedir (Makki, 2015).

Kanser metabolizmasi, kanser hiicrelerinin hizli biiytimelerini, hayatta kalmalarin
ve cogalmalarini desteklemek icin metabolik stireclerini degistirdikleri ayirt edici
yollar1 ifade eder. Normal hiicrelerin aksine, kanser hticreleri genellikle Warburg
etkisi gostererek oksijen varliginda bile oksidatif fosforilasyon yerine aerobik
glikolizi tercih eder. Bununla birlikte, bircok kanser hiicresi, 6zellikle belirli
kosullar altinda, ATP iiretmek ve biyosentetik ihtiyaglar1 desteklemek igin
oksidatif fosforilasyon yapar. Bu metabolik yeniden programlama, glukoz
aliminin ve laktat tiretiminin artmasina neden olarak hem enerji hem de biyosentez
icin yapr taslar1 saglar. Ayrica kanser hiicreleri, artan taleplerini karsilamak icin
glutaminoliz ve lipid metabolizmasi gibi diger metabolik yollar1 da degistirir
(Pavlova & Thompson, 2016).

Glikolizinin duzenlenmesinde rol oynayan PFKFB1 enzimi hem kinaz hem de
fosfataz aktivitelerine sahiptir (Cosin-Roger et al., 2013). Glikolizin temel
dtizenleyici enzimi olan fosfofruktokinaz-1'in (PFK-1) giiclti bir aktivatori olan
fruktoz-2,6-bisfosfatin (F2,6BP) sentezini ve yikimini katalize eder. PFKFB1'in
kinaz alani, F2,6BP iiretmek icin fruktoz-6-fosfat1 fosforile ederken, fosfataz alanm
F2,6BP'yi fruktoz-6-fosfata geri hidrolize eder ve boylece hiicresel enerji
ihtiyaclarina ve metabolik durumlara yanit olarak glikoliz hassas bir sekilde
ayarlanabilir (Bartrons et al., 2018). Kanser hiticreleri metabolik strese uyum
saglayabilirler. Bu esneklik, kanserdeki metabolik yollarin daha derinlemesine
anlasilmasina duyulan ihtiyaci vurgulamaktadir.

Bu tez calismasinin amacit glikolizin 6nemli bir kontrol basamag: olan PFK-1
enziminin aktivitesini kontrol eden F2,6BP'nin seviyesini diizenleyen PFKFB1

enziminin MCF-7, MDA-MB 453, SKBR-3, MDA-MB 231 kanser hiicre hatlarindaki
mRNA ekspresyon seviyelerini kantitatif gercek zamanli ters transkripsiyon

1



polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) ile ve PFKFB1 protein sentezini ise
immiinoblotlanma ile belirleyerek glikoliz yolagindaki etkisini/fonksiyonunu
incelemektir. Proteinimizin varhigmm etkisinin hiicre proliferasyonuna
yansimasina bakmak icin, diistik ve yiiksek glukozlu besiyerinde MCF-7, MDA-
MB 453, SKBR-3, MDA-MB 231 kanser hiicre hatlarinin sagkalimi; CellTiter Glo
assay ve hticre sayimi ile tespit edilmistir. Bilinmektedir ki kanser hticreleri oksijen
varliginda bile oksidatif fosforilasyona gore daha az enerji tireten ve glukozu daha
hizl1 parcalayan glikolizi tercih etmektedir. Bu bilgi dogrultusunda PFKFBI
geninin yaninda, glikoliz yolaginda gorev alan HK1, HK2, PKM2, PFKP, PFKL
genlerinin ve oksidatif fosforilasyonda gorev alan NDUFBS, UQCRB, SDHD,
COX7B, ATP5A1 genlerinin bu kanser hiicre hatlarindaki mRNA seviyelerinin
qRT-PCR ile belirlenip glikoliz ve oksidatif fosforilasyonun bu hiicre hatlarinda
devam edilebilirligi gozlenmek istenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kanser

Kanser, viicuttaki anormal hiicrelerin kontrolsiiz biiytimesi ve yayilmasi ile
karakterize heterojen bir hastalik grubudur (Knudson, 2002) ve akciger, kolon,
meme, deri, kemik veya sinir dokusu gibi hemen hemen her organ veya dokuda
gelisebilir. 100'den fazla farkli kanser tiirti vardir ve her biri baslangicta etkilenen
hticre tiirtine gore siniflandirilir (Pifia-Sanchez et al., 2021). Nisan 2024’te Diinya
Saglik Orgiitii/ Uluslararas1 Kanser Aragtirmalar1 Ajansi (IARC), Cancer Journal
for Clinicians'da 2022 kiiresel kanser istatistiklerini yayinladi ve bu rapora gore
diinya genelinde 2022 yilinda 19,96 milyon yeni kanser vakasi ve 9,74 milyon
kanser 6ltimii oldugu tahmin edilmektedir ve akciger kanseri 2022 yilinda en sik

teshis edilen kanser olurken, bunu kadin meme kanseri takip etmistir (Bray Bsc et
al., 2024)

Molekiiler agidan baktigimizda, normal hiicrelerin koétti huylu hiicrelere
dontstimiinii saglayan genetik ve hiicresel seviyelerdeki karmasik ve cok yonlii
degisiklikler kanser olusumuna neden olmaktadir. Bu dontstim, hiicre
bliytimesini, boltinmesini ve olumiinti kontrol eden normal diizenleyici
mekanizmalar1 bozan genetik mutasyonlarin ve epigenetik degisikliklerin bir
sonucudur. Onkogen olusumu, kromozomal translokasyon, nokta mutasyonu,
delesyon, amplifikasyon ve insersiyon aktivasyonu kanser gelisiminde rol
oynayan temel molekiiler siirecler ve mekanizmalardir (Knudson, 2002; Ponder,
2001).

Kanser hiicrelerini normal hiticrelerden ayiran mekanizmalarin kapsamli bir
sekilde anlasilmasimi saglamak ve ttimorlerin gelisimi ve ilerlemesi sirasinda
kanser hiicreleri tarafindan edinilen temel 6zellikleri ve yetenekleri tanimlamak
icin 2000 y1linda Douglas Hanahan ve Robert Weinberg tarafindan “Kanserin ayurt
edici ozellikleri” kavrami tamitilmistir (Hanahan & Weinberg, 2000) ve 2011
(Hanahan & Weinberg, 2011) ve son olarak 2022 yilinda (Hanahan, 2022) bu
kavram genisletilmistir. Bu ayirt edici 6zellikleri, proliferatif sinyali stirdiirme,
biiytime baskilayicilardan kagma, hiicre liimiine direnme, replikatif 6ltimsuzIliigii
saglama, immin yikimdan kaginma, hiicresel metabolizmay1 yeniden
diizenlenme, anjiyogenezi indiikleme ve invazyon ve metastazi aktive etmeyle
birlikte bu 6zelliklerin edinilmesini hizlandiran genetik cesitliligi olusturan genom
istikrarsizlig1 ve tesvik eden inflamasyon olusturmaktadir (Hanahan & Weinberg,
2011). Son olarak ise fenotipik plastisite ve bozulmus farklilasma, mutasyonel
olmayan epigenetik yeniden programlama, polimorfik mikrobiyom ve senesens
hticreler eklenmistir (Hanahan, 2022).
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Sekil 1. Kanserin ayirt edici 6zellikleri (Hanahan, 2022)
2.1.1. Meme Kanseri

Meme kanseri, meme dokusundaki hiicrelerin diizensiz biiylimesi ve
proliferasyonu sonucu meydana gelen, kadinlar arasinda insidans oram diinya
genelinde artmaya devam eden bir kanser tiirtidiir (Arnold et al., 2022). Meme,
lobtiller (stit tireten bezler), kanallar (siiti meme ucuna tasityan ttipler) ve bag
dokusundan olusur ve ¢cogu meme kanseri kanallarda (duktal karsinomlar) veya
lobtillerde (lobiiler karsinomlar) baslar (Makki, 2015).

Meme kanserinin her biri kendine 6zgti 6zelliklere sahip, cesitli alt tipleri vardir
(Sekil 2.). Ana alt tipler, Ostrojen ve progesteron hormonlar1 tarafindan
yonlendirilen hormon reseptorii pozitif (HR+) meme kanserini icerir. Bu tur
Ostrojen reseptorii pozitif (ER+) ve progesteron reseptorii pozitif (PR+) olarak ikiye
ayrilir. Diger bir alt tip ise HER2-pozitif meme kanseridir ve kanser hiicresi
biiytimesini destekleyen HER2 proteininin asir1 ekspresyonu ile karakterize edilir.
Uclii negatif meme kanseri (TNBC) ise, Ostrojen reseptorleri, progesteron
reseptorleri ve HER2 proteinini igermeyen daha agresif bir alt tiptir. inflamatuar
meme kanseri (IBC), kanser hiicrelerinin meme derisindeki lenf damarlarini
tikayarak kizariklik ve sismeye neden oldugu nadir ve agresif bir formdur. invaziv
olmayan meme kanseri formlar: arasinda duktal karsinoma in situ (DCIS) ve
lobtiler karsinoma in situ (LCIS) bulunur. DCIS kanallarla sinirlidir ve gevre
dokuya yayilmamustir, LCIS ise lobiillerde bulunur ve invaziv kanser gelisme
riskinin daha ytiksek oldugunu gosterir. Evre IV meme kanseri olarak da bilinen
metastatik meme kanseri, kanserin memenin oOtesinde kemikler, karaciger,
akcigerler veya beyin gibi viicudun diger bolgelerine yayildiginda ortaya cikar.



Meme kanseri ayrica Luminal A, Luminal B, HER? ile zenginlestirilmis ve Bazal
benzeri alt tipler dahil olmak {izere gen ekspresyon profillerine dayali molekiiler
alt tipler halinde simiflandirilabilmektedir (Johnson et al., 2021; Orrantia-Borunda
et al., 2022; Prat et al., 2015; Richie & Swanson, 2003; Turner et al., 2021). Meme
kanserinde ttimorleri molekiiler alt tiplere simiflandirmak i¢in kullanilan bir gen
ifadesi profilleme testi olan PAMS50, kanseri alt tipten birine kategorize etmek icin
bir meme kanseri tumor 6rnegindeki 50 genin ifade seviyelerini inceler. Bu teste
gore molekiiler alt smiflandirma ($Sekil 2); Luminal A, Luminal B, HER?2 ile
zenginlestirilmis, Bazal benzeri ve Normal benzeri seklindedir (Dank et al., 2023;
Pu et al., 2020; Wallden et al., 2015).

BL1 BL2 M -
Klinik Meme

. o . | ER%/PR* HER2*
Kanseri Alt Tipleri b

Luminal Luminal Normal- . HER2-
A B Like - Enriched
Claudin-

Low

Sekil 2. Meme kanseri i¢in molekiiler siniflandirma semasi. PAM50 testi meme
kanserlerini bes ayr1 alt tipe ayirir: luminal A, luminal B, normal benzeri, bazal ve
HER?2 ile zenginlestirilmis, ayrica ayr1 klodin-dustik alt tipi(Prat et al., 2010). Ay
zamanda, TNBC alt tipi dort ayr alt tipe tanimlanmustir: bazal benzeri 1 (BL1),
bazal benzeri 2 (BL2), mezenkimal (M) ve luminal androjen reseptorii (LAR). ER,
Ostrojen reseptorti; HER2, insan epidermal biiytime faktorii reseptori 2; PAMS50,
mikrodizi 50'nin tahmin analizi; PR, progesteron reseptorii; TNBC, ticlti negatif
meme kanseri.(Turner et al., 2021)

2.2. Glukoz Metabolizmasi

Glukoz metabolizmasi, hiicresel islevler i¢in enerji iiretmek tizere glukozun
parcalanmasini ve kullanilmasin iceren glikoliz, glukoneogenez, glikojenoliz ve
glikojenez dahil olmak {izere birden fazla mekanizmayi kapsayan kritik bir
biyolojik stirectir. Glukoz metabolizmas: glikolizle baslar. Alt1 karbonlu glukoz
molekiild, sitozolde ti¢ karbonlu iki pirtivat molekiiliine parcalanir. Bu stireg, ATP
(adenozin trifosfat) ve NADH (nikotinamid adenin dintikleotit) seklinde az
miktarda enerji {iretir (Chaudhry & Varacallo, 2018).

Glukoz ilk 6nce heksokinaz tarafindan ATP ve bir fosfat grubu kullanilarak
glukoz-6-fosfata dontisturiliir. Glukoz 6-fosfat daha sonra fosfoglukoz izomeraz
tarafindan fruktoz-6-fosfata donitistiiriiliir. Fosfofruktoz kinaz daha sonra baska
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bir ATP molekiilii kullanarak fruktoz-1,6-bisfosfat tiretir. Daha sonra fruktoz-1,6-
bisfosfattan; dihidroksiaseton fosfat (DHAP) ve gliseraldehit 3-fosfat, fruktoz
bisfosfat aldolaz tarafindan olusturulur. DHAP, izomeraz tarafindan gliseraldehit-
3-fosfata dontistiirtilur ve iki gliseraldehit-3-fosfat molekiilti olusmus olarak stireg
devam eder. Gliseraldehit-3-fosfat, ekzergonik bir reaksiyonda 1,3-
bisfosfogliserata oksitlenir ve bir NAD+ molekiiliinti NADH ve H*'ya indirger.
1,3-bisfosfogliserat daha sonra fosfogliserat kinazin yardimuyla, glikolizden ilk
ATP molekiiltintin tiretimi ile 3-fosfogliserata dontistir. 3-fosfogliserat daha sonra
fosfogliserat mutazin yardimiyla 2-fosfogliserata dontistir. Bir H2O molekiiluntin
salinmasiyla enolaz, 2-fosfogliserattan fosfoenolpiruvat (PEP) olusumunu saglar.
PEP'in kararsiz durumu nedeniyle, pirtivat kinaz glikolizde ikinci ATP'yi

olusturmak i¢in bir fosfat grubunun kaybini kolaylastirir. Boylece, PEP daha sonra
pirtivata dontstir (Sekil 3.) (Chandel, 2021).

Oksijen yoklugunda (anaerobik kosullar) veya kirmizi kan hiicreleri (eritrositler)
gibi mitokondrisi olmayan hiicrelerde ATP tretilebilen tek yol anaerobik
glikolizdir. Bu durumlarda pirtivat, sitoplazmada laktat dehidrogenaz A (LDH-A)
tarafindan laktata indirgenir ve daha sonra laktat, monokarboksilat tasiyicilar:
(MCT'ler) araciligryla hticre disi1 bosluga atilir (Chandel, 2021; Chaudhry &
Varacallo, 2018).

Oksijen varliginda glikoliz, ATP tiretmek igin mitokondri iginde bulunan TCA
dongtistine (sitrik asit dongtisti veya Krebs dongtisii olarak da adlandirilir) giren
piriivat tretir. Pirtivat, sitrik asit dongtistinde onemli bir ara madde olan asetil-
CoA'ya dontstiirtilir. Asetil-CoA daha fazla oksitlenir ve ek ATP, NADH ve
FADH: (flavin adenin dintikleotit) tiretimine yol acar (Alabduladhem & Bordoni,
2022; Fernie et al., 2004). Bu ytiksek enerjili molekiiller daha sonra i¢ mitokondriyal
zarda bulunan bir dizi protein kompleksi olan elektron tasima zincirine girer.
Burada, NADH ve FADH>'den gelen enerji, oksidatif fosforilasyon (OXPHOS)
yoluyla biiyiik miktarda ATP {iretimini yonlendirmek icin kullamilir (Sekil 4)
(Smeitink et al., 2001).

Glukoneogenez, karacigerde karbonhidrat dis1 kaynaklardan (laktat, gliserol ve
glukojenik aminoasitler) glukoz sentezini iceren bir diger glukoz metabolizmas:
stirecidir. Bu stireg, uzun stireli aclik veya yogun egzersiz sirasinda kan glukoz
seviyelerini korumak igin onemlidir. Insiilin ve glukagon, glukoz metabolizmasim
dtizenleyen temel hormonlardir; insiilin, glukoz alimini ve depolanmasini tesvik
ederken; glukagon, karacigerden glukoz salintmini uyarir (EA et al., 2019; Hatting
etal., 2018). Uzun aclik periyotlarinda pankreas ise glikojenolizi baslatan glukagon
salgilar. Glikojenolizde, glukozun depolanmis hali olan glikojen, glukoz olarak
salinir. Glikojen sentezleme stireci ise glikojenez olarak adlandirilir ve karacigerde
asir1 karbonhidrat bulundugunda meydana gelir (Paredes-Flores et al., 2024). Tum
bu stiregler, glukoz metabolizmasinin enerji homeostazini korumak ve cesitli
hiicresel aktiviteleri desteklemek icin gereklidir.
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Sekil 3. Glikoliz basamaklar1 (Werner et al., 2016)
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Sekil 4. TCA dongtisti ve oksidatif fosforilasyon semasi (Martinez-Reyes &
Chandel, 2020).



2.3. Kanser Hiicre Metabolizmasi

Normal hiicrelere gore kanser hiicrelerinde metabolik faaliyetler degisiklik
gostererek malign 6zelliklerin kazanilmasini ve stirdtirtilmesini desteklemektedir.
Bazi degismis metabolik 6zellikler bir¢ok kanser hiicresi ttirtinde genel olarak
gozlemlendiginden, yeniden programlanmis metabolizma kanserin ayirt edici
ozelligi olarak kabul edilir (Pavlova & Thompson, 2016). Degistirilmis metabolik
aktivite, besin acisindan zengin kosullarda anabolik biiytimeyi, besin kisitlamasi
sirasinda hiicrenin hayatta kalmasini desteklemek icin katabolizmay1 ve onkogen
aktivasyonu, tiimor baskilayici kaybi ve diger streslerin metabolik etkilerine karsi
koymak igin rediiksiyon-oksidasyon (redoks) homeostatik sistemlerinin
giiclendirilmesini saglar (Boroughs & Deberardinis, 2015).

Kanser hiicrelerinin katabolitlere olan yiiksek ihtiyaci, ATP {tiretmek, redoks
dengesini korumak ve biyokiitle tiretmek icindir. Hiicreler, ATP tiretmek icin en
yaygin olarak bulunan katabolit olan glukozu kullanir. Glukoz, sitoplazmada
glikoliz yoluyla laktata doniistir veya glikolizin ilk adimlarindan sonra pirtivat,
TCA dongtisii ve mitokondride OXPHOS yoluyla daha fazla metabolize edilir
(Martinez-Outschoorn et al., 2016). Normal kosullarda, hiicre metabolizmasinin
tiikettigi enerjinin %70'i OXPHOS tarafindan saglanir. Ancak hipoksi durumunda,
glikoliz OXPHOS'un zayiflamuis islevini telafi etmek igin artar. Bu nedenle, glikoliz
ve OXPHOS hiicresel enerji dengesini korumak icin is birligi yapar (Cairns et al.,
2011). Aslinda normal farkhilasmis hiicreler enerjiyi esas olarak mitokondriyal
oksidatif fosforilasyonla tiretirken, kanser hiicreleri ATP tiretmek i¢in daha az
verimli bir stire¢ olan ancak ATP'ye ek olarak niikleotidler, amino asitler ve
lipitlerin tiretilmesine izin veren ve boylece hiicreyi boliinmeye hazirlayan aerobik
glikolizi tercih eder (Gatenby & Gillies, 2004).

2.3.1. Aerobik Glikoliz

1931 Nobel Tip ve Fizyoloji Odiilii'nti kazanan Otto Warburg (Koppenol et al.,
2011), normal dokularla karsilastirildiginda, kanser dokularinin in vitro oksijen
varhiginda bile laktat {iretmek icin bol miktarda glukoz kullandigimi
gozlemlemistir ve adin1 bu bilim insanindan alan Warburg Etkisi ya da aerobik
glikoliz terimi ortaya ¢ikmistir (Martinez-Reyes & Chandel, 2021). Glikoliz
tarafindan tiretilen pirtivat, oksijen varliginda bile TCA dongitistine girmek yerine
biiytik olctide laktata dontstiirtiltir. Bu laktat tiretimi indirgen esdegerlerin
dengelenmesine yardimci olur ve kanser hiicrelerinin glikolize devam etmesini
saglar. Warburg etkisi devam ederken, tiretilen ATP'nin yaninda laktat ise timor
invazyonu, metastaz, anjiyogenez, immiinosupresif hiicreleri ve molekiilleri
indiiklemek gibi immiinosupresif islevlere de sahiptir, boylece tumor gelisimini ve
kacisini tesvik eder (Brown & Ganapathy, 2020; Hayes et al., 2021; Z. Li et al., 2023).

Glukoz basma aerobik glikoliz, oksidatif fosforilasyonla elde edilen miktara
kiyasla ATP tiretmenin verimsiz bir yoludur. Bununla birlikte, aerobik glikoliz
yoluyla glukoz metabolizmasi hizi daha yiiksektir, 6yle ki glukozdan laktat
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tiretimi, mitokondride glukozun tamamen oksidasyonundan 10-100 kat daha hizli
gerceklesmektedir (Liberti & Locasale, 2016). Tumor mikro ortamlar: sinirli glukoz
varligina sahiptir ve tiimor hiicreleri, stromal hiicreler ve immiin kompartman ile
besinler icin rekabete girer. Warburg etkisinin nedeni tam olarak bilinmemektedir
ancak ATP tiretim hiz1 daha yiiksek ancak verimi daha distik olan hiicrelerin,
paylasilan ve sinirli enerji kaynaklari icin rekabet ederken segici bir avantaj elde
edebilecegi hipotezi bir neden olabilir (Slavov et al., 2014). Yapilan bir ¢alismada
ise, kanser hiticrelerinde ATP'ye bagimli membran pompalar degistirilerek ATP
talebi biiytik 6lctide artirilmistir ve bu durumda aerobik glikolizin hizla arttigin
ve oksidatif fosforilasyonun sabit kaldigini gosterilmistir (Epstein et al., 2014).

2.3.2. Oksidatif Fosforilasyon

Normal hiicrelerde metabolik aktivitelerde tiiketilen enerji, esas olarak glikolizden
daha verimli olan ve daha fazla adenozin trifosfat (ATP) tireten mitokondriyal
oksidatif fosforilasyondan (OXPHOS) saglanir (Smeitink et al., 2001). Glikolizin
son urtnt olan pirtivat, OXPHOS igin bir yakittir. Aerobik kosullar altinda
pirtivat, oksaloasetat ile birleserek trikarboksilik asit (TCA) dongtistinti ve 36 ATP
tiretebilen OXPHOS'u baslatan asetil CoA'ya oksitlenmek tizere mitokondriye
girer (Solaini et al., 2011). OXPHOS, elektronlari transfer eden ve adenozin trifosfat
(ATP) sentezini yonlendirmek igin bir elektrokimyasal proton gradyani olusturan
bes cok proteinli kompleksten (kompleks I-V) olusur. Elektronlar, kompleks I
veya II araciigryla NADH veya siiksinattan ubikinona (Q) transfer edilir;
ardindan, elektronlar bir proton gradyam olusturmak igin kompleks III'te QHz'den
cikarilir. Kompleks IV'te, elektronlar terminal elektron alicisi oksijene (Oz) transfer
edilir. Kompleks I, III ve IV tarafindan zarlar arasi bosluga pompalanan tim
protonlar, ATP sentaz (kompleks V) tarafindan ATP {iretimini kolaylastiran bir
proton gradyani olusturur (Sekil 4) (Xu et al., 2020).

Kanser hiicrelerinde oksijen varliginda bile bir 6nceki baslikta bahsedilen Warburg
etkisi olarak bilinen aerobik glikolize yatkinligi, hizli enerji tiretimine olanak
tanimas1 ve ¢ogalan hiicrelerin biyosentetik taleplerini desteklemesi icin tercih
edilen bir yol olarak kabul edilmistir (Liberti & Locasale, 2016). Ancak, son
calismalar OXPHOS'un losemiler, lenfomalar, pankreas duktal adenokarsinomu,
melanom ve endometriyal karsinom dahil olmak tizere belirli kanserlerde
upregiile oldugu ve bunun aktif glikoliz durumunda bile meydana gelebilecegini
gostermistir (Fantin et al., 2006; Suganuma et al., 2010; Zu & Guppy, 2004). Enerji
tiretimini ve hayatta kalmay1 optimize etmek icin glikoliz ve OXPHOS arasinda
gecis yapabilmek tiimor hiicrelerinin degisen mikrogevre kosullarina uyum
saglamasini, terapotik miidahalelere direnmesini ve kanser ilerlemesine ve
metastazina katkida bulunmasin saglar (Cadassou & Jordheim, 2023).

2.4. PFKFB1

Fosfofruktokinaz (PFK-1), glikolitik yol {izerinden glukoz akisin1 kontrol eden
temel diizenleyici enzimdir. Fruktoz-2,6-bisfosfat (F-2,6-BP), PFK-1'in en giiclu
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allosterik aktivatoriidiir (Cosin-Roger et al, 2013). F2,6BP seviyelerinin
kontroliinde rol oynayan iki islevli enzim olan 6-fosfofrukto-2-kinaz/fruktoz-2,6-
bisfosfataz (6PFK2/FBP2) en az alt1 farkhh izoformu tanimlanmistir ve PFKFBI,
PFKFB2, PFKFB3, PFKFB4 tarafindan kodlanmaktadir (Okar et al., 2001).

PFKFBI (6-Fosfofrukto-2-Kinaz 1/Fruktoz-2,6-Bisfosfataz 1) proteini, glikolizin bir
diizenleyicisi olan fruktoz-2,6-bisfosfat (F2,6BP) seviyelerinin kontroliinde rol
oynayan iki islevli bir enzimdir. PFKFB1 enziminin iki farkh aktivitesi vardir:
fruktoz-6-fosfat ve ATP'den F2,6BP sentezleyen bir kinaz aktivitesi ve F2,6BP'yi
fruktoz-6-fosfat ve inorganik fosfata parcalayan bir bifosfataz aktivitesi. Bu iki
aktivite arasindaki denge glikoliz ve glukoneogenezin diizenlenmesi icin
onemlidir, ¢tinkti F2,6BP glikolizdeki anahtar enzim olan fosfofruktokinaz-1'i
(PFK-1) aktive eder (Ros & Schulze, 2013). PFK-1, glikolizde kritik bir adim
katalize eder ve bu da onu glukoz metabolizmasinin hizini kontrol eden en 6nemli
enzimlerden biri yapar. PFK-1, Fru-6-P ve ATPnin fruktoz 1,6-bisfosfat ve ADP'ye
dontistimiinti katalize eder. Dolayisiyla artan Fru-2,6-P2 seviyeleri, PFK-1 aktive
ederek hiicrelerin yiiksek bir glikolitik akiy1 stirdiirmesine izin verebilmektedir
(Okar et al., 2001).

F2,6BP, PFK-1'in substrati olan fruktoz-6-fosfata olan afinitesini artiran ve boylece
glikolizi tesvik eden giiclti bir aktivatér olmasiyla beraber, AMP ve ADP'nin
varlig1 da hiicredeki diistik enerji seviyelerini gostererek glikolizi ve ATP tiretimini
artirmak icin PFK-1'i aktive eder. ATP ve sitrat ise hiicrenin yeterli enerjiye ve
metabolik ara maddelere sahip oldugunu isaret ederek PFK-1'i inhibe eder (Mor et
al., 2011) .

Glucose

L Hexokinase
Glucose-6-phosphate

t Phosphoglucose isomerase
Fructose-6-phosphate

PFKFB1
Fructose-2,6-bisphosphate

& I L,
PFK-1

Fructose-1,6-bisphosphate

J Aldolase
&
DHAP G3P

Y
Glycolysis

-

Sekil 5. PFKFB1 tarafindan PFK-1'in diizenlemesi. (Bartrons et al., 2018; Yi et al.,,
2019)
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. GERECLER
3.1.1. Kimyasallar
Tablo 1. Calismada kullanilan Kimyasallar

URUN MARKA
[zopropanol (CsHsO) Merck

Etanol (C2Hs0) Merck
Metanol Merck

Fetal Bovin Serum Gibco
Penisilin/Streptomisin Gibco

DMSO BioShop

Tris Baz Roche
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) Fisher Bioreagents
Sodyum Klortir (NaCl) Merck

Tris Roche

Tween 20 Sigma

Stit Tozu (yagsiz) Enka

CAPS Sigma
Sodyum Hidroksit (NaOH) Merck
Gliserol Fisher Bioreagents
2-merkaptoetanol Sigma
Tris-HClI Sigma
Bromfenol Mavisi Sigma

RT? SYBR Green ROX Fast Mastermix Qiagen
Hidroklorik asit (HCI) Merck
Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) Sigma

HEPES Sigma
SureCast APS [nvitrogen
SureCast Stacking Buffer Invitrogen
SureCast Resolving Buffer Invitrogen
SureCast Acrylamide Solution (%40) Invitrogen
SureCast TEMED [nvitrogen
cOmplete, Mini, EDTA-free Proteaz Inhibitor Cocktail Roche
Anti-PFKFB1 Antibody, rabbit (ab155564) Abcam
Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody (7074S) Cell Signaling
Antikor Beta Aktin (8HH10D10), mouse Cell Signaling
Antikor Anti-Mouse Cell Signaling
319-062 CL - DMEM 1X with Sodium Bicarbonate & Wisent Inc.

Phenol Red w/o Glucose, Sodium Pyruvate and L-
Glutamine 500ml
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3.1.2. Kitler
Tablo 2. Calismada kullanilan Kitler

URUN MARKA
RNeasy Mini Kit (250) Qiagen

RT?2 First Strand Kit (50) Qiagen

Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific
Pierce ECL Plus Western Blotting Substrate ' Thermo Scientific
CellTiter GLO Luminescent Reagent Promega

3.1.3. Cihazlar
Tablo 3. Calismada kullanilan Cihazlar

CIHAZ MARKA

Distile Su cihazi Millipore Elix
Nanodrop Denovix DS-11
Thermal Cycler BioRad
Real-Time PCR cihaz1 Qiagen Rotor Q
Kar-Buz makinesi Brema

Laminer FLow Kabin Class II Thermo Scientific
Ettiv Memmert
Santrifiij Allegra X-15R Beckman Coulter
Santrifiij MicroCL21R Thermo Scientific
Derin dondurucu -86° Thermo Scientific
No frost Buzdolabi (+4, -20) Beko

Tart1 SHIMADZU
Vortex WiseMix
Otoklav VWR

Su banyosu VWR

pH metre Thermo Scientific
PipetAid Eppendorf
Elektroforez Gii¢ Kaynagi Biorad

Poset Kapatic1 (Sealer) Brother

Jel Goruintiileme Sistemi Azure Biosystems

3.1.4. Sarf Malzemeler

Tablo 4. Calismada kullanilan Sarf Malzemeler

MALZEME MARKA

Serolojik Pipetler (5, 10, 25 ml) SPL Life sciences
Falkon Ttpleri (15, 50 ml) SPL Life sciences
Hiicre Kiiltiir Flasklar: (T25) SPL Life sciences
Well Plate (6) SPL Life sciences
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Mikropipet Uglar1 (10, 200, 1000ul) Axygen
Mikro Santrifiij Ttipleri (1,5 ml) Axygen
Pudrasiz Eldiven (S) Dolphin
Soltisyon Rezervuari (50 ml) Isolab
Kriyojenik ttip (2ml) Corning
Nitroseliiloz Membran- 0.45 Millipore
Whatmann Kagitlar: BioRad

3.1.5. Soliisyonlar
3.1.5.1 Western Blotlama Soliisyonlar:
Tablo 5. %10 IGEPAL CA-630 (100 ml)

Miktar
10 ml

Kimyasal
IGEPAL CA-630

Final Konsantrasyon
%10

10 ml IGEPAL CA-630 80 ml dH2O igerisinde, 42°C su banyosunda ¢6ziildii ve son
hacim 100 ml’e dH2O ile tamamland: (Tablo 5). Soltisyon oda sicakliginda
saklandi. Disodyum EDTA 70 ml dH.O’da 4 saat calkalanarak c¢ozuldii.
Soliisyonun pH'1 8,0’a ayarlandi ve son hacim distile su ile 100 ml’e tamamlandi

(Tablo 7).

Tablo 6. 0,5 M EDTA (100 ml, pH 8,0)

Kimyasal

Miktar

Final Konsantrasyon

EDTA.2Na.2H20

18612 g

05M

Disodyum EDTA 70 ml dH>O’da 4 saat calkalanarak ¢oziildii. Soltisyonun pH"1

8,0’a ayarland1 ve son hacim distile su ile 100 ml’e tamamlandi (Tablo 6).

Tablo 7. 0,5 M HEPES (500 ml, pH 7,4)

Kimyasal

Miktar

Final Konsantrasyon

HEPES

59,575 g

05M

400 ml dH2O igerisine tablo 7’de belirtilen miktarda HEPES eklendi ve pH 7,4’e
ayarlandi. Son hacim dH2O ile 500 ml’e tamamlandi. Soltisyon oda sicakliginda

sakland..

Tablo 8. RIPA protein izolasyonu lizis soliisyonu (250 ml)

Kimyasal Miktar Final Konsantrasyon
HEPES (0.5 M) 25ml 50 mM

NaCl 2 M) 37,5 ml 150 mM

%10 IGEPAL CA-630 25 ml %1

%10 SDS 2,5ml %0,1

EDTA (0.5 M) 1ml 2mM

13




1 ml enjeksiyonlu suda yarim tablet proteaz inhibitor (Sigma) ¢ozdiirtildi. 5 tiipe
200 ul olarak alikotland1 ve -20"ye kaldirildi. RIPA lizis soliisyonu igin tablo 8'de
belirtilen kimyasallar 159 ml dH>O igerisinde ¢oziildii. Soltisyon +4°C’de sakland..
2 ml RIPA lizis soliisyonu igerisine 200 ul proteaz inhibitorii eklenerek lizis
soltisyonu hazirlanda.

Tablo 9. 5x Protein yiikleme boyasi (22.5 ml, pH 6,8)

Kimyasal Miktar Final Konsantrasyon
%20 SDS 11,25 ml %10
2-Merkaptoetanol 5,625 ml %25

Tris-HClI 084¢g 240 mM

%100 Gliserol 5,625 ml %25

Bromofenol mavisi 12,5 mg 830 uM

%20 SDS icin 2,25 g SDS dH2O igerisinde ¢oziildii ve son hacim dH>O ile 11,25 ml’e
tamamlandi. Hazirlanan SDS soliisyonu icerisine tablo 9’da belirtilen miktarlarda
2-merkaptoetanol, gliserol, Tris-HCI eklendi ve pH 6.8’e ayarlandi. Hazirlanan
karisima en son 12,5 mg bromofenol mavisi eklendi ve nihai karissm laminar air-
flow kabininde 0,20 uM por capmna sahip filtreden gecirilerek steril edildi.
Sterilizasyonu takiben, soliisyon, 2 ml mikro santrifiij ttiplere alikotlanarak -
20°C’de saklandu.

Tablo 10. 10X SDS jel yiirtitme soliisyonu (1 L)

Kimyasal Miktar Final Konsantrasyon
Tris baz 30¢g 250 mM

Glisin 144 g 1.9M

SDS 10g 35 mM

SDS-PAGE stok yiirtitme soltisyonu igin tablo 10°da belirtilen kimyasallar 750 ml
dHO igerisinde ¢oziildii ve son hacim 1 L'ye dH>O ile tamamland. Soltisyon oda
sicakliginda saklandu.

Tablo 11. 10X TBS-T yikama soltisyonu (1 L, pH 7,6)

Kimyasal Miktar Final Konsantrasyon
NaCl 80,063 g 1.37M

Tris baz 4954 ¢ 40 mM

Tris-HClI 2506 g 159 mM

Tween-20 10 ml %1

10X TBS-T soliisyonu hazirlamak icin tablo 11’de belirtilen kimyasallar 700 ml
dH2O icerisinde ¢oziildii ve pH 7,6'ya ayarlandi. Son hacim dH2O ile 1 L'ye
tamamlandi. Soltisyon oda sicakliginda saklandi.
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Tablo 12. Transfer tampon soltisyonu (1,5 L)

Kimyasal Miktar Final Konsantrasyon
NaOH 114 ¢ 19 mM

CAPS 332¢g 10 mM

Etanol 150 ml %10

Yaklasik 5 tablet NaOH ve tablo 12'de belirtilen miktarda CAPS ile etanol 1,2 L
dHO igerisinde, manyetik karistiricida ¢oziildii. Son hacim distile su ile 1,5 L'ye
tamamlandi. Soltisyon oda sicakliginda saklanda.

Tablo 13. Bloklama & antikor diltisyon soliisyonu (200 ml)

Kimyasal Miktar Final Konsantrasyon
Stit tozu 10g %5

Bloklama ve calismada kullamilan antikorlarin diltisyonu icin tablo 13'de
belirtildigi gibi 10 g siit tozu 200 ml 1X TBS-T igerisinde ¢oziildi. Soliisyon +4
°C’de sakland.

Tablo 14. Membran yeniden kazanim soltisyonu (50 ml)

Kimyasal Miktar Final Konsantrasyon
2-Merkaptoetanol 350 pl %0.7

%20 SDS 5 ml %2

1 M Tris HCI pH 6,8 3.125 ml 62,5 mM

Stripping soliisyonu hazirlamak icin 2-merkaptoetanol, %20 SDS ve 1 M Tris pH
6,8 50 ml distile suda ¢oztildii. Soltisyon oda sicakliginda saklandi (Tablo 14).

3.2. YONTEM
3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Calismada kullanilan MCF-7, MDA-MB 453, SKBR-3, MDA-MB 231 hiicre hatlar1
icin, %10 FBS (Gibco), %1 penisilin/streptomisin (Gibco), 2mM L-glutamin iceren
DMEM besiyeri kullanilmistir. Hiicreler 37°C’de %5 CO:'li ortamda kiiltiire
edilmistir. Calismada kullanilan hiicre hatlar1 listesi tablo 15’te verilmistir.

Tablo 15. Calismada kullanilan Hiicre hatlar:

Hiicre Hatt1 Molekiiler Alt Tip

MCE-7 Ostrojen reseptorii pozitif (ER+)
MDA-MB-453 HER?2 pozitif

SK-BR-3 HER? pozitif

MDA-MB-231 Uglii negatif
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3.2.2. Hiicre Sayimi

Calismada kullanilan tiim hiicreler, hiicre canlilik deneyinde, RNA izolasyonlari
icin hticre ekimleri deneylerinde Thoma lamu ile sayildi. Sayim icin hiicreler
toplandi, 1250 rpm’de 5 dakika santirifiij edilip tizerindeki stipernatant atildi, pelet
1ml taze besiyeri ile sulandirildiktan sonra icinden homojen olacak sekilde 50 pl
bir ependorf tiipe alindi. Sayim i¢in Thoma laminin iki sayim bdlgesine ayr1 ayri
10 pL+10 pL hacimlerde hiicre eklendi. Yogunlugu fazla olan hiicrelere diltisyon
yapildi. Thoma laminin her iki tarafindaki hiicrelerin ortalamasi alimip asagidaki
formiilde yerine yazilip hiicre sayilar1 hesaplandi.

Hiicre sayis1 (ml)= Sayilan partikiil say1is1 x 104 x (diltisyon kat say1s1)

3.2.3. Deneylerde Kullanilan Diisiik Glukoz ve Yiiksek Glukoz Besiyerlerinin
Hazirlanisi

Distik glukozlu (5 mM) besiyeri hazirlamak icin sodyum bikarbonat ve fenol
kirmizisi iceren, glukoz, sodyum piriivat ve L-glutamin icermeyen DMEM’den
43.75 ml, 50 ml'lik falkona alindi. Uzerine 5 ml FBS, 500 pL penisilin/ streptomisin,
500 ul L-glutamin (1:100) ve 250 ul glukoz (1:100) eklendi. Yiiksek glukozlu
besiyeri (25 mM) hazirlamak icin 4.5 g/L D-glukoz ve L- glutamin, ve pirtivat
iceren yiiksek glukozlu (25 mM) DMEM’den 44,5 ml 50 ml'lik falkona alindz.
Uzerine 5 ml FBS ve 500 uL penisilin/streptomisin eklendi.

3.2.4. Hiicre Canliliginin ATP Seviyesinin Olgiilmesi ile Belirlenmesi

Hiicrelerin yukarida belirtilen 2 farkl besiyerinde hiicre canliliklar1 CellTiter GLO
Luminescent Reagent (Promega) kiti kullanilarak 6lctildti. Bunun igin ml’sinde
25.000 hticre hazirlanip, bundan her bir kuyuya 200 pL olacak sekilde 96
kuyucuklu plate’e, besli tekrarlar halinde ekildi. Hiicre sayim1 asamasinda diistik
glukozlu besiyeri kullanildi. Daha sonra yiiksek ve diistik glukozlu olarak ayri
tuplerde ml’sinde 25.000 hticre olacak sekilde hazirlandi. Plate ekim sonras1 96 saat
37°C’de %5 CO7'li ortamda inkiibe edildi ve plate inkiibatorden alimip 30 dakika
oda sicakligina gelmesi beklendi. Her bir kuyucuga oda sicakligina getirilmis 40
nL Cell TiterGLO solitisyonu eklendikten sonra plate 5 dakika, 800 rpm’de
mikroplaka calkalayicida calkalandi. Plate 10 dakika oda sicakliginda inkiibasyon
sonrast liiminesans miktar1 multimod mikroplaka okuyucuda belirlendi. Hiicre
canlilig1 rolatif olarak Microsoft Office Excel programinda hesaplandi. Grafik
GraphPad Prism 9 (GraphPAD software inc, ABD) programinda olusturuldu.

3.2.5. Hiicre Proliferasyonu

Her bir hiicre hatt1 3 kuyu diistik glukozlu ve 3 kuyu yiiksek glukozlu besiyerinde
2 ml’de 50.000 hiicre olacak sekilde six-wellere ekildi. 96 saat 37°C'de %5 CO;'li
ortamda inkiibe edildi. Daha sonra hiticre sayimi protokoliine gére sayim yapildi
ve GraphPad Prism 9 (GraphPAD software inc, ABD) programinda grafik
olusturuldu.
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3.2.6. RNA Izolasyonu

4 hiicre hatt1 ml’de 300 bin hiicre olacak sekilde 6'l1 well plate’e ekim yapildi, 96
saat inkiibasyondan sonra hiicreler toplandi, 1250 rpm’de 5 dakika santriftij edilip
stipernatant atild1 ve hiicre peletleri 1 ml soguk PBS ile restispanse edilip, tekrar
ayni1 devir ve stirede santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 PBS tamamen uzaklastirildi.
Hiicre hatlarindan elde edilen hiicre peletlerinden RNA izolasyonu RNeasy Plus
Mini Kit'in (Qiagen) protokoliine uygun yapildi. Hiicre peletlerinin tizerine 350 pl
RLT lizis buffer ve 350 pl %70 Etanol eklendi. Yavasca birkac defa pipetaj yapilarak
pellet ¢oziildii. Stispansiyon, kit ile verilen kolonlara transfer edildi. 9000 g'de 15
saniye santriftij edildi. Kolonlar yeni toplama tiiplerine transfer edildikten sonra
tizerlerine 700 pl RW1 yikama soliisyon eklendi. 9000 g’de 15 saniye santrifiij
edildi. Toplama tiiplerindeki siv1 atik uzaklastirildi. Kolonlar tekrar ayni toplama
tuplerine yerlestirildi ve tizerine 500 pl RPE buffer eklendi ve 9000 g’de 15 saniye
santrifiij edildi. Toplama tiiplerindeki siv1 atik uzaklastirildi. Kolonlar tekrar ayni
toplama ttiplerine yerlestirildi ve tizerine ikinci kez 500 pl RPE buffer eklendi ve
9000 g’de 2 dakika santrifiij edildi. Toplama tiiplerindeki sivi atik uzaklastirildi.
Kolonlar membranin kurumasi icin 14000 g’de 1 dakika santrifiij edildi ve sonra
kolonlar RN Ase-free mikrosantrifiij tiiplere transfer edilerek tizerine 30 pl RN Ase-
free su konuldu ve 9000 g’de 1 dakika santriftij edildi. Santriftijden sonra icerisinde
RNA bulunan mikrosantrifiijler buz tizerine alindi ve konsantrasyonlari
nanodropla dlctildii. Elde edilen RNA’lar daha sonra cDNA sentezinde kullanildi.

3.2.7. cDNA Sentezi

Elde edilen RNA’lardan cDNA eldesi RT2 First Strand Kit (Qiagen) kullanilarak
protokole uygun yapildi. Biitiin islemler buz tizerinde gerceklestirildi. ilk olarak
genomik DNA eliminasyonu Tablo 16’ya gore yapild1 ve Thermal Cycler’ da 5
dakika 42°C’de, ardindan da 1 dakika buz iizerinde inkiibe edildi. Ardindan Tablo
17'ye gore ters transkripsiyon karisimi hazirland: ve tizerlerine eklendi. 42°C “de
15 dakika, 95°C’de 5 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon tamamlaninca cDNA'lar
1:8 oraninda niikleaz icermeyen su ile diltie edilerek qRT-PCR icin kullanilmak
tizere -20°C’ ye kaldirildi.

Tablo 16. Genomik DNA eliminasyon karisimi

Karisim Bilesenleri 1X (Hacim)
RNA (1 pg/pl olacak sekilde 6rnek hacmi alind1.) 1 pg (-pl?)
Buffer GE 2l
Niikleaz icermeyen su (Steril enjeksiyonluk su kullanildi) | - pl

Total 10 pl

Tablo 17. Ters transkripsiyon karisimi

Karisim Bilesenleri 1X (Hacim)
5x Buffer BC3 4pl
Control P2 1l
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RE3 Reverse Transcriptase Mix 2pl

RNase-free water

3ul

Total

20 pl

3.2.8. Kantitatif Real Time PCR (qRT-PCR)

PFKFBI1 ve glikoliz yolaginda gorev alan HK1, HK2, PKM2, PFKP, PFKL, PKM2
ve oksidatif fosforilasyonda gorev alan NDUFB8, UQCRB, SDHD, COX7B,
ATP5A1 ve house-keeping gen olarak RPLPO icin primerler tasarland: (Tablo 18).
cDNA'lar elde edilen hiicre hatlarinda RT? SYBR Green ROX Fast Master Mix
protokolii uygulanarak (Tablo 19) Qiagen Rotor Gene Q cihazinda Tablo 20’da
belirtilen kosullar ayarlanarak bu genlerin ekspresyon seviyeleri tespit edildi. Gen

ifadesi diizeyindeki farkliliklar 2 -AACY) jle hesapland.

Tablo 18. qRT-PCR primer listesi

Gen Primer Dizisi
PFKFB1 Forward CCAGGAACATTACCCTGAAGAA
Reverse CCTGTCGTTCTAGCTCCATTATC
HK1 Forward ACATTGTCTCCTGCATCTICTG
Reverse GCCTTAAAACCCTTTGTCCAC
HK2 Forward GGGACAATGGATGCCTAGATG
Reverse GTTACGGACAATCTCACCCAG
PKM2 Forward AAGTGTGACGAGAACATCCTG
Reverse ACCATTTTCCACCTCCGTC
PFKP Forward CATCGACAATGATTTCTGCGG
Reverse CCATCACCTCCAGAACGAAG
PFKL Forward AACGAGAAGTGCCATGACTAC
Reverse GTCCCATAGTTCCGGTCAAAG
RPLPO Forward AGCATCTACAACCCTGAAGTG
Reverse AGCAAGTGGGAAGGTGTAATC
NDUFB8 Forward GAAGACTACGAACCITACCCG
Reverse CATGACATGCCAAGAAACAGG
UQCRB Forward AAGTGGCTGGATGGTATTCG
Reverse TITTGGTCCACTGCTCTTTAGG
SDHD Forward ACATACACTTGTCACCGAGC
Reverse AAGGCATCCCCATGAACATAG
COX7B Forward TCACCTTCACGATGTTTCCC
Reverse ACAGGTTCCATTCTATTCCGAC
ATP5A1 Forward TGGAATTGGCTCAGTATCGTG
Reverse TITGTAATCTTGCTGGGCTCC
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Tablo 19. qRT-PCR igin kullanilan kitin protokolii

Karisim Bilesenleri 1X (Hacim)
RT2 SYBR Green ROX Fast Master Mix 12,5 pl
cDNA 1ul

Primer Forward (10 pm) 0,5 pl
Primer Reverse (10 pm) 0,5 pl
RNase-free water 10,5 pl
Total 25 ul

Tablo 20. qRT-PCR Kosullar1

qPCR Kosullar:
95°C 10 dakika 1 dongii
95°C 15 saniye 40 dongii
60°C 60 saniye
72°C 15 saniye 1 dongii

3.2.9. Protein izolasyonu

Her bir hiicre hatt1 T25 flasklarda %10 FBS (Gibco), %1 penisilin/streptomisin
(Gibco) 2mM L-glutamin iceren DMEM besiyeri icinde 37°C’de %5 CO2’li ortamda
cogaltildiktan sonra, 1 ml %0,25 Trypsin-EDTA yardimiyla 15 ml falkona toplandi
ve 1250 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Olusan pelletler 500 ul soguk PBS ile
yikandi ve tekrar 1250 rpm’de 5 dakika santriftij edildi. PBS tamamen
uzaklastirildiktan sonra, her bir hiicre pelleti {izerine proteaz inhibitorii eklenmis
200 ul RIPA lizis soltisyonu eklendi ve buz tizerinde 10 dakika bekletildi. Stire
dolduktan sonra iyi bir pipetaj ile hiicreler mikrosantrifijj ttiplere transfer edildi ve
4°C ‘de 12000 rpm’de 4 dakika santrifiij edildi. Stipernatantlar pelletler
dagitilmadan yeni mikrosantrifij tiiplere alindi. Protein konsantrasyonlar:
Bicinchoninic Acid (BCA) Assay kullanilarak tiretici firmanin 6nerdigi protokol
uygulanarak olctildii. BCA soliisyonu 6rnek sayismna gore gereken miktarda
Reagent A ile Reagent B'nin 50:1 oraninda karistirilmasi ile elde edildi (2 ml i¢in; 2
ml Reagent A, 40 pL Reagent B). 96 kuyucuklu platelere konsantrasyonu
belirlenecek lizatlardan 20 pL dagitildi. Uzerlerine 200 uL. BCA soliisyonu
konuldu. Plate 37 °C’de 30 dk karanlikta galkalayicida inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrast plate-reader’da 562 nm’de absorbanslar 6lgiildii. Orneklerdeki protein
miktarlar1 RIPA lizis soltisyonu kullanilarak esitlend.i.

3.2.10. Western Blotlama

Western Blotlama icin protein orneklerinin konsantrasyonlart1 1 mg/ml’ye son
hacim 135 pL olacak sekilde ayarlandi. Uzerlerine 5X protein yiikleme
tamponundan 33,75 pL eklendi. Orneklerden 20 pL %12’lik Tris-Glisin jellere
ytiklenerek SDS-PAGE jel elektroforezi yapildi. Elektroforez sonras: jeller 1slak
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transfer yontemi ile 0,45 pm por ¢apma sahip PVDF membrana transfer edildi.
Transfer sonrast membran 1 saat 1X’lik TBS-T soltisyonu ile hazirlanmis %5 yagsiz
siit tozu icerisinde calkalayici tizerinde bloklandi. Bloklanan membranlar 1:1000
konsantrasyonda birincil antikor (Anti-PFKFB1 antibody) ile bir gece +4 °C’'de
birakildi. Ertesi giin 15 dakikada 1 olmak tizere 3 kere 1X TBS-T ile yikanip, 1:2000
konsantrasyonda ikincil antikor (Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody) ile oda
1sisinda 1 saat inkiibe edildi. Sonrasinda membran ayni sekilde tekrar 3 kez
yikandi. Proteinlerin kemiltiminesans goriintiilenebilmesi i¢cin membran 3 dakika,
ECL solusyonu (Pierce ECL, ThermoScientific, USA) ile muamele edildi.
Gortinttiler Azure C300 cihazinda alindi. Housekeeping proteinlerin tespiti igin
membranlara yeniden kazanim (stripping) yapildi. Membranlar 5 ml stripping
soltisyonunda 30 dakika 60 °C su banyosunda inkiibe edildi. Ardindan 3 kez 5’er
dk. calkalayicida su ile yikandi. Bloklama, antikor muameleri, yikama ve diger
asamalar tekrar edilerek goriintti elde edildi.

3.2.11. istatiksel Hesaplamalar

Elde edilen veriler igin istatistiksel hesaplamalar Ortalama + Standart Sapma
seklinde yapilmistir. Farkli gruplar arasinda ve iginde anlamh fark olup
olmadigini degerlendirmek igin Student's t-test yontemi kullanildi. Verilerin
analizi ve gorsellestirilmesi icin GraphPad PrismV9 yazilimi kullanildz.
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4. BULGULAR

4.1. MCF-7, MDA-MB 453, SKBR-3, MDA-MB 231 Hiicre Hatlarinda Glikolizde
Rol Alan PFKFB1 Geninin Ekspresyonunun qRT-PCR ile Belirlenmesi

MCE-7, MDA-MB 453, SKBR-3, MDA-MB 231 hiicrelerinden RNA izolasyonu
yapildi. Elde edilen RNA’lar ile qRT-PCR’da, PFKFB1 geninin ekspresyonu
belirlendi (Sekil 6). Diger hticre hatlarina gore MDA-MB 231’de mRNA seviyesinin
yliksek; MDA-MB 453'te ise mRNA seviyesinin diisiik oldugu gézlemlendi. MDA-
MB 231 hiicre hattinda PFKFB1 mRNA ekspresyon seviyesi 1 kat iken, MCF-7"de
0,45 kat olup istatiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05). MDA-MB 453’te
MDA- MB 231’e gore 0,30 kat eksprese olup istatiksel olarak anlamli bulunmustur
(p<0.01). SKBR-3’te ise MDA- MB 231’e gore 0,77 kat eksprese olmustur ancak
aradaki fark istatiksel olarak anlaml degildir.
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Sekil 6. MCF-7, MDA-MB 453, SKBR-3, MDA-MB 231 hiicre hatlarinda PFKFB1
gen ekspresyonun rolatif mRNA kat degisimleri. (Data mean+SD olarak sunuldu,
* p<0.05, ** p<0.01)
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4.2. MCF-7, MDA-MB 453, SKBR-3, MDA-MB 231 Hiicre Hatlarinda PFKFB1
Protein Sentezi

MCEF-7, MDA-MB 453, SKBR-3, MDA-MB 231 hiicre hatlarinda PFKFB1 protein
sentezine western blot yontemiyle bakild1 ($Sekil 7). Housekeeping protein olarak
Beta-Aktin kullanilda.

MDA-MB 453 hiicre hattinda, mRNA ekspresyon seviyesi diisiik olmasina karsin
protein seviyesinin diger hiicre hatlarma gore fazla oldugu ve MDA-MB 231 hticre
hattinda mRNA ekspresyon seviyesi yiiksek olmasina ragmen protein seviyesinin
az oldugu gozlemlendi.
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Sekil 7. MCF-7, MDA-MB 453, SKBR-3, MDA-MB 231 hiicre hatlarinda PFKFB1
proteininin immiinoblotlanmasi. Housekeeping protein olarak Beta-Aktin
kullanildz.

4.3. Diisiik ve Yiiksek Glukozlu Besiyerinde MCF-7, MDA-MB 453, SKBR-3,
MDA-MB 231 Hiicre Hatlarinin Proliferasyonunun Belirlenmesi

Diistik glukozlu (5 Mm) ve yiiksek glukozlu (25 Mm) besiyerinde kiiltiirlenen
MCEF-7, MDA-MB 453, SKBR-3, MDA-MB 231 hiicrelerinde hiicre canlilig
CellTiter Glo Assay kullanilarak belirlendi. MDA-MB 231 hiicre hattinda istatiksel
olarak anlaml bir degisiklik gozlenmezken diisiik glukozda MCF-7 %70, MDA-
MB- 453 %50, SKBR-3 %68 oraninda canlilik gosterdi ve sonuglar istatiksel olarak
anlamli bulundu (* p<0.05, *** p<0.001) (Sekil 8). Ayni zamanda diistik ve yiiksek
glukozlu ortamda ml basima 25000 hticre olacak sekilde hiicre ekimi yapild: ve 96
saat sonra hiicreler sayildi. Hiicre sayiminda istatiksel olarak CellTiter Glo Assay
sonuglariyla ayn1 anlaml sonuglar elde edildi (Sekil 9).

22



150
Bl Yliksek Glikoz

B Duisik Glikoz

%Hiicre Canlilig

Hiicre Hatlan

Sekil 8. MCF-7, MDA-MB 453, SKBR-3, MDA-MB 231 hiticre hatlarinin duistik

glukozlu (5 Mm) ve yiiksek glukozlu (25 Mm) besiyerinde hiicre canlihig1 grafigi.
(Data mean+SD olarak sunuldu, * p<0.05, *** p<0.001).
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Sekil 9. MCF-7, MDA-MB 453, SKBR-3, MDA-MB 231 hiicre hatlarinin diisiik

glukozlu (5 Mm) ve yiiksek glukozlu (25 Mm) besiyerinde ¢cogalma grafigi. (Data
mean+SD olarak sunuldu, * p<0.05, *** p<0.001).

4.4. MCF-7, MDA-MB 453, SKBR-3, MDA-MB 231 Hiicre Hatlarinda Glikolizde

ve Oksidatif Fosforilasyonda Rol Alan Genlerin Ekspresyonlarinin qRT-PCR
ile Belirlenmesi

MCF-7, MDA-MB 453, SKBR-3, MDA-MB 231 hiicrelerinden RNA izolasyonu
yapildi. Elde edilen RNAlar ile qRT-PCR’da, glikolizde rol alan HK1, HK2, PKM?2,
PFKL ve PFKP ile oksidatif fosforilasyonda rol alan SDHD, COX7B, ATP5A1,
NDUFB8 ve UQCRB genlerin ekspresyonlar1 belirlendi (Sekil 10) (Sekil 11).
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Sekil 10. MCF-7, MDA-MB 453, SKBR-3, MDA-MB 231 hiicrelerinde glikolizde rol
alan HK1, HK2, PKM2, PFKL ve PFKP gen ekspresyonlarinin belirlenmesi (Data
meanzSD olarak sunuldu, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001, 6nemsiz olanlar (ns)
gosterilmemistir.).
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Sekil 11. MCF-7, MDA-MB 453, SKBR-3, MDA-MB 231 hiicrelerinde oksidatif
fosforilasyonda rol alan SDHD, COX7B, ATP5A1, NDUFB8 ve UQCRB gen
ekspresyonlarinin belirlenmesi (Data mean+SD olarak sunuldu, * p<0.05, **
p<0.01, *** p<0.001, **** p<0.0001, 6nemsiz olanlar (ns) gosterilmemistir.).
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5. TARTISMA

Diinya genelinde ikinci 6liim nedeni olan kanser, kontrolstiz hticre boliinmesiyle
karakterize, genlerde meydana gelen bir dizi degisimle baglantili anormal
hiicrelerin ¢ogalmasiyla meydana geldigi dokuya gore simflandirilan bir
hastaliktir (Knudson, 2002). Kadinlar arasinda en sik goriilen ve insidans oram
diinya genelinde artmaya devam eden bir kanser tuirti olan meme kanseri
heterojen bir hastaliktir (Arnold et al., 2022) ve cesitli alt tiplere kategorize
edilmistir. Bu ana alt tipler Ostrojen ve progesteron hormonlar: tarafindan
yonlendirilen hormon reseptorii pozitif (HR+) meme kanseri, HER2-pozitif meme
kanseri ve ticli negatif meme kanseri (TNBC) “dir (Johnson et al., 2021).

Timor olusumu, gelisimi ve ilerlemesi, tiimor hiicrelerinin heterojenligi, kanserin
ayirt edici ozellikleriyle anlasilir hale getirilmistir (Hanahan, 2022). Bu ayirt edici
ozelliklerden enerji metabolizmasinin yeniden diizenlenmesi, kanser hticrelerinin
hayatta kalmasina ve cevreye uyum saglamasina imkan vermektedir (Pavlova &
Thompson, 2016). Normal hiticreler ATP tiretmek i¢in glukozu kullanmaktadir.
Oksijen yoklugunda glikoliz ile glukoz laktata dontsttirtlur (Chaudhry &
Varacallo, 2018) . Oksijen varliginda ise glukoz pirtivata dontisttirtildiikten sonra,
TCA dongtisii ve mitokondride OXPHOS yoluyla daha fazla metabolize edilir
(Martinez-Reyes & Chandel, 2020). Normal farkhilasmis hiicreler enerjiyi esas
olarak mitokondriyal oksidatif fosforilasyonla tiretirken, kanser hiticreleri ATP
tiretmek icin daha az verimli bir stire¢ olan aerobik glikolizi tercih eder (Gatenby
& Gillies, 2004). Warburg etkisi olarak da bilinen bu stirecte kanser hiicreleri
oksijen varliginda bile glikolizle {iretilen pirtivat1 TCA dongtisiine sokmak yerine
laktata dontistiirmektedir (Koppenol et al., 2011). Biyolojik temeli hala iyi
anlasilamamis olsa da tiimor hiicrelerinin sinirli enerji kaynaklari icin rekabet
edebilmesi, glikolizde OXPHOS a gore daha hizli ATP tiretilmesi Warburg etkisini
aciklayabilecek nedenler arasinda olabilir (Liberti & Locasale, 2016). Yapilan bir
calismada, farkli normal ve timor hiicre hatlarinda membran aktivitesindeki
bozulmalar: takiben glukoz metabolizmasindaki degisiklikler incelenmis ve hticre
membranindaki pompalarin inhibisyonunun ve aktivasyonunun sirasiyla
glikolizde azalmaya ve artisa yol actig1, oksidatif fosforilasyonun ise degismeden
kaldig1 gozlemlenmistir (Epstein et al., 2014).

Her kanserin kendine 6zgii metabolik 6zellikleri vardir ve gesitli kosullar altinda
aerobik glikoliz ve OXPHOS arasinda gecis yapilabilirler (Jose et al., 2011). Ornegin
normal oksijen kosullar1 altinda (normoksi), bazi kanser hticreleri enerjiyi verimli
bir sekilde tiretmek icin OXPHOS'u kullanabilir; hizla biiyiiyen ttimorlerde yaygin
olan diisiik oksijen ortamlarinda (hipoksi) ise, kanser hiicreleri enerji ihtiyaglarim
hizla karsilamak icin siklikla aerobik glikoliz yapar. Diger yandan losemik
hticreler kan dolasiminda cogu normal dokudaki hiicrelerden daha ytiiksek oksijen
ortaminda bulunmasina ragmen (Elstrom et al., 2004; Gottschalk et al., 2004) ve
benzer sekilde, akciger tiimorlerinin olusumu sirasinda bu tiimor hiicrelerinin
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oksijene maruz kalmasina ragmen aerobik glikoliz sergilemesi (Nolop et al., n.d.),
tumor hipoksisinin kanser hiicrelerinin aerobik glikolize gecisinde onemli bir
katkida bulunmayan veya geg gerceklesen bir olay oldugunu gostermektedir.

Ortamda glukoz bol oldugunda, kanser hiticreleri hizli ATP tiretimi ve biyokiitle
tiretimi i¢in glikolizi tercih edebilirken; glukoz kitsa, kanser hiicreleri OXPHOS'u
upregiile edip, yag asitleri ve amino asitler gibi alternatif substratlar1 kullanarak
mitokondriyal solunum yoluyla enerji tiretebilir. Tumor mikrogevresindeki
degisiklikler kanser hiicrelerinin glikolize mi yoksa OXPHOS'a mu1 yonelecegini
etkileyebilir (Ashton et al., 2018; Cadassou & Jordheim, 2023; Solaini et al., 2011;
Xu et al., 2020).

Glukoz metabolizmasina bakildiginda ilk basamak olan glikolizde bulunan
glikolitik enzimlerin aktiviteleri gesitli negatif ve pozitif geri bildirim dtizenleyici
mekanizmalarla kontrol edilir ve kanser hiicreleri, anabolik taleplerini karsilamak
ve bunlar1 kullanarak biyosentetik ihtiyaglarim1 strdiirmek icin bu
mekanizmalarin {istesinden gelir (Hay, 2016). Az veya ok tretilen glikolitik
enzimler timor olusumunu yonlendirir ve boylece aerobik glikolize dogru
metabolik bir gecis saglar (Ediriweera & Jayasena, 2023).

Bu bilgiler dogrultusunda calismamizda glikolizde ©nemli bir enzim olan
fosfofruktokinaz-1'in (PFK-1) giiclii bir aktivatorti olan fruktoz-2,6-bisfosfat
tiretimini saglayan PFKFB enzim ailesinden PFKFB1'in MCF-7, MDA-MB 453,
SKBR-3, MDA-MB 231 hiicre hatlarinda qRT-PCR ile mRNA seviyelerine bakild,
rolatif olarak grafigi olusturuldu (Sekil 6). PKFB1 bu dort hiicre hattinda az
eksprese olmaktadir ve bu dort hiicre hattindan en fazla MDA-MB 231 “de; en az
MDA-MB 453’te mRNA ekspresyon seviyesi gozlemlendi. Western sonuclarina
gore PFKB1 protein seviyesi ise bu hiicre hatlarindan MDA-MB 453’te en fazla
olacak sekilde gozlemlendi ($Sekil 7). Bu sonuglara gore MDA-MB 231 hiicre
hattinda translasyon basamagindaki bir degisiklik/bozukluk sonucu mRNA
proteine dontisemiyor olabilir ve MDA-MB 435’te diisiik mRNA seviyesine karsin
westernde gozlemlenen protein, artmis protein translasyonunu gosterebilir.
Literattirde PFKFB enzim ailesinden PFKFB3 ve PFKFB4'un asir1 ekspresyonu
meme kanserinde daha kapsamli bir sekilde belgelenmistir ve glikoliz ve timor
biiytimesinin artmasiyla iliskilendirilmistir (Minchenko et al., 2005; O’Neal et al.,
2016). Renal hiicreli karsinom hiicre hatlarinda (ACHN, Caki-2, A498, 786-0, OS-
RC-1) PFKFB3 mRNA ekspresyon seviyesi upregiile olarak bulunmustur ve
PFKFB3 “tin susturulmasi bu hiicre hatlarinda glikolizi inhibe etmistir (J. Li et al.,
2022).

2021 yilinda yapilan bir calismada ise PFKFB1 mRNA seviyesi, normal meme
dokusuyla karsilastirildiginda meme ttimorlerinde 6nemli 6lcide daha diistik
miktarlarda oldugu gosterilmistir (Mamoor, 2021) ancak bir diger doku
calismasinda; mide kanseri dokusunda, PFKFB1 mRNA ekspresyonunun normal
dokuya gore arttig1 gozlemlenmistir (Minchenko et al., 2014). Literatiirde PFKFB1
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geninin meme kanserindeki rolti, PFKFB3 ve PFKFB4 kadar belirgin bir sekilde
tarkli kanser hiicre hatlarinda incelenmemistir. Ancak yakin bir tarihte yayinlanan
bir makalede, multipl miyelomun (MM) hticre hatlarinda (ARP-1, OPM-2 ve LP-1)
yiiksek oranda eksprese edilen; hiicre cogalmasini ve metabolizmasini tesvik eden
LILRB4'in hiticrelerde baskilanmasiyla PFKFB1'in ekspresyonun azaldig1 ve bu
hiicrelerde PFKFB1'in overeksprese edilmesi MM hiicrelerinde c¢ogalma
yetenegini onemli Olctide artirdig: belirtilmis olup calismanin devaminda
STAT3'tin PFKFBY'i transaktive ettigi gozlemlenmis ve PEKFB1’in farkl yolaklarla
diizenlenebilecegi gosterilmistir (Xie et al., 2024).

Bu tez calismasinda MCEF-7, MDA-MB 453, SKBR-3, MDA-MB 231 hiicre hatlarinin
diistik glukozlu ve yiiksek glukozlu besiyerindeki hiicre canliliklar: CellTiter Glo
Assay ve hiicre sayimu ile belirlendi (Sekil 8), (Sekil 9). Paralelinde ise qRT-PCR ile
glikolizde rol alan HKI1, HK2, PKM2, PFKL ve PFKP genleri ile oksidatif
fosforilasyonda rol alan SDHD, COX7B, ATP5A1, NDUFB8 ve UQCRB genlerinin
MCEF-7, MDA-MB 453, SKBR-3, MDA-MB 231 hiicre hatlarindaki ekspresyon
seviyelerine bakild: (Sekil 10), (Sekil 11).

qRT-PCR ve hiicre canlilik sonuglarimi yorumladigimizda; diisik glukozda
canlililigr %50 oraninda azalan MDA-MB 453 hiicre hattinda PKM2 geni, diger
hiicre hatlarina gore dusiik ekspresyon seviyelerinde bulunmaktadir. PKM2,
glikolizin son adimini katalize eden, fosfoenolpirtivat: pirtivata dontsttiren ve
ATP tireten hiz smirlayici bir enzim olan pirtivat kinazin izoformlarindan biridir
(Zhang et al., 2019). Yapilan bir calismada insan akciger kanseri hiicre hatt
H1299'da PKM2'min baskilanmasi, glukoz metabolizmasi oranlarinin azalmasina
ve hiicre ¢ogalmasimnin azalmasma yol actig1 gozlemlenmistir (Christofk et al.,
2008). 2020 yilinda yapilan bir baska calismada, MDA-MB-231 ve MCEF-7
hiicrelerinde siRNA tarafindan PKM2'nin devre dis1 birakilmasi, hiicrelerin
invazyon ve metastaz 6zelliklerini azalmasina neden olmustur (Xiao et al., 2020).
PKM2 kanser metabolizmasinda ve tiimor ilerlemesinde 6nemli bir rol oynayarak
meme kanser hiicrelerinde ytiksek glikolitik akis1 stirdiirerek hiicrelerin ¢cogalma
kapasitesini destekleyebilmektedir (Ishfaq et al., 2022; Xiao et al., 2020; Zhao et al.,
2016). Bu nedenle MDA-MB 453’1in diisiik glukozda daha fazla 6lmesini PKM2
enziminin diisiik seviyede olmasiyla iliskilendirebiliriz.

HK?2, glikolizin ilk adimini Kkatalizleyen glukozun glukoz-6-fosfata (G6P)
fosforilasyonunu gerceklestiren dort heksokinaz izoformundan biridir ve bircok
kanser hiicresinde ytiksek oranda ifade edilmektedir (Ishfaq et al., 2022). Ancak
qRT-PCR sonucunda MDA-MB 231 hiicre hattinda HK2 mRNA ekspresyon
seviyesi diger hiicre hatlarma gore diisik gozlemlenmistir (Sekil 10). Ayrica
literattirde MDA-MB 231 hiicre hattinin agresif, metastatik ve glikolitik bir hticre
hatt1 oldugu belirtilmektedir (Farhadi et al., 2022). HK2'nin glikolizde kritik bir
rol oynadig dustintildtigtinde, MDA-MB 231’de HK2'nin diisiik ekspresyonunun
olmasina ragmen diisiik glukozda hiticre canliligini korumasi, bu hiicrelerin enerji
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tiretimi icin glikolize daha az giivendigini ve potansiyel olarak glutamini
kullanarak OXPHOS a yoneldigini gosterebilir. Yapilan gtincel bir calismada bir
l6semi hiicre hatt1 olan HL-60'mn hiicre canliligi, diistik ve yiiksek glukoz ve
glutamin miktarlariyla incelenmis olup, sadece diistik glutaminde ytiksek oranda
hticre 6ltimii gozlemlenmistir (Yticel & Ada, 2022). Meme kanseri hiicre hatlarinda
yapilan bir calismada ise, bazal tip meme kanseri hiicrelerinin liiminal tip meme
kanseri hiticrelerine kiyasla glutamine daha bagimli olduklar1 ve MDA-MB 231
hiicre hattinin 48 saat glutamin yoksunlugunda hiicre canliliginin énemli dlctide
azaldig1 gosterilmistir (Kung et al., 2011); bir diger calismada da beyin metastazinm
arastirmak icin MDA-MB 231 hiicre hattindan beyin arayan varyant modelleri
olusturulmus ve bu hiicrelerdeki OXPHOSun glutamin (%52) ve yag asitleri
(%48) tarafindan neredeyse esit sekilde desteklendigi, glukoz tarafindan
desteklenmedigi gosterilmistir ((Blackman et al., 2022). Tum bunlar glutaminin,
glukoz varliginda bile MDA-MB 231 hiicre biiylimesi icin gerekli oldugunu
gostermektedir.

Yapilan bir calismada SKBR-3  hiicre hattt MCF-10A hiicreleriyle
karsilastirildiginda, oksidatif yol araciligiyla onemli miktarda ATP trettigi
gosterilmistir (Martin & McGee, 2019). COX7B'nin diger hiicre hatlarmna gore
SKBR-3'te anlamli bir sekilde fazla eksprese olmas: da SKBR-3"tin diisiik glukoz
kosullarinda OXPHOS'a yonelerek siirlt hiicre slumiui gostermesini aciklayabilir.
Ctinktt OXPHOS'un son asamasinda sitokrom c'nin oksidasyonunu ve molekiiler
oksijenin suya indirgenmesini katalize eden kompleks IV’in bir parcas: olan
COX7B'nin yiiksek ifadesinin OXPHOS'u tetikledigi ve OXPHOS indiikleyicisi
oldugu ifade edilmistir (Blackman et al., 2022).

Aymni sekilde MCF- 7 “de diisiik glukozlu ortamda canliligin stirdiirmeye devam
edebilmektedir. 2022 yilindaki bir calismada, MCEF-7 hiicreleri ve ardindan MDA
MB-231 hticreleri, MCF-10A hiicrelerinden sonra en fazla mitokondriyal aktiviteye
sahip hiicreler olarak belirtilmistir (Farhadi et al., 2022). Artan bu mitokondriyal
aktivite, diistik glukozun verimliligi icin telafi edici bir yol gibi gortinmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizin sonucunda,

1. gqRT-PCR sonucunda PKFB1 dort hiicre hattinda az eksprese olmaktadir.
PFKB1'in glikoliz yolagindaki roliinti daha detayli anlamak icin The Human
Protein Atlas’daki in slico veride, PFKFB1'in HCC2218 hiicre hattinda en fazla
eksprese oldugu gosterilmistir, bu veriye dayanarak bu hiicre hattinda PFKFB1'in
susturulmasiyla ileri deneyler yapilabilir.

2. Hiicre canlili1 ve hiicre sayimi deneylerinde MDA- MB 453’ tin diistik glukozlu
ortamda ytiiksek glukozlu ortama gore yar1 yariya azalmasi, glikolizde gorev alan
PKM2'nin diistik mRNA ekspresyon seviyesiyle iliskilendirilmistir.

3. MCF-7 ve SKBR-3 hiicre hatlarmin ytiksek ve diisik glukozda hayatta
kalabildigi gozlemlenmistir. qRT-PCR sonuglarina baktigimizda OXPHOS
genlerinin eksprese ediliyor olusuyla, bu hiicre hatlarinin glukozu verimli
kullanabilmek icin OXPHOSu aktifleyebildigi dtistintilmiistiir. Sonuglarimizi
desteklemek acisindan diustik glukozda bu hiicre hatlarinda OXPHOS un
aktifliginin 6lctilmesi icin Oxygen Consumption Assay yapilabilir.

4. qRT-PCR sonucunda, MDA-MB 231 hiicre hattinda HK2 mRNA seviyesinin
diger hiicre hatlarina gore diisiik olmasi ve hiicre canlilig1 deneylerinde diisiik ve
yiiksek glukozlu ortamda anlamli bir farkin elde edilmemis olmasini, MDA-MB
231’in glutamine bagimli olan bir hticre hatt1 olabilmesi agiklayabilir. Glutaminazi
(GLS1) inhibe edip bu sistemdeki glutaminin roliinii test ederek, glutaminolizin
distik glukolizi telafi edip etmedigini gozlemleyebiliriz.

5. Bu hiicre hatlarmin kisith glikozu verimli bir sekilde kullanmak i¢cin OXPHOS a
yonelip yonelmedigini anlamak icin diistik glukozlu ortamda OXPHOS genlerinin
mRNA seviyelerine bakilabilir.

6. Meme ttimorleri, siniflandirmalar icinde bile biiytime ve metabolizma acisindan
biiytik olctide heterojendir. Sonuglarimiz farkli meme kanseri molekiiler alt
tiplerinde anlamli bir farkin oldugunu gosterecek yeterli bir veri saglamamustr.
Her grup i¢in daha fazla hticre hatlariyla calisilabilir.

29



7. KAYNAKCA

Alabduladhem, T. O., & Bordoni, B. (2022). Physiology, Krebs Cycle. StatPearls.
https:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK556032/

Arnold, M., Morgan, E., Rumgay, H., Mafra, A., Singh, D., Laversanne, M., Vignat,
J., Gralow, J. R., Cardoso, F., Siesling, S., & Soerjomataram, I. (2022). Current
and future burden of breast cancer: Global statistics for 2020 and 2040. The
Breast, 66, 15-23. https:/ /doi.org/10.1016/].BREAST.2022.08.010

Ashton, T. M., Gillies McKenna, W., Kunz-Schughart, L. A., & Higgins, G. S. (2018).
Oxidative phosphorylation as an emerging target in cancer therapy. Clinical
Cancer Research, 24(11), 2482-2490. https://doi.org/10.1158/1078-0432.CCR-
17-3070/274584/ AM/OXIDATIVE-PHOSPHORYLATION-AS-AN-
EMERGING-TARGET-IN

Bartrons, R., Simon-Molas, H., Rodriguez-Garcia, A., Castafio, E., Navarro-Sabaté,
A., Manzano, A., & Martinez-Outschoorn, U. E. (2018). Fructose 2,6-
bisphosphate in cancer cell metabolism. Frontiers in Oncology, 8(SEP), 406236.
https:/ /doi.org/10.3389/FONC.2018.00331/BIBTEX

Blackman, M. C. N. M., Capeloa, T., Rondeau, J. D., Zampieri, L. X., Benyahia, Z.,
Van de Velde, J. A., Fransolet, M., Daskalopoulos, E. P., Michiels, C., Beauloye,
C., & Sonveaux, P. (2022). Mitochondrial Protein Cox7b Is a Metabolic Sensor
Driving Brain-Specific Metastasis of Human Breast Cancer Cells. Cancers,
14(18), 4371. https:/ /doi.org/10.3390/ CANCERS14184371 /51

Boroughs, L. K., & Deberardinis, R. J. (2015). Metabolic pathways promoting
cancer cell survival and growth. Nature Cell Biology 2015 17:4, 17(4), 351-359.
https:/ /doi.org/10.1038 /ncb3124

Bray Bsc, F., Laversanne, | Mathieu, Hyuna, |, Phd, S., Ferlay, J., Siegel Mph, R.
L., Soerjomataram, I, Ahmedin, |, & Dvm, J. (2024). Global cancer statistics
2022: GLOBOCAN estimates of incidence and mortality worldwide for 36
cancers in 185 countries. CA: A Cancer Journal for Clinicians, 74(3), 229-263.
https:/ /doi.org/10.3322/ CAAC.21834

Brown, T. P., & Ganapathy, V. (2020). Lactate/ GPR81 signaling and proton motive
force in cancer: Role in angiogenesis, immune escape, nutrition, and Warburg

phenomenon. Pharmacology & Therapeutics, 206, 107451.
https:/ /doi.org/10.1016/] PHARMTHERA.2019.107451

Cadassou, O., & Jordheim, L. P. (2023). OXPHOS inhibitors, metabolism and
targeted therapies in cancer. Biochemical Pharmacology, 211, 115531.
https:/ /doi.org/10.1016/].BCP.2023.115531

30



Cairns, R. A., Harris, 1. S, & Mak, T. W. (2011). Regulation of cancer cell
metabolism.  Nature Reviews  Cancer 2011 11:2, 11(2), 85-95.
https:/ /doi.org/10.1038 /nrc2981

Chandel, N. S. (2021). Glycolysis. Cold Spring Harbor Perspectives in Biology, 13(5),
a040535. https:/ /doi.org/10.1101/ CSHPERSPECT.A (040535

Chaudhry, R., & Varacallo, M. (2018). Biochemistry, Glycolysis. StatPearls.
http:/ /europepmc.org/books/NBK482303

Christofk, H. R., Vander Heiden, M. G., Harris, M. H., Ramanathan, A., Gerszten,
R. E., Wei, R, Fleming, M. D., Schreiber, S. L., & Cantley, L. C. (2008). The M2
splice isoform of pyruvate kinase is important for cancer metabolism and
tumour  growth.  Nature 2008  452:7184,  452(7184),  230-233.
https:/ /doi.org/10.1038 /nature06734

Cosin-Roger, J., Vernia, S., Alvarez, M. S., Cucarella, C., Bosca, L., Martin-Sanz, P.,
Fernandez-Alvarez, A.J., & Casado, M. (2013). Identification of a novel Pfkfbl
mRNA variant in rat fetal liver. Biochemical and Biophysical Research
Communications, 431(1), 36-40. https:/ /doi.org/10.1016/].BBRC.2012.12.109

Dank, M., Miihl, D., Pslhos, A., Csanda, R., Herold, M., Kovacs, A. K., Madaras,
L., Kulka, J., Palhazy, T., Tokes, A. M., Toth, M., Ujhelyi, M., Szasz, A. M., &
Herold, Z. (2023). The Prediction Analysis of Microarray 50 (PAM50) Gene
Expression Classifier Utilized in Indeterminate-Risk Breast Cancer Patients in

Hungary: A Consecutive  5-Year  Experience.  Genes,  14(9).
https:/ /doi.org/10.3390/ GENES14091708 /S1

EA, M, E, A, & MP, S. (2019). Physiology, Gluconeogenesis. StatPearls.
http:/ /europepmc.org/books/NBK541119

Ediriweera, M. K., & Jayasena, S. (2023). The Role of Reprogrammed Glucose
Metabolism in Cancer. Metabolites 2023, Vol. 13, Page 345, 13(3), 345.
https:/ /doi.org/10.3390/ METABO13030345

Elstrom, R. L., Bauer, D. E., Buzzai, M., Karnauskas, R., Harris, M. H., Plas, D. R,,
Zhuang, H., Cinalli, R. M., Alavi, A., Rudin, C. M., & Thompson, C. B. (2004).
Akt Stimulates Aerobic Glycolysis in Cancer Cells. Cancer Research, 64(11),
3892-3899. https:/ /doi.org/10.1158 /0008-5472.CAN-03-2904

Epstein, T., Xu, L., Gillies, R. J., & Gatenby, R. A. (2014). Separation of metabolic
supply and demand: aerobic glycolysis as a normal physiological response to

fluctuating energetic demands in the membrane. Cancer & Metabolism 2014 2:1,
2(1), 1-9. https:/ /doi.org/10.1186/2049-3002-2-7

Fantin, V. R., St-Pierre, ]., & Leder, P. (2006). Attenuation of LDH-A expression
uncovers a link between glycolysis, mitochondrial physiology, and tumor

31



maintenance. Cancer Cell, 9(6), 425-434.
https:/ /doi.org/10.1016/j.ccr.2006.04.023

Farhadi, P., Yarani, R., Valipour, E., Kiani, S., Hoseinkhani, Z., & Mansouri, K.
(2022). Cell line-directed breast cancer research based on glucose metabolism
status. Biomedicine & Pharmacotherapy, 146, 112526.
https:/ /doi.org/10.1016/].BIOPHA.2021.112526

Fernie, A. R., Carrari, F., & Sweetlove, L. J. (2004). Respiratory metabolism:
glycolysis, the TCA cycle and mitochondrial electron transport. Current
Opinion in Plant Biology, 7(3), 254-261.
https:/ /doi.org/10.1016/].PBI1.2004.03.007

Gatenby, R. A., & Gillies, R. J. (2004). Why do cancers have high aerobic glycolysis?
Nature Reviews Cancer 2004 4:11, 4(11), 891-899.
https:/ /doi.org/10.1038 /nrc1478

Gottschalk, S., Anderson, N., Hainz, C., Eckhardt, S. G., & Serkova, N. J. (2004).
Imatinib (STI571)-Mediated Changes in Glucose Metabolism in Human
Leukemia BCR-ABL-Positive Cells. Clinical Cancer Research, 10(19), 6661-6668.
https:/ /doi.org/10.1158 /1078-0432.CCR-04-0039

Hanahan, D. (2022). Hallmarks of Cancer: New Dimensions. Cancer Discovery,
12(1), 31-46. https:/ /doi.org/10.1158 /2159-8290.CD-21-1059

Hanahan, D., & Weinberg, R. A. (2000). The Hallmarks of Cancer. Cell, 100(1), 57-
70. https:/ /doi.org/10.1016 /S0092-8674(00)81683-9

Hanahan, D., & Weinberg, R. A. (2011). Hallmarks of cancer: The next generation.
Cell, 144(5), 646-674.
https:/ /doi.org/10.1016/].CELL.2011.02.013/ ATTACHMENT/ 68024D79-
3A9C-46C4-930B-640934F11E2E/ MMC1.PDF

Hatting, M., Tavares, C. D. J., Sharabi, K., Rines, A. K., & Puigserver, P. (2018).
Insulin regulation of gluconeogenesis. Annals of the New York Academy of
Sciences, 1411(1), 21-35. https:/ /doi.org/10.1111/NYAS.13435

Hay, N. (2016). Reprogramming glucose metabolism in cancer: can it be exploited
for cancer therapy? Nature Reviews Cancer 2016 16:10, 16(10), 635-649.
https:/ /doi.org/10.1038 /nrc.2016.77

Hayes, C., Donohoe, C. L., Davern, M., & Donlon, N. E. (2021). The oncogenic and
clinical implications of lactate induced immunosuppression in the tumour
microenvironment. Cancer Letters, 500, 75-86.
https:/ /doi.org/10.1016/].CANLET.2020.12.021

Ishfag, M., Bashir, N., Riaz, S. K., Manzoor, S., Khan, J. S, Bibi, Y., Sami, R,,
Aljahani, A. H., Alharthy, S. A., & Shahid, R. (2022). Expression of HK2,

32



PKM2, and PFKM Is Associated with Metastasis and Late Disease Onset in
Breast Cancer Patients. Genes, 13(3), 549.
https:/ /doi.org/10.3390/ GENES13030549/S1

Johnson, K. S., Conant, E. F., & Soo, M. S. (2021). Molecular Subtypes of Breast
Cancer: A Review for Breast Radiologists. Journal of Breast Imaging, 3(1), 12-24.
https:/ /doi.org/10.1093/]JBI/WBAA110

Jose, C., Bellance, N., & Rossignol, R. (2011). Choosing between glycolysis and
oxidative phosphorylation: A tumor’s dilemma? Biochimica et Biophysica Acta
(BBA) - Bioenergetics, 1807(6), 552-561.
https:/ /doi.org/10.1016/].BBABIO.2010.10.012

Knudson, A. G. (2002). Cancer genetics. American Journal of Medical Genetics, 111(1),
96-102. https:/ /doi.org/10.1002/ AJMG.10320

Koppenol, W. H., Bounds, P. L., & Dang, C. V. (2011). Otto Warburg’s contributions
to current concepts of cancer metabolism. Nature Reviews Cancer 2011 11:5,
11(5), 325-337. https:/ /doi.org/10.1038 /nrc3038

Kung, H. N., Marks, J. R., & Chi, ]J. T. (2011). Glutamine Synthetase Is a Genetic
Determinant of Cell Type-Specific Glutamine Independence in Breast
Epithelia. PLOS Genetics, 7(8), €1002229.
https:/ /doi.org/10.1371/JOURNAL.PGEN.1002229

Li, J., Zhang, S., Liao, D., Zhang, Q., Chen, C,, Yang, X,, Jiang, D., & Pang, J. (2022).
Overexpression of PFKFB3 promotes cell glycolysis and proliferation in renal
cell carcinoma. BMC Cancer, 22(1), 1-11. https:/ /doi.org/10.1186 /512885-022-
09183-2/FIGURES/5

Li, Z., Wang, Q., Huang, X., Yang, M., Zhou, S., Li, Z., Fang, Z., Tang, Y., Chen, Q.,
Hou, H., Li, L., Fei, F., Wang, Q., Wu, Y., & Gong, A. (2023). Lactate in the
tumor microenvironment: A rising star for targeted tumor therapy. Frontiers
n Nutrition, 10, 1113739.
https:/ /doi.org/10.3389/FNUT.2023.1113739/BIBTEX

Liberti, M. V., & Locasale, J. W. (2016). The Warburg Effect: How Does it Benefit
Cancer Cells? Trends in  Biochemical  Sciences, 41(3), 211-218.
https:/ /doi.org/10.1016/]j.tibs.2015.12.001

Makki, J. (2015). Diversity of Breast Carcinoma: Histological Subtypes and Clinical
Relevance.  Clinical ~ Medicine  Insights.  Pathology,  8(1),  23.
https:/ /doi.org/10.4137 / CPATH.S31563

Mamoor, S. (2021). Differential expression of 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-
biphosphatase 1 in cancers of the breast.
https:/ /doi.org/10.31219/OSF.1I0/VQ7BD

33



Martin, S. D., & McGee, S. L. (2019). A systematic flux analysis approach to identify
metabolic vulnerabilities in human breast cancer cell lines. Cancer &
Metabolism, 7(1), 1-14. https:/ /doi.org/10.1186 /540170-019-0207-
X/FIGURES/6

Martinez-Outschoorn, U. E., Peiris-Pagés, M., Pestell, R. G., Sotgia, F., & Lisanti,
M. P. (2016). Cancer metabolism: a therapeutic perspective. Nature Reviews
Clinical Oncology 2016 14:1, 14(1), 11-31.
https:/ /doi.org/10.1038 /nrclinonc.2016.60

Martinez-Reyes, 1., & Chandel, N. S. (2020). Mitochondrial TCA cycle metabolites
control physiology and disease. Nature Communications 2020 11:1, 11(1), 1-11.
https:/ /doi.org/10.1038/s41467-019-13668-3

Martinez-Reyes, 1., & Chandel, N. S. (2021). Cancer metabolism: looking forward.
Nature Reviews Cancer 2021 21:10, 21(10), 669-680.
https:/ /doi.org/10.1038 / s41568-021-00378-6

Minchenko, O. H., Ochiai, A., Opentanova, I. L., Ogura, T., Minchenko, D. O., Caro,
J., Komisarenko, S. V. & Esumi, H. (2005). Overexpression of 6-
phosphofructo-2-kinase/ fructose-2,6-bisphosphatase-4 in the human breast
and colon malignant tumors.  Biochimie,  87(11),  1005-1010.
https:/ /doi.org/10.1016/].BIOCHI.2005.04.007

Minchenko, O. H., Tsuchihara, K., Minchenko, D. O., Bikfalvi, A., & Esumi, H.
(2014). Mechanisms of regulation of PFKFB expression in pancreatic and
gastric cancer cells. World Journal of Gastroenterology: WJG, 20(38), 13705.
https:/ /doi.org/10.3748/ W]G.V20.138.13705

Mor, 1., Cheung, E. C., & Vousden, K. H. (2011). Control of Glycolysis through
Regulation of PFK1: Old Friends and Recent Additions. Cold Spring Harbor
Symposia on Quantitative Biology, 76, 211-216.
https:/ /doi.org/10.1101/SQB.2011.76.010868

Nolop, K. B., Rhodes, C. G., Brudin, L. H., Beaney, R. P, Krausz, T., Jones, T., &
Hughes, J. M. B. (n.d.). Glucose Utilization In Vivo by Human Pulmonary
Neoplasms. https:/ /doi.org/10.1002/1097-0142(19871201)60:11

Okar, D. A, Lange, A. J., Manzano, A., Navarro-Sabate, A., Riera, L., & Bartrons,
R. (2001). PFK-2/FBPase-2: Maker and breaker of the essential biofactor

fructose-2,6-bisphosphate. Trends in Biochemical Sciences, 26(1), 30-35.
https:/ /doi.org/10.1016 /S0968-0004(00)01699-6

O’'Neal, J., Clem, A., Reynolds, L., Dougherty, S., Imbert-Fernandez, Y., Telang, S.,
Chesney, J., & Clem, B. F. (2016). Inhibition of 6-phosphofructo-2-kinase
(PFKFB3) suppresses glucose metabolism and the growth of HER2+ breast

34



cancer. Breast Cancer  Research and  Treatment, 160(1), 29-40.
https:/ /doi.org/10.1007 /510549-016-3968-8 / FIGURES /9

Orrantia-Borunda, E., Anchondo-Nufiez, P., Acufia-Aguilar, L. E., Gémez-Valles,
F. O., & Ramirez-Valdespino, C. A. (2022). Subtypes of Breast Cancer. Breast
Cancer, 31-42. https://doi.org/10.36255/ EXON-PUBLICATIONS-BREAST-
CANCER-SUBTYPES

Paredes-Flores, M. A., Rahimi, N., & Mohiuddin, S. S. (2024). Biochemistry,
Glycogenolysis. StatPearls.
https:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK554417/

Pavlova, N. N., & Thompson, C. B. (2016). The Emerging Hallmarks of Cancer
Metabolism. Cell Metabolism, 23(1), 27-47.
https:/ /doi.org/10.1016/].CMET.2015.12.006

Pifia-Sanchez, P., Chavez-Gonzélez, A., Ruiz-Tachiquin, M., Vadillo, E., Monroy-
Garcia, A., Montesinos, J. J., Grajales, R., Gutiérrez de la Barrera, M., &
Mayani, H. (2021). Cancer Biology, Epidemiology, and Treatment in the 21st
Century: Current Status and Future Challenges From a Biomedical
Perspective. Cancer Control: Journal of the Moffitt Cancer Center, 28, 1-21.
https:/ /doi.org/10.1177/10732748211038735

Ponder, B. A. J. (2001). Cancer genetics. Nature 2001 411:6835, 411(6835), 336-341.
https:/ /doi.org/10.1038 /35077207

Prat, A., Parker, J. S., Karginova, O., Fan, C,, Livasy, C., Herschkowitz, J. 1., He, X,
& Perou, C. M. (2010). Phenotypic and molecular characterization of the
claudin-low intrinsic subtype of breast cancer. Breast Cancer Research, 12(5), 1-
18. https:/ /doi.org/10.1186/BCR2635/ FIGURES/7

Prat, A., Pineda, E., Adamo, B., Galvan, P., Fernandez, A., Gaba, L., Diez, M.,
Viladot, M., Arance, A., & Muiioz, M. (2015). Clinical implications of the
intrinsic molecular subtypes of breast cancer. The Breast, 24, S26-S35.
https:/ /doi.org/10.1016/].BREAST.2015.07.008

Pu, M., Messer, K., Davies, S. R., Vickery, T. L., Pittman, E., Parker, B. A., Ellis, M.
J., Flatt, S. W., Marinac, C. R., Nelson, S. H., Mardis, E. R., Pierce, J. P., &
Natarajan, L. (2020). Research-based PAMS50 signature and long-term breast
cancer survival. Breast Cancer Research and Treatment, 179(1), 197.
https:/ /doi.org/10.1007 /510549-019-05446-Y

Richie, R. C., & Swanson, J. O. (2003). Breast Cancer: A Review of the Literature.
Journal of Insurance Medicine | Insur Med, 35, 85-101.

Ros, S., & Schulze, A. (2013). Balancing glycolytic flux: the role of 6-phosphofructo-
2-kinase/fructose 2,6-bisphosphatases in cancer metabolism. Cancer &
Metabolism 2013 1:1, 1(1), 1-10. https:/ /doi.org/10.1186/2049-3002-1-8

35



Slavov, N., Budnik, B. A., Schwab, D., Airoldi, E. M., & van Oudenaarden, A.
(2014). Constant Growth Rate Can Be Supported by Decreasing Energy Flux
and Increasing Aerobic Glycolysis. Cell Reports, 7(3), 705-714.
https:/ /doi.org/10.1016/j.celrep.2014.03.057

Smeitink, J., Van Den Heuvel, L., & DiMauro, S. (2001). The genetics and pathology
of oxidative phosphorylation. Nature Reviews Genetics 2001 2:5, 2(5), 342-352.
https:/ /doi.org/10.1038 /35072063

Solaini, G., Sgarbi, G., & Baracca, A. (2011). Oxidative phosphorylation in cancer
cells. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Bioenergetics, 1807(6), 534-542.
https:/ /doi.org/10.1016/].BBABIO.2010.09.003

Suganuma, K., Miwa, H., Imai, N., Shikami, M., Gotou, M., Goto, M., Mizuno, S.,
Takahashi, M., Yamamoto, H., Hiramatsu, A., Wakabayashi, M., Watarai, M.,
Hanamura, I, Imamura, A. Mihara, H., & Nitta, M. (2010). Energy
metabolism of leukemia cells: glycolysis versus oxidative phosphorylation.
Leukemia & Lymphoma, 51(11), 2112-2119.
https:/ /doi.org/10.3109/10428194.2010.512966

Turner, K. M., Yeo, S. K., Holm, T. M., Shaughnessy, E., & Guan, J. L. (2021).
Heterogeneity within molecular subtypes of breast cancer. American Journal of
Physiology - Cell Physiology, 321(2), C343-C354.
https:/ /doi.org/10.1152/ AJPCELL.00109.2021/ ASSET/IMAGES/LARGE/
AJPCELL.00109.2021_F003.JPEG

Wallden, B., Storhoff, J., Nielsen, T., Dowidar, N., Schaper, C., Ferree, S., Liu, S.,
Leung, S., Geiss, G., Snider, J., Vickery, T., Davies, S. R., Mardis, E. R., Gnant,
M., Sestak, 1., Ellis, M. J., Perou, C. M., Bernard, P. S., & Parker, J. S. (2015).
Development and verification of the PAM50-based Prosigna breast cancer
gene  signature assay. BMC  Medical  Genomics, 8(1), 1-14.
https:/ /doi.org/10.1186/512920-015-0129-6 / FIGURES/10

Werner, C., Doenst, T., & Schwarzer, M. (2016). Metabolic Pathways and Cycles.
The Scientist’s Guide to Cardiac Metabolism, 39-55.
https:/ /doi.org/10.1016 /B978-0-12-802394-5.00004-2

Xiao, H., Zhang, L., Chen, Y., Zhou, C., Wang, X., Wang, D., & Liu, Z. (2020). PKM2
Promotes Breast Cancer Progression by Regulating Epithelial Mesenchymal
Transition. Analytical Cellular Pathology, 2020(1), 8396023.
https:/ /doi.org/10.1155/2020/ 8396023

Xie, L., Chen, C., Zhang, T., Yang, W., Zheng, D., Cao, L., Yuan, J., Xu, Y., Zhang,
Y., Liu, L, Liang, A, Yu, Z., & Zheng, ]J. (2024). LILRB4 regulates multiple
myeloma development through STAT3-PFKFB1 pathway. Cell Death & Disease
2024 15:7,15(7), 1-12. https:/ / doi.org/10.1038 / s41419-024-06883-4

36



Xu, Y., Xue, D., Bankhead, A., & Neamati, N. (2020). Why All the Fuss about
Oxidative Phosphorylation (OXPHOS)? Journal of Medicinal Chemistry, 63(23),
14276-14307.
https:/ /doi.org/10.1021/ ACS.JMEDCHEM.0C01013/SUPPL_FILE/JMO0CO01
013_SI_001.PDF

Yi, M., Ban, Y., Tan, Y., Xiong, W., Li, G., & Xiang, B. (2019). 6-Phosphofructo-2-
kinase/fructose-2,6-biphosphatase 3 and 4: A pair of valves for fine-tuning of

glucose metabolism in human cancer. Molecular Metabolism, 20, 1-13.
https:/ /doi.org/10.1016/]. MOLMET.2018.11.013

Ytucel, B., & Ada, S. (2022). Leukemia Cells Resistant to Glutamine Deprivation
Express Glutamine Synthetase Protein. Turkish Journal of Hematology, 39(1), 22.
https:/ /doi.org/10.4274/ TJH.GALENOS.2021.2021.0054

Zhang, 7., Deng, X,, Liu, Y., Liu, Y., Sun, L., & Chen, F. (2019). PKM2, function and
expression and regulation. Cell & Bioscience 2019 9:1, 9(1), 1-25.
https:/ /doi.org/10.1186/513578-019-0317-8

Zu, X. L., & Guppy, M. (2004). Cancer metabolism: facts, fantasy, and fiction.
Biochemical and Biophysical Research Communications, 313(3), 459-465.
https:/ /doi.org/10.1016/].BBRC.2003.11.136

37



