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OZET

Glioblastoma multiforme (GBM), primer beyin ve merkezi sinir sistemi
neoplazmalarinin %16'si1 igeren en yaygin malign beyin tlimoriidiir. Yetiskinlerdeki
tiim beyin tiimorlerinin %60'1dan fazlasini olusturur. GBM'ye karsi ¢esitli modern
tedavilere ragmen hala ¢ok kotii prognozlu 6limciil bir hastaliktir. Hastalar genellikle
tanidan itibaren yaklagik 14 ila 15 aylik bir ortalama hayatta kalma siiresine sahiptir.
Tedavinin ilk basamaginda genellikle radyoterapi ve temozolomid (TMZ)
kullanilmaktadir. Metile edici bir ajan olan TMZ, hastalarda yiiksek DNA onarim
enzimi MGMT ile uzaklastirilir ve hastalar TMZ'ye direngli hale gelir. Ayrica ikinci
basamak tedavide kullanilan kemoterapétik ajanlarin ¢ogu kan-beyin bariyerini
gecemez. Bu bilgiler dogrultusunda arastirmanin amaci, bitkisel bir steroid olan
epibrassinolidin (EBR) kan-beyin bariyerini gectigini ve TMZ'ye direngli GBM hiicre
modellerinde apoptotik 6liimii tetikledigini gostermektir. Buna gore hedef, EBR'nin
tek basina veya TMZ varliginda TMZ'ye direngli LN18 GBM hiicre hattinda hiicre
canliligi, hayatta kalma, koloni olusumu ve apoptotik hiicre Oliimii iizerindeki
etkilerini gostermektir. Bagil hiicre canliligi, MTT deneyi ile belirlendi. EBR
tedavisinden sonra LN18 hiicrelerinin koloni olusturma potansiyeli koloni olugturma
deneyi ile incelendi. EBR tedavisi sonrasi hiicrelerin ii¢ boyutlu formasyon olusturma
ozelliklerindeki degisim, asili damlacik ve 3D Matrigel teknikleriyle gézlemlendi.
EBR'nin apoptotik etkilerini saptamak i¢in DiOC6 ve DAPI fluoresan boyama yapildi.
EBR ve TMZ kombine tedavisinin LN18 hiicrelerinde bagil hiicre canliligin1 azalttig1
gozlemlendi. EBR varlifinda TMZ'nin tek basina TMZ tedavisine kiyasla koloni
olusumunu 6nemli dlgiide inhibe ettigi de gozlenmistir. Kombine ilag tedavisi ayrica
matrigel veya asili damla yontemi kullanilarak gerceklestirilen LN18 3D hiicre
kiiltiiriinde koloni ¢aplarin1 da inhibe etmistir. Ayrica TMZ ve EBR'nin kombine
tedavisinin mitokondriyal membran potansiyelini azalttigin1 ve artan apoptotik
indiiksiyonun bir sonucu olarak DNA fragmentasyonunu arttirdigin1 gozlemledik.
Tiim bu bilgiler, EBR'nin TMZ'ye direncli LN18 GBM hiicre hattinda TMZ'nin

etkinligini arttirmak icin gii¢lii bir aday oldugunu gostermektedir.
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ABSTRACT

Glioblastoma multiforme (GBM) is the most common primary malignant brain tumor
containing 16% of all primary brain and central nervous system neoplasms. Despite
various modern therapies against GBM, it is still a deadly disease with an extremely
poor prognosis. Patients generally have an average survival time of about 14 to 15
months from diagnosis. Radiotherapy and temozolomide (TMZ) are generally used in
the first step of treatment. TMZ, a methylating agent, is removed in patients by the
high DNA repair enzyme MGMT, and patients become resistant to TMZ. In addition,
most of the chemotherapeutic agents used in second-line therapy cannot pass through
the blood-brain barrier. In line with this information, the aim of our research is to
demonstrate that Epibrassinolide (EBR), a herbal steroid, passes through the blood-
brain barrier and triggers apoptotic death in TMZ-resistant GBM cell models.
Accordingly, our goals are to demonstrate the effects on cell viability, survival, and
colony formation, as well as the effects on apoptotic cell death, to model the effect of
EBR alone or in the presence of TMZ in TMZ-resistant LN18 GBM cell line. Relative
cell viability was determined by MTT assay. Colony forming potential of LN18 cells
after EBR treatment was examined by clonogenic assay. The change in the three-
dimensional formation-forming properties of cells after the EBR treatment was
observed with the Hanging Drop and 3D Matrigel techniques. DiOC6 and DAPI
flueorescent staining was performed to detect the apoptotic effects of EBR. We
observed that EBR and TMZ combined therapy decreased relative cell viability in
LNI18 cells. It has also been observed that TMZ, in the presence of EBR significantly
inhibited colony formation compared to alone TMZ treatment. The combined drug
treatment also inhibits colony diameters in LN18 3D cell culture performed using
matrigel or hanging drop method. We also observed that the combined treatment of
TMZ and EBR reduced mitochondrial membrane potential, and increased DNA
fragmentation as a result of the increased apoptotic induction. All this information
suggests that the EBR is a strong candidate for enhancing the efficacy of TMZ in the
TMZ resistant LN 18 glioblastoma cell line.
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1. GIRIS VE AMAC

Glioblastoma (GBM), astrositik kokenli en agresif yaygin gliomadir ve bu nedenle
Diinya Saghk Orgiiti (DSO) tarafindan IV. dereceden glioma olarak
adlandirilmaktadir. GBM, tiim gliomalarin %54'inii ve tiim primer beyin tlimorlerinin
%16's1in1 olusturan en yaygin malign primer beyin tiimoriidiir. GBM'ye kars1 gesitli
modern tedavilere ragmen, hala son derece kotii prognozlu 6liimciil bir hastaliktir.
Hastalar genellikle tanidan itibaren yaklasik 14 ila 15 aylik bir medyan sagkalima
sahiptir. GBM, global insidans1 100.000 kiside 10'dan az olan nadir bir tiimdr olmasina
ragmen, teshisten sonraki 14-15 aylik hayatta kalma orani ile kétii prognozu, onu ¢ok
onemli bir halk sagligi sorunu haline getirmektedir. Her yasta ortaya ¢ikabilir ancak
en yiiksek goriilme siklig1 55 ila 60 yas arasindadir. Malign gliomalar, kansere bagh
Olimlerin %2,5'inin nedenidir ve 15 ila 34 yas arasindaki kisilerde kanserden
oliimlerin en 6nde gelen tigiincii nedenidir. Erkeklerde GBM goriilme sikligi kadinlara
oranlara daha yiiksektir. Genellikle tedavi edilemeyen beyin neoplazmalarinin
etiyolojisi hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. Altta yatan kanserojen nedenler
tanimlanamamaktadir. Bugiine kadar yiiksek doz iyonlastirici radyasyona maruz
kalma, dogrulanmis tek risk faktoriidir. GBM igin en sik goriilen yer serebral
hemisferlerdir; bu tiimoérlerin %95'i supratentoryal bolgede ortaya cikarken, sadece
yiizde birkaginda beyincik, beyin sap1 ve omurilikte meydana gelir. Gelisen modern
tedavilerine ragmen mevcut prognozun kotii olmasi, GBM’yi zorlayici bir hedef haline

getirmektedir [1].

Temozolomid (TMZ), glioblastoma multiforme ve astrositomlar1 tedavi etmek ig¢in
kullanilan oral bir alkilleyici ajandir. Bununla birlikte, TMZ ile tedavi edilen hastalarin
en az %50'si TMZ'ye yanit vermez. Bu, esas olarak O6-metilguanin metiltransferazin
(MGMT) asir1 ekspresyonundan ve/veya GBM hiicrelerinde bir DNA onarim yolunun
olmamasindan kaynaklanmaktadir. Coklu GBM hiicre hatlarinin, TMZ direngli
hiicreler igerdigi bilinmektedir [2].



Brassinosteroidler (BR'ler), hayvanlarin steroid hormonlarina benzer yapilara sahip
bitkilerdeki bir polihidroksile steroidal fitohormon sinifidir. Brassinosteroidler, bitki
biiylimesi, gelisimi ve bagisiklik dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli fizyolojik siirecleri
diizenler. Brassinosteroid sinyallesmesi ve diger sinyal yollariyla entegrasyonu,
molekiiler diizeyde kapsamli bir sekilde arastirilmistir [3]. Hayvan hormonlarina
benzer sekilde, brassinosteroidler hiicre uzamasi, hiicre bdliinmesi, kok biiylimesi,
foto-morfogenez, stomatal ve vaskiiler farklilagma, tohum ¢imlenmesi, bagisiklik ve
tireme dahil olmak {izere bitki biyolojisinin ¢esitli yonlerinde énemli roller oynarlar
[4]. Brassinosteroidler ayrica bitki oksidasyon radikallerinin metabolizmasinin, etilen
sentezinin ve kok gravitropik yanitinin diizenlenmesinde rol oynar ve donma, kuraklik,
tuzluluk, hastalik, 1s1 ve besin eksikligi gibi strese kars1 bitkilerin tepkilerine aracilik
etmede rol oynar [5]. Bitki biiyiime diizenleyicisi brassinosteroid iiyesi olan
epibrassinolid (EBR) memeli steroid hormonlarma yapisal benzerligi olan bir
polihidroksisteroiddir. EBR, kaspaz bagimli ve niikleer steroid hormon reseptoriinden
(NHR) bagimsiz bir sekilde c¢esitli kanser hiicrelerinde apoptotik etki uygular [6].
EBR'nin proliferasyona karsi etkisi, farkli kanser hatlarinda doza bagimli olarak hiicre
dongiisii durdurulmasini indiiklemesiyle goriilmiistiir [7]. EBR’nin kolon kanseri
hiicre hatlarinda hiicre canliligin1 ve koloni olusumunu azalttig1 gosterilmistir. EBR
tedavisi ile PI3K/AKT'nin inaktivasyonunun, Foxo3a'nin yukar1 regiilasyonuna yol
actig1 ve bunun da HCT 116 ve HT-29 hiicrelerinde apoptozu indiikledigi gdzlenmistir
[8]. Bununla birlikte endoplazmik stresi (ER) indiikleyerek kanser hiicrelerinde

apoptozu destekledigi belirtilmistir [9].

Apoptoz, normal Okaryotik gelisim ve organizma homeostazinin siirdiiriilmesi
strasinda hiicrelerin programlanmis olarak ayristirilmasindan sorumlu olan, evrimsel
olarak korunmus bir hiicre 6lim yolagidir. Bu yolak, hiicresel yasam ve o6lim
arasindaki karar1 dengeleyen hem pro-apoptotik hem de hayatta kalmay1 destekleyen
iiyeleri iceren BCL-2 protein ailesi tarafindan kontrol edilir [10]. Oliim faktorii yolag
veya digsal yolak FasL, TNF-o ve TRAIL gibi 6liim faktorleri tarafindan aktive edilir.
Bir 6liim faktoriiniin kendi spesifik reseptoriine baglanmas1 DISC (6liim indiikleyici
sinyal kompleksi) olusturur ve prokaspaz 8'in olgun aktif kaspaz 8'e islenmesine neden
olur. DISC, Fas ve FADD'nin 6liim domainleri arasindaki ve FADD'nin 6liim efektor

alanlar1 (DED'ler) ile prokaspaz 8 arasindaki homolog iliskiler yoluyla olusturulur.



Prokaspaz 8, kendisiyle iligkili iki DED tasir. Genotoksik ajanlar, sitokin geri
cekilmesi veya gelisimsel ipuglar tarafindan tetiklenen baska bir yolakta, sadece BH3
proteinleri (Bim, Bid, Bad, Bmf, Hrk, Puma ve Noxa) transkripsiyonel veya post
transkripsiyonel olarak aktive edilir. Dogrudan (veya dolayli olarak, Bcl-2'yi
antagonize ederek) Bax / Bak-oligomerizasyonunu indiiklerler ve oligomerize edilmis
Bax / Bak, sitokrom c'yi serbest birakmak icin mitokondriye etki eder. Sitokrom c,
prokaspaz 9'un aktif kaspaz 9'a doniisiimiine aracilik etmek i¢in bir iskele gorevi goéren
bir heptamerik kompleks olusturmak icin APAF-1'i baglar. Dissal yolakta aktive olan
kaspaz 8 ve igsel yolakta aktive olan kaspaz 9, apoptozu gerceklestirmek i¢in 1300'den

fazla hiicresel substrat1 ayiran prokaspaz 3'ii olgun kaspaz 3'e dontistiirtir [11].

Bu bilgiler dogrultusunda bu tez ¢calismasinin amaci, TMZ’ye karsi direngli olan LN18
hiicre hatlarinda TMZ’nin EBR ile birlikte kullanimimin LN18 GBM hiicrelerinin
tizerindeki apoptotik etkilerini saptamaktir. EBR nin TMZ ile birlikte ilk kez kombine
olarak kullanilmasi, EBR’nin GBM iizerindeki etkilerini saptamak adina, elde edilecek
verilerin in vivo ve gelecekteki faz caligmalari i¢in Oncii olarak kullanilmasi

hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. GLIOBLASTOMA MULTIFORME

Glioblastoma multiforme (GBM), tiim primer beyin ve merkezi sinir sistemi
neoplazmalarinin %16'sin1 igeren en yaygin primer malign beyin tiimoriidiir [12].
Yetigkinlerdeki tiim beyin tlimorlerinin %60'indan fazlasini olugturur [13]. GBM'ler
neredeyse sadece beyinde ortaya ciksa da beyin sapi, beyincik ve omurilikte de
goriilebilirler. Tiim primer gliomalarin %61°1 beynin dort lobunda goriiliir: frontal
(%25), temporal (%20), parietal (%13) ve oksipital (%3) [14]. GBM'ye kars1 cesitli
modern terapilere ragmen, hala son derece kdtii prognozu olan Sliimciil bir hastaliktir.
Hastalar genellikle tanidan yaklasik 14 ila 15 aylik bir ortalama sag kalim siiresine
sahiptir [15]. Bu malignitelerin basarisiz prognozunun ardindaki neden, glioma
hiicrelerinin infiltratif dogasidir. Bu sadece kotii prognozla degil ayn1 zamanda beynin
norolojik fonksiyonu, psikolojik saglik ve yasam kalitesi lizerindeki dogrudan etkileri
ile GBM hastalarinda ciddi sonu¢ problemlerine neden olur [16]. Baslangicta
GBM'lerin sadece gliyal hiicrelerden tiiredigi diisiiniilityordu; bununla birlikte,
kanitlar noral kok hiicre benzeri Ozelliklere sahip birden fazla hiicre tipinden
kaynaklanabilecegini diistindiirmektedir. Bu hiicreler kok hiicreden nérondan gliaya
farklilasma asamalarindadir. Fenotipik varyasyonlar, biiyiik 6l¢iide, hiicre orijinindeki

farkliliklardan ziyade sinyal yollarindaki molekiiler degisiklikler ile belirlenir [17].

GBM'ler birincil ve ikincil olarak siniflandirilabilir (Tablo 2.1). Birincil de novo GBM,
GBM'nin %80'inden fazlasini olusturur. Yasl hastalarda goriiliir (ortalama yas = 64)
ve tipik olarak epidermal biliylime faktorii asir1 ekspresyonu, PTN mutasyonu,
CDKN2A delesyonu ve daha az siklikla MDM2 amplifikasyonu gozlenir [18]. Ikincil
GBM, diisiik dereceli astrositoma veya oligodendrogliomlardan gelisir, daha geng
hastalarda goriiliir (ortalama yas = 45 yil). Genellikle 6nciil olarak tespit edilebilen
TP53 mutasyonunu igerir [19]. izositrat dehidrojenaz-1 (IDH1) ve IDH2'deki
mutasyonlar, diisiik dereceli gliomanin ve sekonder GBM'nin %70-80'inde bulunurken

ve birincil GBM'nin sadece %5-10'unda bulunur [20]. GBM’nin 2016 WHO
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siiflandirmasina gore, bu timor klasik kimlikten ayri tutulmustur ve kendi i¢inde {i¢
gruba ayrilmistir: GBM IDH-dogal tip (dev hiicre GBM, gliosarkoma ve epitelioid
GBM dahil), GBM IDH-mutant, ve GBM NOS [21].

Tablo 2. 1 Primer ve sekonder GBM'nin 6zellikleri [22]

Durum/Ozellik Primer GBM Sekonder GBM
IDH geninin pozitif durum <5% ~80%
mutasyonu
Onceki kanser hastalig Tarmimlanamadi; ilk kez Diffuz astrositom;
tespit edildi (de novo) anaplastik astrostiom
Tespit edilen tim %90 <10%
glioblastom yiizdesi
Ortalama tani yasi 62 44
Cinsiyet Orani (E:K) 1.42:1 1.05:1
Ortalama genel sagkalim
Cerrahi tedavi ve 9,9 ay 24 ay
radyoterapi
15ay 31 ay
Cerrahi tedavi, radyoterapi
ve kemoterapi
Lokalizasyon Supratentoryal Agirhkl olarak frontal
Nekroz Yaygin Kisith
TERT promotér mutasyonu %72 %26
TP53 mutasyonu %27 %81
ATRX mutasyonu Nadir %71
EGFR mutasyonu %35 Nadir
PTEN mutasyonu %25 Nadir

2.2. GLIOBLASTOMA MULTIFORMENIN SEMPTOMLARI

GBM'’li hastalar, tiimoriin kendisinden veya daha fazla beyin sismesine neden olan
tiimorii ¢evreleyen sividan (6dem) kitle etkisi nedeniyle hizla semptomlar gelistirir.
Ornegin, tanidaki yaygin semptomlar beyindeki artan basingla ilgilidir (mide bulantist,
kusma ve sabahlar1 genellikle daha kotii olan siddetli bas agrilar1). Hastalar ayrica

tiimdr konumuna bagli ndrolojik semptomlarla da karsilasabilirler (6rnegin: yiiz, kol



veya bacagin zayifligi veya duyusal degisiklikleri, denge zorluklari ve

norobiligsel/hafiza sorunlari). Diger yaygin belirti ise ndbetleri igerir [23].

GBM’li hastalarda genel ve odak olmak iizere iki tip semptom gozlenir.
Genellestirilmis semptomlar bir¢cok beyin tiimdrii tipinde ortaya ¢ikma egilimindedir.
Bu semptomlar arasinda bas agrisi, nobetler, bulanti / kusma, hafiza kaybi ve normal
fonksiyonda azalma sayilabilir. Odak semptomlar1 tiimériin konumuna ve
bliyiikliigiine baghdir. Tiimoriin biiylikliigii ve yeri siklikla hastalarda goriilen belirti
ve semptomlar1 etkiler. Ornegin, tiimor beynin dil igin gerekli olan bir parcastysa,
hastanin konusma veya konusmay1 anlamada daha fazla sorunu olabilir. Dil gii¢liigii
cekmekten baska, diger odak semptomlar1 ndbetler, kas giigsiizliigli, duyu kayb1 ve
gorsel degisiklikleri igerir.

2.3. GLIOBLASTOMA MULTiFORMENIN DERECELENDIRILMESI

GBM, WHO 2007 smiflamasina gore bir derece IV gliomadir ve merkezi sinir
sisteminin en yaygin ve Oliimciil primer malignitesidir. Cerrahi, kemoterapi ve
radyoterapi gibi multidisipliner tedavilere ragmen, GBM'li hastalar i¢in medyan
sagkalim siiresi sadece 14,6 aydir [24]. Yiiksek invazivlik derecesi nedeniyle radikal
timor rezeksiyonu iyilestirici degildir. GBM'nin, tekrarlayan GBM'nin tiiretildigi
diisiiniilen yiiksek derecede tiimorijenik hiicrelerin bir alt popiilasyonunu igerdigine ve
GBM'nin tliimo6r olusumunun ¢oklu soylaria ayrilma kapasitesine sahip olduguna dair

deneysel kanitlar vardir [25].

Primer GBM, daha az malign bir prekiirsor kanit1 olmadan de novo olarak ortaya
¢ikarken, ikincil GBM baslangicta diistik dereceli yaygin astrositomdan (WHO derece
IT yaygin astrositoma) veya anaplastik astrositomdan (derece III) gelisir. GBM'lerin
cogunlugu (%90) primerdir ve primer GBM'si olan hastalar ikincil GBM'ye (ortalama
yas = 40 yas) gore daha yasli (ortalama yas = 55 yas) olma egilimindedir [26]. Primer
GBM i¢in daha tipik olan genetik degisiklikler EGFR agir1 ekspresyonu, PTN
mutasyonu ve kromozom 10 kaybidir, oysa ikincil GBM'de daha sik goriilen genetik
degisiklikler arasinda IDH1 mutasyonlari, TP53 mutasyonlar1 ve 19q kayb1 yer alir.
IDH1 mutasyonu, daha iyi sonu¢ ve artan sagkalim ile iligkilidir [27] IDHI

mutasyonlari, yaygin astrositoma ve anaplastik astrositomun %80'inde, ikincil



GBM'nin onciillerinde ve birincil GBM'nin %S5'inden azinda bulunur. Dolayisiyla,
IDH1 mutasyonu klinik ve patolojik kriterlere gore sekonder GBM igin giivenilir bir

objektif molekiiler markordiir [17].

2.4. GLIOBLASTOMA MULTIiFORMENIN EPIDEMIiYOLOJiSi

GBM, diinyada 100.000 kisi basina 10'dan az insidansa sahip nadir bir tiimor olmasina
ragmen, hayatta kalma oraninin tanidan 14-15 ay sonra olmasi ile kotii prognozu, onu
onemli bir halk saglig1 sorunu haline getirmektedir [28]. Tiim yas gruplarindaki tiim
gliomalarin %50'sini olusturur. Her yasta ortaya ¢ikabilir, ancak pik insidans1 55 ila
60 y1l arasindadir. Malign gliomalar, kansere bagli 6liimlerin %2,5'inin nedenidir ve
15 ila 34 yas arasindaki kisilerde kanserden 6liimiin ti¢lincii en 6nemli nedenidir. GBM
insidans1 orani erkeklerde kadinlara gore daha yiiksektir. Bati diinyasi, glioma
vakalarinin altinda raporlanmasi, saglik hizmetlerine smirli erisim ve teshis
uygulamalarindaki farkliliklar nedeniyle daha az gelismis iilkelere gore daha fazla
glioma insidansina sahiptir. Birkag ¢aligma siyahilerin daha az egilimli oldugunu buna
karsin Asyalilar, Latinler ve Beyazlar da dahil olmak tizere diger etnik gruplarda GBM

insidansinin daha yiiksek oldugunu gostermistir[1].

All other astrocylomas,

B8.7% All other gliomas, 11.1%

Ependymomas, 5.8%

Oligodendrogliomas, 8.4%

Pilocytic astrocytoma
(WHO I), 5.8%

Diffuse astrocytoma

(WHO 1), 1.5%
GBM (WHO IV), 51.2%

Anaplastic astrocytoma
(WHO Iy, 7.5%

Sekil 2. 1 Tiim primer merkezi sinir sistemi gliomalarinin dagilimi (n = 26.630) [29]
2.5. GLIOBLASTOMA MULTIFORMENIN ETIYOLOJiSI

GBM'in etiyolojisi tam olarak aydinlatilamamigtir. GBM’nin tibbi dykiiniin ilgili

kisilerde glioma gelisimini tanimlamasina ragmen spontan bir timor olduguna



inanilmaktadir [30]. Bu tiimdriin ailesel formu vakalarin %1'inde tanimlanmaktadir
[31]. Bununla birlikte, bu tip glioblastomun gelisimi i¢in genetik arkaplan

kendiliginden ortaya ¢ikanlardan farklidir [32].

GBM genetik hastaliklar sirasinda da ortaya ¢ikabilir. Bunlar: tiiberoz skleroz, Turcot
sendromu, multipl endokrin neoplazi tip IIA ve ndrofibromatoz tip I. Ek olarak, beyin
kontiizyonu sonucu ortaya ¢ikan kazanilmis kafa yaralanmalari, GBM baslangicina

yatkin olabilir [33].

GBM gelisimi, hiicre dongiisiinde G1/S [34] kontrol noktasinin diizensizlesmesi ve
glioma hiicrelerinde bir¢cok genetik bozuklugun (kromozom 10q i¢inde genetik
materyal kaybi, EGFR, FGFR2, IRS2 ve AKT3 genlerinin amplifikasyonu ve PTEN,
TP16, TP53, PARK2, PTPRD ve NF1 genlerindeki mutasyonlar) ortaya ¢ikmasi ile
ilgilidir [35].

Kadinlar arasinda menopoz sonrasi kadinlarda ortaya ¢ikma riski daha yiiksektir, bu
nedenle cinsiyet hormonlarmin GBM gelisimine katilimi tiizerine bir hipotez
olusturulmustur [36]. Bu tiimériin insidans1 ayni1 zamanda yiikseklik ve viicut kitle
indeksi ile iligkilidir. Bu iki 6zelligin yliksek degerleri GBM insidansi riskini arttirir
[37].

Insan sitomegaloviriisii (HCMV) gibi viriislerin de glioma gelisimi igin etiyolojik
ajanlar arasinda olduguna inanilmaktadir. HCMYV, bagisikligi baskilanmis
yetiskinlerde konjenital ansefaliti ve coklu organ degisikliklerini indiikler. Insan
sitomegaloviriisii gliyal hiicreler i¢in tropizm gosterir. Virilis, mitogenez, mutajenez,
apoptoz, inflamasyon ve anjiyogenezde yer alan hiicre i¢i sinyal yollarini aktive eden
proteinleri (IE1, US28, GB gibi) kodlar. Bu genlerin {iriinleri, anahtar sinyal yollarinin
(PDGFR, Akt, STAT3 dahil) diizensizligine neden olmakla birlikte monosit ve glial

hiicre fonksiyonlarinda bozulmalara neden olur [38].

Iyonize radyasyon, bu tip bir tiimériin gelisme olasiligini artiran fiziksel faktorlerden
biridir. Pestisitler, polisiklik aromatik bilesikler ve ¢oziicliler potansiyel olarak
tehlikeli olarak kabul edilir. Elektromanyetik alanlar ve bazi metallerin de glioma
gelisiminde rol oynadigi diisiiniilmektedir [39]. Cep telefonu kullaninmimin GBM

gelisme riskini arttirmadigina inanilmaktadir, ancak cep telefonlarinin uzun siireli



kullaniminin etkisi hala belirsizdir. Kauguk ve petrokimya endiistrisinde calisan
kisilerin glioma insidansi1 agisindan daha yiiksek risk altinda oldugu g6z Oniinde

bulundurulunca GBM mesleki bir hastalik olarak diisiiniilebilir [40].

2.6. RiISK FAKTORLERI

GBM riski ile iliskili faktorler, onceki radyasyon, alerjiye karsi duyarliligin azalmasi,
bagisiklik faktorleri ve bagisiklik genleri ve genom ¢apinda iligki tarafindan tespit
edilen bazi niikleotid polimorfizmleridir [41]. GBM'li hastalarda ve kontrollerde astim
ve alerjiye bagh diger germ hatti polimorfizminden objektif kanitlarla dogrulanan
bulgularla tutarlidir. Astim riskini artiran genotipler azalmis GBM riski ile iligkilidir.
Bununla birlikte hem tanidik glioma agregasyonu hem de alerjiler ile bagisiklik ile
iliskili durumlarin glioma ile ters iliskisi tutarli olarak gdsterilmistir. Daha diisiik
gliom riski, alerji veya atopik hastalik (6rn. Astim, egzama, sedef hastaligi) ile
iligkilendirilmistir. Anti-inflamatuar ilaglarin kisa siireli (10 yildan az) kullanimi da

GBM'ye kars1 koruyucu bir etki ile iligkilidir [42].

GBM riskiyle iliskili diger faktorler yiiksek sosyoekonomik statii ve kisinin boyudur
[43]. GBM'nin sigara i¢mek, alkol tiiketimi, ilag kullanimi1 veya azotlu bilesiklere
diyetle maruz kalma gibi yasam tarzi 6zellikleriyle iligkili olduguna dair 6nemli bir
kanit yoktur [44]. GBM hastalarimin sagkalimini etkileyen prognostik faktorler
arasinda timoriin rezektabilitesi, yeri, biiyiikliigiinlin yan sira ileri yas, ek hastaliklar

ve hastanin genel durumu yer alir [45].

2.7. GLIOBLASTOMA MULTiFORMENIN TANISI

Manyetik rezonans goriintiileme GBM ig¢in birincil tan1 aracidir. Tan1 sirasinda timor
cap1 genellikle yaklasik 4 cm'dir, ancak bazi verilerde 645 hastanin %38'inde tanidaki
timor ¢apinin 5 cm’den kiigiik oldugu, vakalarin %56'sinda 5-10 cm, %6'sinda ise
tiimoriin 10 cm oldugu belirtilmistir [46]. Korpus kallozum igeren, bilateral olarak
oksipital ve temporal loblara doniisen timér MR goriintiilemede bir kelebek deseni ile
sonuglanir (“kelebek glioma™). Kesin tani ise, intraoperatif olarak ¢ikarilan tiimoriin

veya parcalarinin geleneksel histolojik, sitolojik ve histokimyasal yontemler



kullanilarak histopatolojik incelemesine dayanir. Norooperasyon timor rezeksiyonu

miimkiin olmadiginda, ince igne aspirasyon biyopsisi yapilir.

Birincil taninin dogrulanmasi, 50 kD kiitlesi olan olgun astrositlerin ana bir ara
filament proteini olan glial fibriler asidik proteinin (GFAP) glioma hiicrelerinde varligi
icin immiinohistokimya temelinde yapilir. Bu protein hem normal hem de patolojik
kosullarda astrositlerin en spesifik belirtecidir. Bu proteinin astrositlerin
olgunlasmasinda rol oynadigia inanilmaktadir. Astrositik kokenli tiimorlerin artan
malignitesi GFAP ekspresyonunun kayb: ile iligkilidir. GBM ig¢in benzer etkiler
gozlenir, GFAP negatif glioma hiicreleri pozitif hiicrelere kiyasla daha hizli ¢cogalir.
GFAP ekspresyonu kaybi, 6nemli 6l¢iide farklilasmamis tiimor hiicrelerini gosterir,
ancak timor ilerlemesi ve gelisimi hakkinda karar vermez. Bazen GFAP ve
karakteristik lipomatoz sitoplazmali astrositler olusabilir. Gliyal hiicrelerde bulunan
asit proteini S100, merkezi sinir sistemi tiimorleri i¢in bagka bir spesifik markordiir,

ancak ekspresyonu ayirici tanida temel bir kriter olusturamaz.

GBM yonetiminin temel sorunlarindan biri, etkili teshis stratejilerinin olmamasi ile
ilgilidir. Su anda, GBM’lerin saptanmasi i¢in ana teshis yontemleri, hastalik zaten ileri
bir asamada oldugunda yapilan norolojik testlere ve ndrogdriintiileme yontemlerine
dayanmaktadir [47]. GBM nin geg teshisi esas olarak, beyin tiimorlerine 6zgii yavas
yayilma siirecinden kaynaklanir, bu da yapilarin tiimor kiitlesinin neden oldugu hem
kompresyona hem de deformasyona yavas yavas adapte olmasini saglar. Bu nedenle,
beyin dokusuna tiimor penetrasyonunun belirgin morfolojik belirtileri durumunda bile,
klinik belirtiler tamamen mevcut olmayabilir [48]. Bununla birlikte, antianjiyogenik
ilaglar1 veya kemo-radyoterapiyi kullanan, ndrogoriintiilleme analizlerinden gelen
sonuclar1 énemli Slgiide aldatabilen ve bdylece takibi daha da zorlastiran hastalarda

biiylik bir dezavantaj s6z konusudur [49].

GBM'den mustarip hastalarda uygun bir tedavi ve prognoz se¢imi, tiimdr konumuna,
histolojik derecesine, genetik profiline, proliferatif indekse, cerrahi rezeksiyonun
tamligina ve hastanin yasi ve radyoterapi oncesi Karnofsky performans durumu
6l¢egindeki (KPS) pozisyonuna baghdir [50]. KPS, bir hastanin genel durumunu ve

onkoloji ve palyatif tipta yagam kalitesini tanimlamasina izin verir. Performans dlgegi
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0 ila 100 puanli 11 pozisyon igerir; 100 puan hi¢bir hastalik kanit1 olmadigini, O puan

ise hastanin 6liimiinii gosterir [51].

GBM tiimorleri histolojik olarak teshis edilmistir ve artmig hiicre yogunlugu, anormal

hiicre tipleri (atipi), nekroz alanlar ve giiclii anjiyogenez ile karakterizedir.

(&)
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robust necangiogenesis

Sekil 2. 2 Diinya Saglhk Orgiitii tarafindan 4. derece olarak degerlendirilmis GBM'nin genel
karakteristikleri ve tan1 markorleri [52]

Gliomagenezin gergeklesmesi i¢in bazi molekiiler sapmalar gereklidir. Bunlar p53,
retinoblastoma (RB) ve reseptor tirozin kinaz/Ras/fosfoinositid 3-kinaz (PI13K)/protein
kinaz B (AKT) sinyal yolaklarindaki mutasyonlardir. RB ve p53 bir¢ok kanser tipinde
fonksiyonunu yitiren tiimdr baskilayicilardir [53]. Epitelyal biiytime faktorii reseptorii
(EGFR) ekspresyonu bazi GBM tiimorlerinde artig gosterir, bu da reseptor tirozin
kinaz/Ras/PI3K/AKT sinyal yolagi araciligiyla hiicre canliligindaki artisa neden olur.
Kanitlanmis gliomagenez aracilart EGFR, p53 ve retinoblastoma proteini (RB1)
kanser sinyal iletimi i¢in dnemlidir. EGFR, yapisal olarak aktif EGFRvIII'e amplifiye
edilir veya ¢ogaltilir. Bu da proliferasyon, invazyon ve anjiyogenezi tesvik etmek icin
kinaz sinyalleme kaskadlarin1 ¢ogaltir. p53 bir tiimor baskilayict olup GBM’de
mutasyona ugramistir ve bu da B hiicresi lenfoma 2’nin (BCL2) apoptozu inhibe

etmesine neden olur. Bir bagka tlimor baskilayici olan RB ise inaktif oldugunda hiicre
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dongiisii ve biiylimesini aktive eden E2F transkripsiyon faktorii 1’in (E2F1) salinimina

neden olur (Sekil 2. 3) [54].
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Sekil 2. 3 Glioblatoma multiformede epidermal biiyiime faktorii reseptoriiniin 6nemi ve alt sinyal
yolaklarinda gorevli molekiiller. Sar1 kutucuklar igerisinde hasta 6rneklerinden alinmis yaygin olarak
mutasyona ugramis genlerin aberasyon yiizdeleri TCGA analizi sonucuyla belirlenip verilmistir

Makroskopik olarak GBM oldukca heterojendir ve multifokal kanama, nekroz, kistik
ve jelatinimsi alanlar icerir [55]. GBM'in karakteristik bir 6zelligi, tiimdriin bir
bolgeden digerine briit gorlinlimiindeki degisikliktir. Doku nekrozunun bir sonucu
olarak bolgelerin bazilart yumusak ve sar1 renkte olurken, bazi tiimor alanlari saglam
ve beyazdir. Baz1 bolgeler belirgin kistik dejenerasyon ve kanama gosterir. TUmor
genellikle, genellikle beyaz maddede ortaya cikan, tek, nispeten biiyiik, diizensiz
sekilli bir lezyonla temsil edilir [56]. Histolojik olarak GBM, anaplastik bir astrositom
olarak benzer, yani bu tiimdrler, az farklilasmis kiiciik tiimor hiicrelerinden,
psodopalizan ¢ekirdeklere ve yaygin mitotik aktiviteye sahip multifokal nekrozlu
biiylik ¢ok ¢ekirdekli nekroza kadar degisen pleomorfik hiicre popiilasyonunu gosterir.
Vaskiiler endotel hiicrelerinin siklikla glomeruloid yapr ile proliferasyonu da 6nemli

bir karakteristik o6zelliktir [57].

Beyin tiimoérlerine sahip oldugundan siiphelenilen bireyler {izerinde yapilan

goriintiileme teknikleri arasinda kateter anjiyografi gibi invaziv prosediirler ve
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bilgisayarli tomografi (BT) ve tiimorleri gorsellestirmek amaciyla daha rutin olarak
kullanilan manyetik rezonans goriintiilleme (MR) taramalar1 gibi invaziv olmayan
testler bulunur. BT taramalari, genellikle bir hasta, 6rnegin kalp pili olan hastalar
nedeniyle MR taramasina giremediginde Onerilmektedir [58]. BT taramasinda
lezyonlar genellikle bitisik beyin dokusuna kiyasla hippointens alanlar1 olarak gortiliir
ve genellikle orta ila siddetli 6dem sonucunda orta hat kaymasi gosterir. Bununla
birlikte, kullanilan altin standart goriintiileme teknigi, iistiin yumusak doku kontrasti
nedeniyle MR taramalaridir, bu da tiimdér lezyonunun karmasikliginin ve
heterojenliginin BT taramasindan daha iyi goriintiilenmesini saglar. Hiperense
lezyonlar T1 agirlikli MR taramalarinda goriiliirken, hiperintens lezyonlar proton
yogunlugu agirlikli ve T2 agirlikli goriintiilerde gorsellestirilir. Malign gliomlu
hastalarin gadolinyum ile zenginlestirilmis MR taramasinda olagan bulgular, beyaz
cevher 6demi ile ¢evrili merkezi bir nekroz alan1 gostermektedir. Tiimorler genellikle

unifokaldir, ancak multifokal da olabilir.

Goriintiileme tekniklerinde ve oOzellikle MR'da son birka¢ yildaki gelismeler,
hemodinamik, doku mimarisi ve gliomalarin hiicresel metabolizmasindaki
degisikliklerin degerlendirilmesine de yardime1 olmustur. Niikleer tip teknikleri olan
tek foton emisyonlu bilgisayarli tomografi (SPECT) ve pozitron emisyon tomografisi
(PET) de aktif tiimor ile tiimoérdeki tedaviyle ilgili degisiklikleri ayirt etmek igin

problem ¢6zme araglari olarak kullanilmaktadir [56].

2.8. TEDAViI YONTEMLERI

Bir¢ok uluslararasi ¢abaya ragmen, GBM tedavisi hala klinik onkolojide en zorlu
gorev olarak nitelendirilmektedir. Son on yilda, ¢ok smirl basari ile bir dizi farkl

tedavi arastirilmistir [59].

GBM tedavisindeki temel zorluklar hastalifin lokalizasyonu karmasik yapisi ve
heterojenitesi ile ilgilidir [60]. Cerrahi yaklasimlar, radyoterapi ve adjuvan
kemoterapideki ilerlemeler, GBM hastalarinin hayatta kalma ve yasam kalitesinde
kademeli iyilesmeler gdstermistir, ancak prognoz hala i¢ kararticidir. Bununla birlikte,

basarili bir sekilde tedavi edilebilecek diger bazi kanserlerde goriilen benzer olumlu

13



sonuclart gorebilmek icin ¢ok daha Onemli bir hizda calismalarin yapilmasi

gerekmektedir [15].

Yiiksek dereceli glioma hastalar1 i¢cin mevcut bakim standardi sadece terapdtik
yonetimi (yani anti-tiimor tedavisi) degil, ayn1 zamanda hastaya etkili destekleyici
bakim saglamay1 da igerir. Etkili bir destekleyici bakim, serebral 6dem, nobetler,
gastrointestinal sistem bozukluklari, osteoporoz, vendz tromboembolizm, bilissel
bozukluk ve duygudurum bozukluklarimin yonetilmesini iceren cesitli hastalik
belirtilerini ve semptomlarini yonetmeyi gerektirir [61]. Norolojik semptomlarin
semptomatik olarak hafifletilmesi, kortikosteroidlerin uygulanmasiyla saglanir; ancak
Oonemli yan etkileri nedeniyle genellikle tedavi rejiminin erken donemlerinde azalir.
Deksametazon, yavas mineralokortikoid aktivitesi nedeniyle bu hastalarda genellikle
tercih edilen kortikosteroiddir. Nobetleri olan hastalarda, diisiik toksisite profili
nedeniyle ve kemoterapétik ajan ile ilag etkilesimi olmamasi nedeniyle Levetirasetam
siklikla Onerilir. Spesifik terapotik tedavi, radyasyon ve eslik eden adjuvan

temozolomid (TMZ) tedavisi ile birlikte timoriin cerrahi rezeksiyonunu igerir [59].
2.8.1.Cerrahi

Cerrahi standart bakimin temel bilesenidir. Tiimor tipine bagli olarak cerrahi
operasyon tiimdr yiikiiniin azaltilmasi, kontrol nobetleri, norolojik eksikligin tersine
cevrilmesi, lokal terapdtik ajanin getirilmesi ve yasam kalitesinin iyilestirilmesi gibi
birgok seyi basarabilir [62]. Cerrahi rezeksiyonun derecesi tiimoriin dahil oldugu beyin
bolgesine baglidir. GBM, lokal olarak ¢ok invaziv bir tiimordiir. Tamamen cerrahi
operasyon ile tedavi edilemez ve niiksetme vakalarin yaklagik %80'inde genellikle
orijinal lezyonun 2-3 cm yakinlarinda ortaya ¢ikar. Bununla birlikte, yeni tan1 konmus
hastalar durumunda cerrahi rezeksiyonun boyutu prognostik deger tasir, ancak yine de
etkili korteks, beyin sap1 veya bazal gangliyonlar gibi bolgelerde bulunan tiimorler
cerrahi miidahaleye uygun degildir [63]. Bu hastalar genellikle daha kotii prognoza
sahiptir.

2.8.2.Radyasyon Terapisi

Cerrahi tedaviyi, kalan tiimor hiicrelerini 6ldiirmek i¢in radyoterapi izleyebilir.

Yiiksek dereceli gliom ve tekrarlayan GBM’ye sahip hastalarin brakiterapi ve
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stereotaktik radyocerrahi uygulamalariyla yagsam beklentilerinin iyilestirildigi ancak
yeni teshis edilen GBM 'nin tedavisinde etkinin belirsiz oldugu saptanmstir [63]. Total
rezeksiyon yapilan hasta alt gruplar stereotaktik radyoterapi aldiktan sonra sagkalim
avantaji elde edebilir. Aksine, hiperfraksiyone radyoterapi, GBM'deki sagkalim
sonuclarinin bazi hasta alt gruplarinda aslinda olumsuz olabilecegini gostermistir [64].
GBM'nin invaziv dogasi, radyasyon nekrozu, radyasyona bagli kalic1 néron hasar1 ve
baz1 tiimorlerin radyo-direnci gibi radyasyon tedavisi ile ilgili bazi sinirlamalari ve risk

faktorleri vardir [28].

Yogunluk modiilasyonlu radyasyon tedavisi ve bor néron yakalama tedavisi, yakin
zamanda malign gliomlar1 olan hastalarda etkinliklerini degerlendirmek i¢in yapilan
yeni radyasyon bazli tedavi yontemlerindendir. Bu terapilerle yapilan tedavi daha az
toksisite, normal dokulara daha az maruz kalma gostermistir. Sonuglar bu yontemlerin
beyin tiimorii hastalarinda kullanilan geleneksel radyoterapiden daha kalitesiz

olmadigin1 géstermektedir [61].
2.8.3. Kemoterapi

Hastalarin sagkalimlarini iyilestirmek icin cesitli kemoterapotik ajanlar GBM
tedavisinde etkinligi agisindan test edilmistir. Bunlardan temozolomid veya TMZ
(metilasyon ajani), karmustin veya BCNU (bis-kloroetilnitrosourea) ve CCNU
(lomustin) gibi alkilleyici ajanlar bir miktar avantaj gostermistir ve GBM'in ¢ogunda
klinik olarak kullanilmistir [65]. BCNU ve CCNU fazlasiyla sitotoksiktir ve bu
ilaglarla tedavi, faydalarin1 daha da sinirlandiran erken direng gelisimi ile sonuglanir
ve bir¢ok yan etkisi tespit edilmistir. Klinik ¢alismalar BCNU kapsiillerinin bazi
onemli sagkalim faydalar1 gosterdigini, ancak yine de korkung yan etkilerle iligkili
oldugunu gostermistir. Karboplatin, oksaliplatin, etoposit ve irinotekan, yukarida
belirtilen ilaglara cevap vermeyen hastalar i¢in ikinci basamak ilaglardir. Prokarbazin
ve vinkristin TMZ baskinligindan 6nce CCNU ile birlikte kullanilabilen ilk basamak
ilaglar olarak kullanildi. GBM i¢in diger kemoterapotik yaklasimlar; anti-VEGF
monoklonal antikorlar1 (Bevacizumab), anti-FGF antikorlari, EGFR'yi (Erlotinib ve
Gefitinib) hedefleyen monoklonal antikorlari ve tirozin kinaz inhibitdrlerini igerir

[28].
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2.8.3.1. Temozolomid (TMZ)

Kiictik (194 Da) lipofilik bir molekiil olan TMZ, imidazotetrazin sinifinin oral yoldan
temin edilebilen tek fonksiyonlu bir DNA alkilleyici ajandir. TMZ, asidik pH
degerlerinde stabil olan, ancak pH 7'nin iizerinde kararsiz olan ve pH 7.4'te 1,8 saatlik
plazma yar1 dmrii olan bir 6n ilag gorevi goriir [66]. Boylece, TMZ hizla bozulmadan
emilir, ancak daha sonra monometil triazen 5- (3-metiltriazen-1-il) -imidazol-4-
karboksamit (MTIC) olusturmak icin kendiliginden pargalanir. MTIC ayrica 5-
aminoimidazol-4-karboksamid (AIC) ve yiiksek derecede reaktif metildiazonyum
katyonunu serbest birakmak i¢in su ile reaksiyona girer. Aktif tiirler metildiyazonyum
katyonu tercihen guanin bakimindan zengin bolgelerde guaninin N7 pozisyonlarinda
DNA'y1 metile eder, ayni zamanda N3 adenin ve O6 guanin kalintilarimi da

metillendirir [67].

Temozolomid sitotoksisitesine dncelikle kanserojen, mutajenik ve toksik bir lezyon
olan O6-MeG aracilik eder [68]. O6-MeG'nin metilguanin-DNA metiltransferaz
(MGMT) intihar enzimi tarafindan dogrudan onarilmasi, guanini geri yiikleyerek metil
eklentisini ¢ikarir. Onarilmamis O6-MeG DNA replikasyonu sirasinda timinle yanls
esleserek DNA yanlis eslesme tamir sistemini (MMR) uyarir [69]. MMR ozellikle
yavru iplikteki yanlis eslesmis timini tanir ve keser, ancak O6-MeG kalip iplikte
devam eder. Bu nedenle, bosuna timin yeniden yerlestirme ve eksizyon dongiileri
kalict DNA 1ipligi kopmalarina neden olarak replikasyon catalinin ¢6kmesine neden
olur. ATR / CHKl'e bagh sinyalleme yoluyla tedaviyi takiben ikinci hiicre

dongiisiinde meydana gelen G2 / M hiicre dongiisii durdurmasi tetiklenir; nihayetinde
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apoptoz ortaya c¢ikar. TMZ'ye iyi bir yanit bu nedenle fonksiyonel MMR ve diisiik
MGMT seviyeleri gerektirir [70].

4 ™
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Sekil 2. 4 TMZ'ye hiicresel yanit etkileyen anahtar DNA onarim mekanizmalar [71]

MGMT (O6-Alkilguanin-DNA alkiltransferaz; AGT), O6-alkilguanin eklentilerini,
diger herhangi bir protein veya kofaktorden bagimsiz olarak tek bir adimda onarir.
Hem sitoplazmada hem de ¢ekirdekte bulunan kiiciik bir proteindir (22 kDa). DNA
alkillenmesinin iizerine daha fazla niikleer lokalizasyona ge¢is onarim islemini
kolaylastirabilir [72]. MGMT sadece O6-MeG'yi degil, ayn1 zamanda etil, kloroetil,
hidroksietil, n-propil, n-butil ve benzil veya piridiloksobutil gruplari1 tarafindan
saglanan daha biiyiilk O6-alkil eklentileri ile guanin kalintilarini onarabilir, ancak
eklenti boyutu arttikga verim azalir [73]. O6-alkil grubu, guaninden DNA'nin
onartlmast ve  MGMTnin inaktive edilmesi yoluyla stokiyometrik bir grupta
MGMTin aktif bolge sistein kalintisina (Cys 145) aktarilir [74]. MGMT, hasarli
substrat DNA'sin1 minor olukta baglar, hedef baz daha sonra sarmaldan dondiiriiliir ve
MGMT'ye baglanir, bu da DNA baglanma alaninin uyumunu degistirerek alkillenmis
MGMT'nin DNA'dan ve ubikitin / proteazomal sistemden ayrilmasina izin verir.
MGMT hiicreleri karsinojenlerden korur; bununla birlikte kanser hiicrelerini TMZ gibi

kemoterapoétik alkilleyici ajanlardan da koruyabilir [75].
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Sekil 2. 5 O6-metilguanin eklentilerinin O6-metilguanin-DNA metiltransferaz ile onarimi [71]
2.9. BRASSINOSTEROIDLER

Brassinosteroidler (BR) bitkilerde steroid kokenli hormonlardan olup bitki biiylime ve
gelisme diizenleyicileri olarak gorev yapmaktadirlar. Brassinosteroidler ilk olarak
Brassica napus yani kanola bitkisinin polen 6ziitiinde kesfedilmis, hiicre biiylimesinin
diizenlenmesinde rol aldig1 gosterilmistir [76]. Daha sonra yiiksek bitkilerde, bitkinin
canli ve biiyliyen tim dokularinda sentezlendigi tespit edilmistir. Bu asamada
bitkilerde yaklasik 70 farkli brassinosteroid bulundugu kaydedilmistir [77]. Oldukca
zor izole edilebilen brassinosteroidler ayni zamanda bitkilerde c¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bulunur. Yaklasik 230 kg bitki poleninden sadece 10 mg kadar

brassinosteroid izole edilebilmektedir [78].

Brassin aktif bileseninin ger¢ek kimyasal dogasi, birkag USDA laboratuvarinin pilot
bitki ¢oziicli ekstraksiyonlar1 ve kapsamli kolon kromatografisini iceren biiytlik bir
koordineli ¢abadan sonra kesfedildi. Net sonug, tekli kristal X-1gin1 analizi ile
brassinolid ad1 verilen steroidal bir lakton olarak tanimlanan 4 mg saf bir maddedir.
[76] iki y1l i¢inde brassinolide (BL) ve stereo izomeri 24-epiBL kimyasal olarak
sentezlenmis ve bu tiir biiyiik bitki ekstraksiyon prosediirlerine olan ihtiyaci ortadan

kaldirmustir [79].

BL, 5a-kolestanin bir polihidroksillenmis tiirevidir. Bu nedenle bitkiler,

omurgalilardan gelen androjenler, Ostrojenler, kortikosteroidler ve bocekler ile
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kabuklulardan ekdisteroidler gibi kolesterolden tiiretilen hayvan steroid hormonlarina
yapisal benzerlige sahip biiylimeyi tesvik eden bir steroid igerir. BR ailesi BL ve
yaklasik 68 serbest BR'den art1 birka¢ konjugattan olusur [80]. Bunlar A halkasindaki
C-2 ve C-3'teki varyasyonlarla BL'den farklidir. B halkasinda C-6'da bir lakton, keton
veya de-okso fonksiyonunun varligi; yan zincirdeki hidroksil gruplarinin
stereokimyasi ve C-24'te bir metil (metilen) veya etil (etilen) grubunun varligi veya
yoklugu. Bilinen BR'lerin birgogu BL'nin biyosentetik Onciileri veya metabolik
tiriinleridir, ancak BL'nin hemen Onciisii olan kastasteronun bazi bitkilerde bagimsiz
biyolojik aktiviteye sahip olduguna inanilmaktadir. Normalde BL'de en yiiksek BR
aktivitesi i¢in bulunan optimal yap1, C-6 / C-7'de bir lakton islevi, C-2 ve C-3'te cis-
benzeri hidroksiller, C-22 / C-23'deki hidroksillerin R konfigiirasyonundan ve C-
24'deki metil degisimidir [81].

2.9.1. Epibrassinolid

Brassinosteroidlerin (BR) aktif iiyelerinden biri olan epibrassinolid (EBR), meme,
prostat, akciger, serviks kanseri, l6semi ve melanom gibi cesitli kanser tiirlerindeki
anti-kanser oOzellikleri nedeniyle arastirilmistir. Hiicreleri EBR'ye eksprese eden
niikleer hormon reseptoriiniin (NHR) duyarliligi, Ostrojenler ve androjenler gibi
hayvan steroidlerine yapisal benzerligi ile agiklanmistir. EBR'nin bilinmeyen bir
mekanizmasimnin - NHR  steroid baglanma bdlgesini  bloke ettigi, nukleusa
translokasyonu inhibe ettigi ve hiicre proliferasyonuyla iligkili gen ifadelerini
bastirdig1 one siirlilmektedir. Brassinosteroid duyarsiz 1 (BRI1) ve BRI ile iliskili
reseptor kinaz (BAK1) ile olusturulan bir transmembran heterodimer BR reseptorii
araciligryla bitkilerde 1yi bilinen sinyalleme mekanizmasinin yani sira, EBR'nin kesin
mekanizmas1 memeli hiicrelerinde hala belirsizdir. EBR, ndrodejeneratif, steroid
kaynakl1 bozukluklar1 ve kanseri, yani artan hiicre proliferasyonu ile karakterize edilen
hastaliklar1 tedavi etmek i¢in 6nemli bir molekiil olarak Onerilmistir. EBR'nin
proliferasyona karsi etkisi, farkli kanser hatlarinda doza bagimli olarak hiicre dongiisii

durdurulmasini indiiklemesiyle goriilmiistiir [7].

Yapilan ¢aligmalarda EBR’nin prostat kanseri hiicre hatlar1 iizerindeki etkilerini
gostermistir. EBR’nin, androjen reseptorii (AR) bulunan ve bulunmayan hiicre

hatlarinda -sirasiyla LNCaP ve DU145- mitokondri araciligi indiikledigi goriilmiistiir.
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Boylelikle EBR etkisinin prostat kanseri hiicre hatlarinda AR’den bagimsiz olarak
apoptozu indiikledigi goriiliirken bununla birlikte prostat epitel hiicre hatti olan
PNTI1A’e etki etmedigi gosterilmistir. Bu da EBR’nin prostat kanseri tedavisinde
epitel hiicrelere zarar vermeden prostat kanseri {lizerinde terapotik bir etki

olusturabilecegini gostermistir [82].

Yapilan bir bagka ¢alismada ise EBR’nin kolon karsinom hiicrelerinde stresle iliskili
ve hayatta kalma sinyal molekiilleri {izerindeki potansiyel apoptotik etkisi
arastirtlmistir. EBR’nin, HCT 116 ve HT-29 kolon karsinom hiicrelerinde hiicre
canliligini ve koloni olusumunu azalttig1 gosterilmistir. EBR tedavisi ile
PI3K/AKT'in inaktivasyonunun, Foxo3a'nin yukari regiilasyonuna yol actigi ve
bunun da HCT 116 ve HT-29 hiicrelerinde apoptozu indiikledigi belirtilmistir. EBR
tedavisini takiben esas olarak HCT 116 hiicrelerinde {i¢ ana hiicresel yanit
gozlenmistir: PI3K / Akt yolaginin inhibisyonu yoluyla Foxo3amin defosforilasyonu,
MAPK'lar tarafindan c-Myc indiikksiyonu ve bunun sonucunda poliamin (PA)
havuzunda azalma ve son olarak PA katabolik makinenin aktivasyonunun reaktif

oksijen tiirlerinin (ROS) tiretimini saglamasi [8].

EBR’nin ER stresi lizerindeki etkisi de incelenmistir. EBR’nin kanser hiicrelerinde ER
stresini indiikleyerek apoptozu tetikleyebilecegi gosterilmistir. Normal hiicrelerin
EBR tedavisine 6nemli bir direng gosterdigi ve apoptotik oliimden kagtiklar1 tespit
edilmistir. Katlanmamis protein yaniti, katlanmamis / yanlhs katlanmis proteinleri
temizler ve ER islevlerini geri yiikler. Stres kronik oldugunda, hiicreler hatali hiicresel
islevler gostermesi nedeniyle O6lme egilimindedir. EBR'nin malign olmayan
hiicrelerdeki etkisini anlamak i¢in, bu ¢alismada ER stres biyobelirtecleri, otofaji ve
poliamin metabolizmas1 i¢in fare embriyonik fibroblast (MEF) hiicreleri ayrintili
olarak incelenmistir. Veriler EBR uygulanmasinin sonucunda ER stresinin MEF
hiicrelerinde ve MEF Atg5 - / - hiicrelerinde indiiklendigini ve EBR’nin kanser
hiicreleri icin segici sitotoksisiteye sahip bir antikanser ilag adayir oldugunu

gostermistir [9].
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Sekil 2. 6 Epibrassinolidin kimyasal yapisi

2.10. APOPTOZ

Apoptoz terimi ilk olarak 1972'de Kerr tarafindan morfolojik olarak farkli bir hiicre
6liimii formunu tanimlamak i¢in kullanildi, ancak apoptoz kavraminin bazi bilesenleri
yillar 6nce agik¢a tanimlanmisti. Memeli hiicrelerinde apoptoz siirecinde yer alan
mekanizmalar hakkindaki anlayisimiz, nematod Caenorhabditis elegans'in gelisimi
sirasinda meydana gelen programlanmis hiicre Oliimiiniin arastirilmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu organizmada yetiskin solucanin olusumunda 1090 somatik
hiicre iretilir, bunlardan 131 tanesi apoptoz veya "programlanmis hiicre olimi"
gecirir. Bu 131 hiicre, solucanlar arasinda esasen degismez olan bu siirecte dikkat
cekici dogruluk ve kontrolii gosteren gelistirme silirecinde belirli noktalarda
O0lmektedir. Apoptoz o zamandan beri, hiicrelerin genetik olarak belirlenmis
eliminasyonunu igeren “programlanmis” hiicre Sliimiiniin ayirt edici ve 6nemli bir
modu olarak kabul edilmis ve kabul edilmistir. Bununla birlikte, programlanmis hiicre
Oliimiiniin diger formlarmin tarif edildigini ve programlanmis hiicre 6liimiiniin diger

formlarinin hala kesfedilebilecegini belirtmek dnemlidir.

Apoptoz, normal olarak gelisme ve yaslanma sirasinda ve dokulardaki hiicre
popiilasyonlarint korumak i¢in homeostatik bir mekanizma olarak ortaya c¢ikar.
Apoptoz ayrica bagisiklik reaksiyonlarinda veya hiicrelerin hastalik veya zararh
maddelerden zarar gormesi gibi bir savunma mekanizmasi olarak da ortaya cikar.

Apoptozu tetikleyebilen hem fizyolojik hem de patolojik ¢ok ¢esitli uyaran ve kosullar
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olmasina ragmen, tiim hiicreler uyarana ayni yanit olarak 6lmeyecektir. Isinlama veya
kanser kemoterapisi i¢in kullanilan ilaglar, baz1 hiicrelerde DNA hasariyla sonuglanir
ve bu da p53'e bagh bir yoldan apoptotik 6liime yol acabilir. Kortikosteroidler gibi
baz1 hormonlar, bazi hiicrelerde apoptotik 6liime yol agabilir, ancak diger hiicreler
etkilenmez veya hatta uyarilir. Bazi hiicreler ligand baglanmasi ve protein ¢apraz
baglanmasi yoluyla apoptoza yol acabilen Fas veya TNF reseptorlerini eksprese eder.
Diger hiicrelerin, hormon veya biiylime faktérii gibi bir hayatta kalma faktori
tarafindan engellenmesi gereken varsayilan bir Oliim yolagi vardir. Apoptozu
nekrozdan ayirt etme konusu da vardir; bu, bagimsiz, sirayla ve ayni anda
gergeklesebilen iki siirectir. Diisiik dozlarda, 1s1, radyasyon, hipoksi ve sitotoksik anti
kanser ilaclar1 gibi ¢esitli zararli uyaranlar apoptozu indiikleyebilir, ancak bu ayni

uyaranlar daha yiiksek dozlarda nekroza neden olabilir.

Apoptoz mekanizmasi temel olarak apoptozun indiiklenmesinde rol oynayan iki temel
yoldan olusur; digsal yolak ve igsel yolak. Digsal yolak, DR aracili yolak anlamina
gelir ve igsel yolak, mitokondriyal aracili bir yoldur. Bu apoptotik yolaklarin her ikisi

de ayn1 sonuca ulasabilir (6liim yolagi).
2.10.1. Dassal Yolak

Apoptoz, hiicre delesyonunun fizyolojik bir siireci olarak bilinir ve ayn1 zamanda
programlanmis hiicre Oliimii siirecidir, bu da morfolojik degisiklik ve DNA
parg¢alanmasi ile sonuclanir. Biri 6liim reseptoriiniin aracilik ettigi digsal yol olan
hiicrelerin dis veya i¢ olaylar1 tarafindan uyarilir. Oliim reseptdrleri arasinda Fas
reseptorleri, tiimor nekroz faktorii (TNF) reseptorleri ve TNF ile iligkili apoptozu
indiikleyen ligand (TRAIL) reseptdrleri bulunur. Bir yiizey reseptorii olarak 6rnegin,
TNF reseptorii-1 (TNF-R1) TNF ile etkilesime girerek dissal yolagin kritik bir aracist
olan ve sonunda hiicre apoptozuna neden olan kaspaz-8 dahil olmak {izere bir dizi
faktorii saglayan 6lim domainli Fas ile iliskili protein (FADD) ve Tiimor nekroz
faktorii reseptor tip 1 ile iligkili 6liim domain proteininin (TRADD) indiiklenmesini

saglar.
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Sekil 2. 7 Digsal apoptoz yolagmin genel bir dzeti

Apoptozu baglatan dissal yolak, TNFR1'e TNF-a gibi bir 6liim reseptdriine baglanan
bir 6lim ligand: ile tetiklenir. TNFR ailesi, homotrimerlerde diizenlenen ve ilgili
ligand veya ligandlarin baglanmasiyla aktive edilen 29 transmembran reseptor
proteininden olusan biiyiik bir ailedir. Benzer sistein bakimindan zengin hiicre dis1
alanlar1 paylasirlar ve "6lim domaini" (DD) adi verilen yaklasik 80 amino asitlik
sitoplazmik alana sahiptirler. Bu 6liim domaini, 6liim sinyalinin hiicre yiizeyinden
hiicre i¢i sinyal yollarina iletilmesinde kritik bir rol oynar. TNF ligand ailesinin 19
iyesi vardir ve baglanma, aktive edilmis reseptdr ile iligkili adaptor proteinlerine bagl
olarak proliferasyon, enflamasyon ve apoptoz dahil olmak iizere bir dizi yanita neden

olabilir.

TNFR ayrica RIP alimi1 yoluyla NFkB'nin aktivasyonuna yol acan pro-inflamatuar
yollar1 da uyarabilir. Oliim domaini kinaz RIP, TRAIL ile indiiklenen IxB kinaz (IKK)
aktivasyonu i¢in gereklidir. TNF-a ve TNFR1'in baglanmasinin, hiicre tipine ve
biyolojik baglama bagli olarak hem hiicre sag kalimini hem de apoptozu tercih eden

NFkB yolunu aktive ettigi tespit edilmistir.

TNFR1'in yani sira, Fas ve DR4 / DRS5 de sirasiyla 6liim reseptorleri olarak baglanir
ve CD95 ile TRAIL' baglar. Reseptorlere baglanan ligandin tamami, adaptor
proteinlerin (FADD/TRADD) yardimiyla bir kaspaz kaskadinin alinmasi,
dimerizasyonu ve aktivasyonuna ve sonunda hem sitoplazmik hem de niikleer

substratlarin kesilmesine yol acacaktir. Bugiine kadar en iyi karakterize edilmis
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ligandlar ve karsilik gelen 6liim reseptorleri arasinda CD95 / Fas, TNF-a / TNFRI,
Apo2L / DR4 ve Apo2L / DRS5 bulunur.

Reseptdr trimerizasyonu, birkag 6liim domaininin gérevlendirilmesine ve nihayetinde
kaspaz-8 ve kaspaz-10'un aktivasyonuna yol agar. Aktif kaspaz-8 ve kaspaz-10 daha
sonra ya kesim yaparak dogrudan apoptozu baglatir (bdylece infazc1 kaspaz-3/6/7'yi
aktive eder) ya da etkin hiicre 6liimiinii indiiklemek i¢in BID'nin kesilmesi yoluyla
i¢gsel apoptotik yolu aktive eder. Kaspaz-8'in aktivasyonu FLICE inhibitor proteini
(FLIP) ile 6nlenebilir [83] [84].

2.10.2. igsel Yolak

I¢sel yolak esas olarak mitokondriyal aracili apoptotik yol anlamina gelir. Oksidatif
stres, 1sinlama ve sitotoksik ilaglarla tedaviyi igceren gesitli hiicre dis1 ve hiicre i¢i
stresler tarafindan tetiklenenir [85]. Ayrica, hasarli hiicrelerin gelisiminde ve ortadan
kaldirilmasinda énemli bir islev goriir. igsel yolaga, mitokondriyal membrana Bax /
Bak sokulmasi ve daha sonra, mitokondriyal intermembran boslugundan sitozole
salinan sitokrom c aracilik eder [86]. Bcl-2 ve Bel-xL (Bcl-2 ailesi iiyesi) sitokrom ¢
salimimin1 onleyen anti-apoptotik proteinlerdir [87]. Sitokrom c, apoptozom tiretmek
icin Apaf-1 ve prokaspaz-9 ile birlesir. Apoptozom, kaspaz 9'u tetikleyen ve ardindan
hiicrelerin yikilmasina yol agan ve apoptozla sonuglanan kaspaz-3 sinyalleme kaspaz
kaskadinin aktivasyonunu tetikleyen yedi kollu halka seklinde bir kompleksten olusan
cok proteinli bir komplekstir [88]. Genel olarak intrinsik yola dahil olan proteinler
arasinda SMAC / DIABLO (kaspazlarin ikinci mitokondriyal aktivatorii / diistik PI ile
direkt IAP baglayici protein), kaspaz-9 (Sisteinil aspartik asit-proteaz-9), Bel-2 (B-
hiicresi lenfoma proteini), Bcl-w (Bcl-2 benzeri protein), Nox (Phorbol-12-miristat-
13-asetat ile indiiklenen protein 1), Aven (Hiicre 6liim regiilatorii Aven) ve Myc
(Onkogen Myc) bulunur. Mitokondrinin iglevini yitirmesi; i¢ mitokondriyal membran
potansiyelinin kaybi, stiperoksit iyonlarinin hiper iiretimi, mitokondriyal biyogenezde
bozulma, matris kalsiyum glutatyonun ¢ikist ve membran proteinlerinin salinimu,

kanser hiicrelerinde apoptoz indiiksiyonu ile umut verici potansiyel tasir.
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Sekil 2. 8 I¢sel apoptoz yolagi. I¢sel apoptotik yolak, hiicre i¢i uyaranlar tarafindan tetiklenir [89]

Hiicre i¢i apoptotik uyaranlar, Apa-1'e baglanan sitokrom C'nin mitokondriyal
saliverilmesine yol acan Bax, Bid, Bak ve Bad gibi pro-apoptotik Bcl-2 protein
ailesinin regiilasyonunu arttirir. ADP'nin Apaf-1'de dATP / ATP ile degistirilmesi,
holo-apoptozomu olusturmak i¢in prokaspaz-9 ile birlesen heptamerik apoptozom
olusumunu tetikler. Apaf-1 apoptozom, kaspaz kaskadini tetikleyen prokaspaz-9'un
kesilmesini ve aktivasyonunu katalizler ve kaspaz-3 ile kaspaz-7'nin aktivasyonu,

nihai apoptoza yol acar.

ER stresi altinda, {i¢ sinyalleme proteini -IRE1, PERK ve ATF6- aktive edilir, bdylece

+21

apoptozu indiikleyen bir aktivite zincirine yol agar (b1). ER, Ca™'yi ER liimeninden
sitoplazmaya salgilar, bu da kalsiyum algilayan kinaz CaMKII'yi aktive ederek
apoptozu tetikler. Daha sonra, CaMKII kaspaz kaskad aktivasyonunu tetikleyen
prokaspazi aktive eder (b2). IRE1'in uzun siireli aktivasyonu apoptozu tesvik edebilir.
Fosforile IRE1, TRAF2'yi (TNF reseptorii ile iligkili faktor 2) toplar ve sonugta INK'yi
fosforile ve aktive eden ASK1'in (apoptoz sinyal kinaz 1) aktivasyonu gibi bir dizi
fosforilasyon olayii tetikler. JNK’1n fosforilasyonu pro-apoptotik Bim'i aktive eder
ve anti-apoptotik Bcl-2'yi bloke eder (b3). PERK'nin homomultimerizasyonu ve
otofosforilasyonu, ATF4'ln (aktive edici transkripsiyon faktorii-4) translasyonunu

arttiran elF-2a (0karyotik translasyon baslatma faktorii 2a) fosforilasyonuna yol agar.

Daha sonra ATF4, iki énemli hiicre 6liim yolag: araciligiyla (IP3R — Ca™- CaMKII
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yolagi ve Bcl-2 aile iiyesi yolagi) apoptozu destekleyen CHOP'un (C/EBP homolog

proteini) ekspresyon seviyesini arttirir [90] [91].

BCL-2 ailesi proteinleri hem igsel hem de digsal apoptoz yolaginda kritik rol oynar.
BCL-2 ailesi temel olarak ii¢ sinifa ayrilmistir. Bu ii¢ siniftan birincisi apoptozu inhibe
eden BCL-2, BCL-XL, BCL-W, MCL1, BCL-B proteinlerinden meydana gelir. Ikinci
smif ise apoptozu destekleyen BAX, BAK ve BOK (MTD) proteinlerinden olusur.
Ucgiincii ve ayr1 bir siif olan sadece BH3 proteinlerinin (BAD, BIK, BID, HRK)
apoptozu tesvik etmek icin anti-apoptotik BCL-2 proteinlerini baglayabilen ve
diizenleyebilen korunmus bir BH3 alant mevcuttur. Pro-apoptotik aile iiyeleri BAX ve
BAK, dis mitokondriyal zarin (OMM) gecirgenlesmesini ve ardindan kaspaz
aktivasyonuna yol acan apoptojenik molekiillerin (sitokrom ¢ ve SMAC gibi)
salinmasini indiiklemek i¢in ¢ok dnemlidir. BCL-2 ve BCL-XL gibi anti-apoptotik aile
tiyeleri, BAX ve BAK'1 inhibe eder. Son bulgular sadece BH3 proteinlerinin, BCL-2
ve diger anti-apoptotik aile iiyelerinin dogrudan baglanmasi ve inhibisyonu yoluyla
BAX ve BAK" baskiladigin1 gostermektedir. Buna karsilik karsit bir model, BAX ve
BAK'in baz1 sadece BH3 proteinleri (6zellikle BIM, tBID ve PUMA) tarafindan

dogrudan aktivasyonunu varsayar [92].

Intrinsic pathway Extrinsic pathway
Growth-factor deprivation, TNFRI
stress, UV, viruses

Inactive \ /

BH3-only

Cytochrome ¢

z
k- o -~
3 e

Sekil 2. 9 Apoptozun icsel ve digsal yolaklarint gosteren sema [93].
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Yalnizca BH3 proteinleri pro-apoptotiktir ve cesitli hiicresel islemlerden yayilan
apoptotik sinyallerin baglangi¢ sensorleri olarak islev goriir. Yalnizca BH3 protein
ekspresyonu, transkripsiyon faktdrleri tarafindan indiiklenebilir. Ornegin NOXA ve
PUMA, DNA hasarina yanit olarak tiimor baskilayic1 p53 tarafindan indiiklenir ve
BIM, biiyiime faktorii yoksunluguna yanit olarak smmif O forkhead kutusu
transkripsiyon faktorii-3A tarafindan ve ER stresine yanit olarak transkripsiyon
faktorleri CEBPa (CCAAT-giiclendirici baglayict protein-a) veya CHOP (CEBP
homolog protein) tarafindan indiiklenir. Yalnizca BH3 proteinleri, post translasyonel
olarak da etkinlestirilebilir. Ornegin BAD biiyiime faktdrii yoksunluguna yanit olarak
fosforilasyon kaybi ile, BID kaspaz-8 aracili proteoliz ile, BIM, dynein motor
kompleksinden salinarak veya ekstraselliiler sinyal tarafindan diizenlenen kinaz
(ERK) aracili fosforilasyonun (saglikli hiicrelerde ubikitinasyon ve proteazomal

degredasyonu hedefler) kaybiyla aktive edilir.

Anti-apoptotik BCL-2 ailesi proteinlerinin ekspresyon seviyelerinin regiile edilmesi,
hiicrelerin apoptozu regiile edebildigi baska bir yoldur. Ornegin BCL-XL, hiicrenin
hayatta kalmasini desteklemek icin Janus kinaz-sinyal doniistiiriicii ve transkripsiyon
aktivatori (JAK-STAT) vyolagi araciligiyla biiylime faktorleri tarafindan
transkripsiyonel olarak indiiklenebilir [94] [95] [93].
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. KULLANILAN MALZEMELER

3.1.1. Kullamilan cihazlar

Kullanilan cihazlar Ekler boliimiinde Tablo 1°de gosterilmistir.

3.1.2. Kullamlan kimyasallar

Kullanilan kimyasallar Ekler boliimiinde Tablo 2’de gdsterilmistir.

3.1.3. Kullanilan hiicre kiiltiirii aparatlar

Kullanilan hiicre kiiltiirii aparatlar1 Ekler boliimiinde Tablo 3’de gosterilmistir.
3.1.4. Kullanilan ¢ozeltiler

Kullanilan ¢ozeltiler Ekler boliimiinde gosterilmistir.

3.2. HUCRE KULTURU, HUCRE CANLILIGI VE HUCRE SAG KALIM
TESTI

3.2.1. Hiicre kiiltiirii

LN-18 (ATCC CRL-2610) hiicre hattt DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's medium)
besiyerinde %5 COzigeren 37°C’lik etiivde %10 fetal sigir serumu (FBS) ve 10 U/ml

Penisilin/Streptomisin ile biiytitiilecektir.
3.2.2. Hiicre canhihg tayini

TMZ, EBR kombinasyonlarinin hiicre canliligina etkisi MTT testi ile belirlenecektir.
1x10* hiicre/kuyu 96 kuyucuklu petrilere ekilecektir. Gece boyunca hiicrelerin
petrilere yapigsmasi beklendikten sonra hiicrelere TMZ ve doza baghh EBR

uygulanacaktir. MTT tetrazolium tuzu ile 4 saat bekletilen 6rneklerde olusan formazan
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bilesikler DMSO uygulamasi ile ¢oziinmektedir. Olusan renk 570 nm dalga boyundaki
spektrofotometrik okumaya tabi tutulacaktir ve ilag uygulanmamis kontrol 6rneklere

oranlama yapilarak bagil hiicre canlilig1 kaybina gore doz belirlenecektir.
3.2.3. Koloni olusumu deneyi

Hiicreler 6 kuyucuklu petrilere 1x10* hiicre/kuyu seklinde ekilecektir. Gece boyunca
hiicrelerin petrilere yapismalar1 beklendikten sonra EBR, TMZ veya EBR + TMZ
uygulamalarina tabi tutulacaktir. Zamana bagl ila¢ uygulamalar1 sonucunda besiyeri
degistirilecek ve koloni olusumu i¢in en az 10 giin boyunca hiicreler ilagsiz besiyerinde
tutulacaktir. Koloni olusumunun ardindan hiicreler 3:1 oranindaki metanol/asetik asit
ile fikse edilecek ve sonrasinda %0,5 kristal viyole boyasi ile boyanacaktir. Fiksasyon

sonrasinda hiicreler 151k mikroskobunda goriintiilenecektir.
3.2.4. Hiicre sag kalim testi

5x10%hiicre/kuyu olacak sekilde 6 kuyucuklu petrilere hiicreler ekildikten sonra gece
boyunca yapismalar1 beklenecektir. Hiicrelere belirlenen dozlarda EBR, TMZ veya
EBR + TMZ kombinasyonu zamana baglh sekilde 0-96 saat boyunca uygulanacak,
inkiibasyon siiresi sonunda tripsin/EDTA uygulamasi ile kaldirilip ¢oktiiriilerek 1 ml
besiyeri igerisinde homojen hale getirilecektir. 1:1 oraninda %0,4°liik tripan mavisi ve

besiyeri ile karistirilan hiicreler Neubauer laminda sayilacaktir.
3.2.5. Yara iyilesmesi deneyi

Hiicreler 6 kuyucuklu petrilere 3x10° hiicre/kuyu olacak sekilde ekilecek ve bir gece
boyunca beklenecektir. Ertesi giin petri taban1 100 pl’lik pipet ucu ile hiicrelerin
kalkmayacagi sekilde cizilecek ve olusan yariklarin boyutu mikroskop yardim ile
dlgiilecektir. Ila¢ uygulanan 6rnekler 24, 48 ve 72 saat boyunca 37° C, %5 CO2’lik
etiivde inkiibe edilecektir. Petri tabaninda olusturulan yariklar inkiibasyon sonrasinda

mikroskopta gozlemlenip 6lgiilecektir.
3.2.6. Asih damlacik deneyi

4x10° hiicre, petri basina 20 damlacik olacak sekilde ve damlacik basia 2x10* hiicre

olacak ve ilaglanacak olan hiicreler belirlenen dozlara gore ilagclanmis bir sekilde petri
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kapaklarinin i¢ine ekilecektir. Petrilerin tabanina ise 3 ml 1X PBS eklenecektir.
Hiicrelerin 24 ve 48 saat sonrasinda 1sik mikroskobu altinda olusturdugu caplar

incelenecek ve oOlgiilecektir.

3.3. IMMUNOBLOTLAMA
3.3.1. Total protein izolasyonu

Hiicreler 100 mm’lik petrilere 1x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilacak ve
yapismalart icin 37° C, %5 CO2’lik etiivde bir giin boyunca inkiibe edilecektir.
Ardindan MTT testi ile secilen dozlar uygulanacak ve belirlenen zaman siiresince
bekletilecektir. Ardindan hiicreler 1X PBS ¢ozeltisi kullanilarak kazima yontemiyle
petriden toplanacak ve 2 dakika silire ile 13200 rpm’de santrifiij islemi ile
coktiirtilecektir. Coktiiriilen hiicrelerin iizerine hiicre yogunluguna goére hiicre liziz
tamponu (%10 proteaz inhibitorii ile) eklenecek ve drnekler 20 dakika oda sicakliginda
calkalayicida inkiibe edilecektir. Inkiibasyon sonunda hiicreler 20 dakika 16000 g’de
+4°C’de santrifiij edilecek ve iist faz yeni mikrofijj tiipiine alinarak protein ekstraktlar

olarak -80°C’de saklanacaktir.
3.3.2. Protein konsantrasyonlarimin Bradford yontemi ile tayini

Konsantrasyonu 1,5 pg/ul olan BSA (sigir serum albumin) kullanilarak standart egri
olusturulacaktir. Bu egri hazirlanirken; 96 kuyucuklu petrilere 1,5 pg/ul, 3 pg/ul, 4,5
ug/ul, 6 pg/ul ve 7,5 pg/ul BSA’ nin tizerine 200 pl Bradford ¢ozeltisi eklenerek, 595
nm dalga boyunda absorbanslar1 6l¢iilerek ve elde edilen proteinlerden 1 pl alinarak
ayni dalga boylarinda absorbanslar1 belirlenecektir. Standartlarin absorbans-
konsantrasyon grafigi elde edilerek, ardindan bu grafigin denklemi kullanilarak
absorbans degerleri bilinen 6rneklerin konsantrasyonlari tespit edilecektir. Sonrasinda
ornekler iMark™ Microplate Absorbance Reader’da absorbanslart 6l¢iilecektir (595
nm). Alinan verilerden, bilgisayar yardimiyla proteinlerin konsantrasyonlarina

ulasilacaktir.
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3.3.3. Proteinlerin hazirlamp SDS-PAGE’de yiiriitiilmesi

Protein 6rnekleri immunoblotlama yontemi i¢in 5x Laemmli tamponu ile 1:5 oraninda
karigtirtlarak 95°C de 5 dakika denatiire edilecektir. Proteinler %10, %12 veya %15’lik
akrilamid/bisakrilamid jele belirlenen konsantrasyonlarda yiiklenerek yiirlitme

tamponu olan tankta 85V de yiiriitiilecektir.
3.3.4. Proteinlerin membrana transferi ve bloklama

SDS-PAGE sonrasi, yiikleme jeli kesilerek ortamdan uzaklastirilacaktir. Ayirma jeli
boyutunda kesilen ve metanol ile aktive edilen poliviniliden fluorid (PVDF)
membranlar transfer tamponunda bir siire bekletilecek ve PVDF membranlara transfer
islemi 2,5 mA’da gerceklestirilecektir. Transfer islemi sonrasi membranlar, 1 saat oda
sicaklhiginda %5°lik yagsiz siit tozu (9%0,1 Tween 20 iceren 1X TBS) igerisinde
calkaliyicida bekletilerek bloklanacaktir.

3.3.5. Primer ve sekonder antikorlarla isaretleme

Membranlar apoptotik antikorlar ile gece boyu +4 C° sicaklikta bekletileceklerdir.
Birincil antikor uygulamasini takiben 10 dakikalik, 3 kez TBS-T yikamasinin ardindan
1:3000-5000, HRP-etiketli anti-tavsan/fare ikincil antikorlar (Cell Signaling
Technology) ile 2 saat oda sicakliginda bekletileceklerdir.

3.3.6. Protein bantlarinin goriintillenmesi

Ikincil antikor uygulamasinin ardindan; 10 dakikalik, 3 kez TBS-T ile ve 10 dakikalik
1 kez TBS yikama sonrasinda, ornekler oda sicakligina getirilmis kemiluminisans
madde ile 1 dakika boyunca muamele edilecektirler. Kemiluminisans Slgen (Biorad)

cihaz yardimi ile bant profilleri incelenecektir.

3.4. MIKROSKOBIK YONTEMLER
3.4.1. Isik mikroskobu

Ekilen tiim hiicrelerin kontrolii ve morfolojilerindeki degisimin gézlenebilmesi igin

SOIF XDS-1B 151k mikroskobunda inceleme yapilacaktir.
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3.4.2. Fluoresan mikroskobu
3.4.2.1. 3,3’ Diheksiloksakarbosiyanin iyodiir (DiOC6) boyama

6 kuyucuklu petriye 1x10* hiicre ekilecek ve gece boyunca yapismalara beklenecektir.
Ertesi giin hiicrelere belirlenen dozda ila¢ uygulamasi yapilacak ve hiicreler belirlenen
zaman boyunca inkiibe edilecektir. Hiicrelerin besiyerine 400 nM DiOC6 eklenecek
ve 15 dakika boyunca inkiibe edilecektir. Saglikli mitokondri membranina sahip

hiicreler 15 dakika sonunda eksitasyon 488 nm, emisyon 525 nm’de goriintiilenecektir.
3.4.2.2. 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) boyama

6 kuyucuklu petriye 1x10* hiicre ekilecek ve gece boyunca yapismalara beklenecektir.
Ertesi giin hiicrelere belirlenen dozda ilag uygulamasi yapilacak ve hiicreler belirlenen
zaman boyunca inkiibe edilecektir. Hiicrelerin besiyerine 5 mg/ml olacak sekilde
DAPI eklenecek ve 10 dakika boyunca inkiibe edilecektir. inkiibasyonun sonunda
DNA fragmentasyonu bulunan DAPI pozitif hiicrelerin goriintiilenmesi fluoresan

mikroskobunda eksitasyon 350 nm ve emisyon 420 nm’de goriintiilenecektir.

3.5. UC BOYUTLU HUCRE KULTURU

BD Matrigel Matrix (katalog no: 356234) kullanimi ile gerceklestirilen 3 boyutlu
hiicre kiiltiirii i¢in 96 kuyucuklu petriler kullanilacaktir. 50 pl matrijel icerisinde 5000
hiicre, 50 ul DMEM ile 1:1 oraninda karistirilacak ve her kondisyondan 4 tekrarli
olacak sekilde 96 kuyucuklu petri kuyularina yerlestirilecektir. Hiicre ekilen kuyulara
daha sonra 100 pl toplam hacimde se¢ili dozlarda ilaglar eklenecektir. Cevre bos
kuyulara buharlagsmay1 onlemek amaciyla steril 1X PBS eklenecektir. Her giin
mikroskop ile takip edilen kuyucuklarda sferoid olusturan hiicre popiilasyonlari
belirlenecek (yaklasik 14 giin) ve her giin sferoid boyutlar1 kontrol edilerek ¢aplari

Olciilecektir.
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4. SONUCLAR

4.1. TEMOZOLOMID, EPiBRASSINOLID VARLIGINDA
TEMOZOLOMIDE DIiRENCLI LN18 HUCRE HATTINDA BAGIL HUCRE
CANLILIGINI AZALTMISTIR

TMZ ve EBR’nin TMZ direngli hiicre hatt1 olan LN 18 {izerindeki etkilerini irdelemek
icin MTT testi yapilmistir. Zamana bagh olarak doz uygulamalar1 sonucu en uygun
doz se¢imi yapilmistir. LN18 hiicrelerinin 48 saat sonunda 30 uM ve 40 uM EBR
dozlarinda sirasiyla yaklasik %70 ve %65°lik sagkalim gosterdigi tespit edilmistir
(*¥*** P < 0.0001, *** P < 0.001, ** P < 0.01) (Sekil 4.1). TMZ uygulamasinin
ardindan ise 48 saat sonunda 200 uM’lik doz uygulamasinin LN18 hiicre canliligini

yaklasik %65 seviyesine indirdigi gozlenmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4. 1 MTT testi ile LN18 hiicre hattinda EBR (uM) uygulamasinin neden oldugu hiicre canliligt
kaybinin gosterilmesi.

33



LN18

150

- 0
L 10
)
Z 100- 30
= 100
2:, 200
i 50- 300
= 500
o
2 750

0- 1000

Saat

Sekil 4. 2 MTT testi ile LN18 hiicre hattinda TMZ (uM) uygulamasinin neden oldugu hiicre canlilig
kaybimin gosterilmesi.
4.2. TEMOZOLOMID EPIiBRASSINOLID VARLIGINDA  LNI18
HUCRELERININ KOLONI OLUSTURMA POTANSIYELINI
ZAYIFLATMISTIR

Koloni olusumu deneyi yapilarak TMZ ve/veya EBR uygulamasinin LNI18
hiicrelerinin koloni olusturma potansiyelleri tizerindeki etkileri incelenmistir. LN18
hiicreleri belirtilen dozlarda TMZ ve/veya EBR’ye 48 saat boyunca tabi tutulduktan
sonra ila¢ uygulanan medya uzaklastirilarak DMEM (+) ile muamele edilmistir. 10
giiniin sonunda hiicreler 3:1 oranindaki metanol/asetik asit ile fikse edilip kristal viyole
ile boyanmigstir. Uygulama sonucunda EBR’nin tek basina kullanimmin LNI18
hiicrelerinin koloni olusturma potansiyellerine anlamli bir etkisinin olmadigini
gosterse de TMZ ile birlikte kullaniminin LN18 hiicrelerinin koloni potansiyelini
anlamli bir bigimde zayiflattig1 tespit edilmistir. Bunun yaninda TMZ ve EBR
uygulamasinin LN18 hiicreleri iizerinde sitotoksik bir etkisinin oldugu gozlenmistir

(Sekil 4.3).
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Sekil 4. 3 TMZ ve EBR uygulamasinn LN18 hiicre hattinda koloni olusumuna etkisinin kristal viyole
boyamasi sonrast tayini.

43. TEMOZOLOMID VE EPiBRASSINOLIDIN BIRLIKTE

KULLANIMININ LN18 HUCRELERINDE APOPTOZU TETIKLEDIGI

DIOC6 ve DAPI BOYAMALARIYLA GOSTERILMISTIR

DiOC6 ve DAPI fluoresan boyamalari hiicrelerde apoptoz seviyelerinin artigini tespit
etmek icin kullanilmaktadir. DiOC6, hiicrelerin mitokondriyal membran
potansiyelindeki degisimi gostermektedir. Mitokondriyal membran potansiyelinin
zayiflamasi hiicrelerin apoptotik 6liime gittigini gosteren bir isarettir. DAPI ise ilag
uygulamasinin ardindan hiicrelerde meydana gelen DNA fragmentasyonunu isaret
etmektedir. DNA fragmentasyonundaki artis hiicredeki apoptoz seviyelerinin artigini
gostermektedir. LN 18 hiicrelerinin 48 saat sonunda doza bagimli olarak mitokondriyal
membran potansiyellerinde zayiflama ve DNA fragmentasyonlarinda artis

gozlenmistir (Sekil 4.4).

35



LN18

™Z 0 0 0 200 200 200
EBR 0 30 40 0 30 40

DAPI

Sekil 4. 4 48 saat EBR ve TMZ uygulamalarinin ardindan LN18 hiicrelerinin DiOC6 ve
DAPI boyamalari fliioresan mikroskobu altinda gézlemlenmistir (DiOC6 Eksitasyon: 488
nm, Emisyon: 525 nm, DAPI Eksitasyon: 350 nm, Emisyon: 420 nm)

4.4. TEMOZOLOMID VE EPiBRASSINOLIDIN BIRLIKTE KULLANIMI
LN18 HUCRELERININ UC BOYUTLU YAPI OLUSTURMA
POTANSIYELINI ZAYIFLATMISTIR

LN18 hiicreleri lizerinde yapilan asili damlacik deneyi sonucunda TMZ’nin EBR ile
birlikte kullaninmimin ve EBR’nin tek basina kullaniminin sferoid ¢aplarinda
kiigiilmeye neden oldugu gozlenmistir (Sekil 4.5 ve Sekil 4.6). Hiicrelerin ¢aplari ilag

uygulamalar1 sonucunda 24, 48 ve 72 saat sonlarinda oOlgiilerek tespit edilmistir.

36



LN18
EBR 0 30 a0 0 30 40
™™Z 0 L] 0 200 200 200

24
saat

saat

72
saat

HL
-
i

Sekil 4. 5 LN18 hiicrelerine belirlenen konsantrasyonlarda TMZ ve/veya EBR uygulamasi sonucunda
yapilan asili damlacik deneyi sonuglari. Hiicrelerin petri kaplarinin kapagina ekilmesinin ardindan
numaralandirilarak belirlenen saatler sonunda mikroskop altinda gézlenerek boyutlari Sl¢lilmiistiir.
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Sekil 4. 6 TMZ ve/veya EBR uygulamasi sonucunda L.N18 hiicrelerinin sferoid ¢aplarindaki
degisimin yiizdesel grafik gosterimi.

TMZ’ye kars1 direngli olan LN18 hiicre hattinda kontrol grubunda sferoid ¢capinda artis
gozlenmektedir. Yalnizca TMZ uygulanan grupta ise anlamli bir degisim

gozlenmemistir. EBR’nin uygulanmis oldugu gruplarda ise anlamli bir azalma tespit

edilmistir. 200 uM TMZ + 30 uM EBR uygulanan grupta yaklasik %40’lik bir azalma
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goriilmistiir. 200 uM + 40 uM EBR uygulanan grupta ise ¢apta anlamli bir degisik
olmamasina ragmen hiicre morfolojisinde zamana bagli olarak bir bozunma

gbzlemlenmistir (Sekil 4.5).

LN18 hiicrelerinin {i¢ boyutlu durumlarinin incelenmesi i¢in 3D Matrigel yontemi de
kullanilmigtir. Kontrol grubunda LN18 hiicrelerinin ii¢ boyutlu yapi olusturarak
bliytidiigii goriilmiistiir. EBR uygulamalarinda ise doza ve zamana bagimli bir sekilde
iic boyutlu yapilarda bozunma ve ¢aplarda ufalma goriilmektedir. TMZ ve EBR’nin
bir arada kullanildig1 dozlarda ise yine ii¢ boyutlu yapilarda kiiciilme ve biiylime

seviyelerinde azalma goriilmektedir (Sekil 4. 7).

LN18

TMZ
EBR

Oh

48h

Sekil 4. 7 TMZ ve/veya EBR uygulamasi ardindan LN18 hiicrelerinin ¢aplarindaki degisimin Matrigel
kullanilarak {i¢ boyutlu hiicre kiiltiirii yontemiyle incelenmesi.

38



5. TARTISMA

GBM, merkezi sinir sisteminin tiim primer malign tiimorlerinin %77-81'ini temsil
eden, en yaygin goriilen malign primer beyin tiimériidiir. Diinya Saglik Orgiitii
tarafindan derece IV yaygin astrositik ve oligodendroglial tiimor olarak
siiflandirilmistir. Primer GBM goriilme ortalama yas1 62'dir ve medyan sagkalim
yaklasik 14,6 aydir. Tibbi ve cerrahi ilerlemelere ragmen hayatta kalma oranlar1 hayal
kiriklig1 yaratacak kadar diisik kalirken, GBM ile iliskili koti prognoz iyi
belgelenmistir [96].

Birkag¢ uluslararasi ¢cabaya ragmen, GBM tedavisi klinik onkolojide hala en zorlu
gorevdir. Son on yilda, ¢ok smirli basari ile bir dizi farkli tedavi arastirilmastir.
Hastalarin hayatta kalma oranini artirmak ig¢in birka¢ kemoterapdtik ajan, GBM
tedavisindeki etkinlikleri agisindan test edilmistir. TMZ (metilleme ajani) gibi
alkilleyici ajanlar bazi avantajlar gostermis ve GBM'in c¢ogunda klinik olarak
kullanilmigtir.  TMZ'nin = sitotoksisitesinden sorumlu ana mekanizma, guanin
tizerindeki N7 ve O6 pozisyonunda DNA'y1 metile etmektir; bu, DNA eksik eslesme
onarim sisteminin metillenmis guanin i¢in tamamlayic1 bir baz bulmada basarisiz
olmasia yol acar. Boylece, DNA'da uzun 6miirlii ¢entiklere neden olur ve sonug
olarak G2-M simnirindaki hiicre dongiisiinii bloke eder ve apoptozu tetikler [63].
Bununla birlikte, tiimor hiicrelerinde yiiksek seviyelerde MGMT aktivitesinin zayif
TMZ yanit1 ile iliskili oldugu bildirilmistir. MGMT, tiimdr hiicrelerini alkilleyici

kemoterapoétik ajanlara karsi koruyan kritik bir DNA onarim proteinidir [1].

Brassinosteroidler, hormonal dengenin diizenlenmesi, protein ve niikleik asit
sentezinin aktivasyonu, enzimatik aktivite, hiicre dongiisii ve hiicre biiylimesi dahil
olmak tizere cok sayida fizyolojik etkiye sahip steroid tiirevli molekiillerdir.
Bitkilerdeki iyi tamimlanmuis etkilerin yani1 sira, bunlarin memeli hiicrelerindeki rolleri
tam olarak anlagilmamistir ve su anda anti-kanser ajanlari olarak arastirilmaktadir [7].
BR'ler bitkilerde biiyiime ve farklilagmay1 tesvik edici rol oynasa da BR tiirevlerinden

biri olan EBR'nin memeli steroidlerine benzer yapidaki G1 / M'de hiicre dongiisii
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tutulmasina neden oldugu ve bu da hormona bagli meme ve prostat kanseri hiicre
hatlarinda apoptoza yol actig1 gdosterilmistir. Bu nedenle, EBR'nin steroid memeli
ligandlarina, Ostrojen veya androjenlere baglanan niikleer hormon reseptdrleri
(NHR'ler) ile etkilesime girerek apoptozu indiikleyebilecegi one siiriilmiistiir. EBR
uygulamasi sonucunda kolon kanseri hiicre hatlarinda ii¢ 6nemli yanit goézlenmistir.
Bunlar Foxo3a'nin PI3K / Akt yolaginin inhibisyonu yoluyla defosforilasyonu,
MAPK!'lar tarafindan c-Myc indiiksiyonu ve sonugta PA havuzunda azalma ve son
olarak PA katabolik makinenin aktivasyonu ROS olusumunu sagladi. Kolon kanseri
hiicre hattinda EBR ’nin potansiyel apoptoz indiikleyici rolii sematize edilmistir (Sekil

5.1).

/ EBR —— MAPKs —— c-Myc \

oDC

SSAT T{‘ PAs
PAD ROS \\

p-FOND33 =g  Bcl-2 family members — APOPTG?

PI3K/p-Akt

5

Sekil 5. 1 Kolon kanseri hiicre hattt olan HCT116 ve HT-29°de EBR tarafindan indiiklenen apoptozun
sematize edilmis hali [8].

LN18 hiicre hatlarinin IC50 degerlerinin yapilan ¢aligmalarda yaklasik 511 uM oldugu
belirtilmistir. Bununla birlikte LN18 hiicrelerinde p53’iin mutant 6zellik gdsterdigi
goriilmiistiir [2]. EBR’nin ise Obakan ve arkadaslar1 tarafindan yapilan caligmada
prostat kanseri hiicrelerinde p53 varligindan bagimsiz olarak apoptozu indiikledigi

belirlenmistir [97].
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Bu bilgiler dogrultusunda LN18 hiicrelerinin bagil hiicre canliligt MTT teknigi ile
tespit edilmistir. Hiicresel islevlerini yerine getirebilen mitokondriler hiicrelerin
tetrazolyum tuzlarimi rediikte etmistir ve bu sekilde formazan yapi olusumunu
saglamistir. Bu reaksiyon, formazan kristallerinin olusturdugu renk degisimini ortaya
cikartmig ve bu sekilde hiicre canliligi tespit edilmistir. Bagil hiicre canliliginda EBR
uygulamasinin ardinda 48 saatin sonunda yaklasik %30 ve %35°lk bir azalma
gozlenmistir. TMZ uygulamasinin ardindan ise 48 saatin sonunda bagil hiicre
canliliginda yaklasik %35°lik bir azalma goriilmistiir (Sekil 4. 1 ve 4. 2). Yiiksek
MGMT seviyelerine sahip olan LNI18 hiicre hatlarinda TMZ direnci baska
calismalarda da gosterilmistir. LN18’in TMZ direncini kirmak {izere yapilmis olan bir
calismada MTT testinde 48 saat sonunda ayn1 doz TMZ uygulamasinda benzer bagil
hiicre canlilig1 tespit edilmistir. Kombine terapi yontemi olarak TMZ nin etkinliginin
artirtlmas1 adina MGMT direnci olan hiicrelerde MGMT etkinliginin zayiflatilmasi
hedeflenmistir. Bu dogrultuda yapilan ¢alismada ursolik asidin etksi irdelenmistir.
Ursolik asidin anti inflamatuar, anti viral ve sitotoksik etkileri bilinmektedir. TMZ ile
ursolik asidin bir arada kullannminin MGMT direngli hiicre hatlarinda MGMT
ekspresyonunda zayiflamaya neden oldugu ifade edilmistir. Bu zayiflamaya bagli olan

hiicre canliligindaki azalig DAPI ve hiicre canliligi testleriyle gosterilmistir [98].

Hiicrelerin mitokondriyal etkinliginin tespiti agisindan yapilan boyama c¢aligmalarinda
mitokondriyal membran potansiyellerindeki degisim irdelenmistir. TMZ’nin EBR
varliginda etkinligini artirdigr goriilmiistiir. Bu TMZ’ nin MGMT direnci gdsteren
hiicrelerdeki etkinligini artirma konusunda EBR’nin potansiyel apoptotik bir rolii
olabilecegini gostermektedir (Sekil 4. 4). Apoptotik etkinin gosterilmesi adina yapilan
boyamalardan birisi olan DAPI boyamasit yapilarak hiicrelerin DNA
fragmentasyonlarindaki degisiklik de incelenmistir. Digsal ve i¢sel apoptotik yolaklar
hiicresel kiictilme, DNA fragmentasyonu ve en sonunda apoptozu meydana getiren bir
kaspaz kaskadi sonucunda gerceklesir. Bu mekanizma GBM hiicrelerinde oldukca
deregiile olmus durumdadir [84]. Yapilan calismada DAPI boyamasi sonucunda LN18
hiicrelerinde doza bagiml olarak 48 saat sonunda DNA fragmentasyonunun arttigi
goriilmektedir. TMZ ve EBR’nin tek basina olan kullanimlarda olan fragmentasyon

seviyesinin birlikte kullanimlarindan daha az etkili oldugu gézlenmistir. Bu TMZ’ye
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direng gosteren LN18 hiicrelerinin TMZ’nin, EBR ile birlikte uygulanmasina daha

zayif bir yanit verdigini gostermektedir.

LN18 hiicrelerinin koloni olusturma potansiyellerindeki degisim koloni olusturma
deneyiyle gozlenmistir. Hiicreler 48 saat boyunca belirtilen dozlarda EBR ve/veya
TMZ’ye tabi tutulmustur. 48 saatin sonunda tiim gruplarin medyalar1 taze medyalarla
degistirilerek koloni olusumlar1 incelenmistir. EBR’nin tek basina uygulanmasinda
koloni miktarin1 azaltmada ¢ok etkili olmadig1 gozlenmistir. Ancak TMZ ile birlikte
uygulandigi her iki durumda da kontrol ve diger tiim uygulama gruplarina kiyasla
koloni miktarinda anlamli bir azalma tespit edilmistir. Yapilan bir ¢alismada LN18’in
gosterdigi TMZ direncinin ortadan kaldirilmast icin aldehit dehidrojenazin rolii
incelenmistir. Aldehit dehidrojenazin TMZ direncini destekledigi one ¢ikarilan bu
calismada TMZ ile birlikte aldehit dehidrojenaz inhibitérii olan 4-
dietilaminobenzaldehit (DEAB) kullanilmistir. Calisma kapsaminda yapilan
deneylerde TMZ nin tek basina ve/veya DEAB varliginda LN 18 hiicrelerindeki koloni
olusturma potansiyeli iizerindeki etkisi incelenmistir. Elde edilen sonuca bakildiginda
TMZ’ nin tek basina koloni miktarlarinda anlamli bir azalmaya sebep olmadigi ancak
DEAB ile birlikte uygulanmasimin koloni miktarlarindaki azalmay: isaret ettigi
goriilmiistiir. Bununla birlikte DEAB’1n da tek basina uygulamasinin tipki TMZ’de
oldugu gibi tek basina anlamli bir etki gostermedigi goriilmiistiir [99]. TMZ ve
EBR’nin birlikte uygulama sonuglarina bakildiginda benzer bir sekilde EBR’nin,
TMZ’nin koloni miktarini azaltmak iizerine olan etkisini artirdig1 goriilmektedir (Sekil

4.3)

Asilt damla deneyi uygulanarak sferoid caplar1 6l¢iilmiis, doza ve zamana bagiml
olarak LN18 hiicrelerinin caplarindaki degisim gdzlenmistir. Kontrol grubunda
zamana bagli olarak sferoid ¢aplarindaki artig goriiliirtken EBR ve TMZ uygulamalari
sonucunda ¢aplarda ylizdesel olarak anlamli bir azalma tespit edilmistir. LN18
hiicrelerinin TMZ nin tek basina uygulamasinda direng gosterdigi sOylenebilir. TMZ
uygulamasinin ardindan yaklasik %10°luk bir kii¢iilme goriilmiistiir. Ancak EBR’nin
tek basina veya TMZ ile birlikte -6zellikle 30 uM dozda- anlamli bir sekilde sferoid

caplarini kiiciilttiigii gosterilmistir.
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Matrigel yontemi kullanilarak hiicrelerin {i¢ boyutlu karakterlerindeki degisim
incelenmistir. Matrigel, fare timor hiicreleri tarafindan salgilanan laminin, nidojen,
kollajen IV ve heparan siilfat proteoglikanlar (perlecan) gibi bir¢ok faktorii iceren ve
birgok normal dokuda bulunan kopleks bazal membran mikrogevresine benzeyen bir
ekstraselliiler matriks karigimidir [100]. LN18 hiicrelerinin olusturmus oldugu ii¢
boyutlu yapilarda kontrol grubunun saglikli bir sekilde biiylidiigii ve cogaldigi
goriilmiistiir. TMZ’nin varliginda ise LN18 hiicrelerinin ii¢ boyutlu morfolojilerinde
baslangic saatlerine kiyasla degisim goriilmektedir. Kontrol grubuna gore
baktigimizda hiicre miktarinda az da olsa bir azalma ve sferoid yapisinda degisim
tespit edilmistir. Hiicrelerin birbirleriyle olan baglantilarinda da kontrol grubuna
kiyasla azalma gdzlenmistir. Bu TMZ ve EBR uygulamasinin anjiyogenez lizerinde
de bir etkisinin olabilecegini gdstermistir. GBM hiicrelerinin sferoid caplarindaki
degisimlerin iizerine yapilan bir ¢alismada TMZ uygulamasi sonucunda invaziv
profillerindeki farkliliklar incelenmistir. 100 uM TMZ uygulamasi sonucunda LN18
hiicrelerinin sferoid ¢aplarinin 5 giin sonunda yaklasik 1.5 katina ¢iktig1 goriiliirken
kontrol grubunda ise capin yaklasik 3 kat arttigi goriilmiistiir [101]. Bu sonuglar
TMZ’nin li¢ boyutlu ortamdaki LNI18 hiicrelerinin sferoid caplarinin biiyilimesini
etkiledigi tespit edilmistir. EBR’nin ise TMZ ile birlikte, kontrol grubuna kiyasla
LNI18 hiicrelerinin birbirleriyle olan baglantilarinin zayiflamasinda rol oynadigi

goriilmiistiir.

Daha o6nce yapilan c¢alismalarda TMZ’nin TMZ direngli hiicre hatlarinda etkisinin
artirllmasi i¢in apoptoz indiikatorleri, miRNA’lar, sitotoksik ajanlar denenmistir.
Ursolik asit gibi bitkisel kaynakli tedavi yontemleri GBM hiicreleri iizerinde denenmis
olsa da literatiirde brassinosteroid uygulamast henliz  denenmemistir.
Brassinosteroidlerin kanser hiicreleri iizerinde hiicre biiylimesi ve hiicre dongiisii
gelisimi tizerindeki etkileri bilinmektedir. Bir brassinosteroid olan EBR’nin ise kolon,
prostat kanseri gibi kanser tiplerinde apoptotik etkileri gdsterilmistir. EBR’nin
potansiyel bir anti kanser ilact aday1 olmast TMZ nin etkinliginin artirilmasi yoniinde
bir kullanim alani1 olabilecegini gostermektedir. Elde edilen veriler TMZ’ye direncli
oldugu bilinen LN18 hiicre hatlarinda EBR’nin TMZ etkisini tekrar artirabilecegini
isaret etmektedir. Bu bilgilerin 1s1ginda yapilacak c¢alismalar EBR ve TMZ

uygulamasinin LN18 hiicrelerinde olusturdugu degisimlerin hangi molekiilleri ve
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molekiiler yolaklar1 etkiledigini bulmay1 hedeflemektedir. COVID-19 salgini
sebebiyle hedeflenmis olan immunoblotlama, hiicre sag kalim testi, yara iyilesmesi
deneyi ve hiicre akis sitometrisi calismalar1 gerceklestirilememistir. Sonraki
calismalarda EBR ve TMZ uygulamasi sonrasindaki protein diizeyindeki
anlatimlardaki degigsimlerin arkasindaki mekanizma arastirilip in vivo ¢aligmalar ile

desteklenmesi amag¢lanmaktadir.
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7. EKLER

Tablo 7. 1 Kullanilan cihazlar

Uriin Adh Uriin Kodu Firma

Akis Sitometrisi Cihazi AC6531180147 | BD Biosciences
Buzdolab1 4263TMB Argelik

Derin Dondurucu 2041D Arcelik

Distile Su Cihazi TANKPEO030 Millipore Direct g-5UV
Dondurucu (-80°C) U725 New Brunswick Scientific
Elektroforez 1658004 Bio-Rad

Floresan Mikroskobu 1X71 Olympus

Gli¢ Kaynagi 1645050 Bio-Rad

Hassas Tart1 LE6202S Sartorius

Inkiibator 51026280 Thermo Scientific
Inverted Mikroskop XDS-1B SOIF

Kuru Isitict Blok FN120 Niive

Laminar Flow 12469 2000 Thermo Scientific
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Laminar Flow LNO090 Niive

Manyetik Karistiric SB162 Stuart Equipment
Mikropipet (0,5-10 pl) EH52836 Thermo Scientific
Mikropipet (20-200 pl) EH46925 Thermo Scientific
Mikropipet (100-1000 pul) T27274 Thermo Scientific
Optik Mikroskop 701 Ivymen

Otoklav 0T401 Niive

pH Metre N315 SEM BIO
Santrifiij Cihazi 5417R Eppendorf
Santrifiij Cihaz1 5810R Eppendorf
Santrifiij Cihazi 22331 Eppendorf
Sogutmal1 Etliv ES120 Niive

S1vi Azot Tanki Arpege 40 Air Liquide
Spektrofotometre 2100 Amershan
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Tablo 7. 2 Kullanilan Kimyasallar

Uriin Ad1 Uriin Kodu Firma
2-merkaptoetanol S4805940 517 Merck
2-merkaptoetanol M7522 Sigma-Aldrich
Akrilamid/Bis-akrilamid A9099 Sigma-Aldrich
%30 ¢ozelti

Amonyum persiilfat A2941 Applichem
Ampisilin P06-07100 PAN-Biotech
Asetik asit 27225 Sigma-Aldrich
Bakar siilfat 02791 Merck
Commasie mavisi A3480 Applichem
Disodyum EDTA 2937 Applichem
Disodyum fosfat A4229 Applichem
DMSO K46505343 517 Merck

DMSO D2650 Sigma-Aldrich
Etanol CAS 64-17-5 AlkoMed
Floksuridin F0503 Sigma-Aldrich
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Glisin 3570 Calbiochem
Hidrojen peroksit K39218400838 Merck
Hidroklorik asit K43804717239 Merck
[zopropanol K44518295321 Merck
Kalsiyum kloriir 02382 Merck
Luminol A2185 Applichem
Magnezyum siilfat 05886 Merck
Metanol 24229 Sigma-Aldrich
MTT ayiraci M2128-5G Sigma-Aldrich
p-Kumarik asit C9008-1G Sigma-Aldrich
Ponceau kirmizisi A1405 Applichem
Saf etanol 32221 Sigma-Aldrich
Sodyum dodesil siilfat UN1888 Applichem
Sigir serum alblimin A2153 Sigma-Aldrich
Sodyum klortir A2941 Applichem
TEMED A1148 0100 Applichem
Tris-baz 648310 Calbiochem
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Tris-hidroklorik asit 648317 Calbiochem
Tween20 S6740684 348 Merck
Yagsiz siit tozu SC-2325 Santa-Cruz Biotechnology

Tablo 7. 3 Kullanilan Hiicre Kiiltiirii Aparatlari

Uriin Ad1 Uriin Kodu Firma
100 mm petri 93100 TPP

12 kuyucuklu petri 92012 TPP

6 kuyucuklu petri 92006 TPP

60 mm petri 93060 TPP

96 kuyucuklu petri 92096 TPP

25 cm? hiicre biiyiitme kab1 | 90026 TPP

75 cm? hiicre biiyiitme kab1 | 90076 TPP
Fetal s18ir serumu 10500-064 Gibco
Hemositometre 640110 Marienfeld-Superior
Penisilin/streptomisin 15140-122 Gibco
RPMI 1640 09521 ScienCell
Tripsin-EDTA 25200-056 Gibco
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Tablo 7. 4 SDS-PAGE jel igerigi

Alt Jel Ust Jel
Distile su 3,4 ml 3,075 ml
Tris-HCI 2,5 ml (1,5 M pH: 8.8) 1,125 ml (0,5 M pH: 6,8)
%10 SDS 0,1 ml 0,05 ml
AKrilamid/Bis- 4 ml 0,67 ml
Akrilamid
APS 0,08 ml 0,04 ml
TEMED 0,01 ml 0,005 ml
Toplam 10,09 ml 4,965 ml
7.1.1.1. 10X TBS

86,6 g NaCl, 12,11 g Tris-Baz tartilip behere alimir. Uzerine ¢dziinmesi i¢in bir miktar

distile su eklenir ve pH 8’e ayarlanir. pH ayarlamasindan sonra iizerine distile su

eklenerek toplam hacim 1000 ml’e tamamlanir.

7.1.1.2.

IX TBS Tween-20

1X TBS igerisine 500 pl Tween 20 eklenerek hazirlanir.
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7.1.1.3. Yiiriitme tamponu

30,3 g Tris-Baz, 144 gr glisin ve 10 g SDS tartilarak 1000 ml distile su i¢inde ¢oziiliir.
Jel yiirlitmesi esnasinda hazirlanan 10X yiirlitme tamponu 1X’e doniistiiriilerek

kullanilir.
7.1.1.4. Transfer tamponu

200 ml 10X yiiritme tamponunun iizerine 650 ml distile su eklenir. Cozelti 150 ml

metanol ile 1000 ml’e tamamlanir.
7.1.1.5. Yiiriitme jeli

Proteinler agirliklarina gore ayrilmalari i¢in %12’lik, yiikleme jeli olarak %4’liik SDS
poliakrilamid jelde yiiriitiiliir. Jel icerigi Ekler boliimiinde Tablo 4’de gosterilmistir.

7.1.1.6. Bradford aywraci

25 mg Commasie Blue boyast; 12,5 ml %95°lik etanol, 25 ml %85°lik asetik asit 212,5

ml distile su i¢inde ¢ozdiiriiliir.

7.1.1.7. %10 (w/v) Amonyum Perstilfat (APS)

1 g APS 10 ml distile su igersinde ¢ozdiiriilerek hazirlanir ve -20°C’de saklanir.
7.1.1.8. Kemiluminesans ¢ozeltisi

A ve B ¢ozeltisi olarak ikiye ayrilir. A ¢6zeltisi i¢in; 9 ml distile suyun igerisine 1 ml
IM Tris-HCI (pH:8,5), 45 ul kumarik asit, 100 pl luminol eklenir. B ¢o6zeltisi i¢in; 9
ml distile suyun igerisine 1 ml 1 M Tris-HCI (pH:8,5), 6 pl H>0: eklenir. Iki ¢dzelti

karanlikta karistirilarak kullanilir.
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