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TURKCE OZET

Primer beyin tlimoérleri igerisinde en agresif fenotipe sahip Glioblastoma
(GB) tedavisinde Temozolomid (TMZ) yaygin olarak kullanilmakta olup, TMZ’ ye
direng gosteren mekanizmalar ve hastaligin agresif seyri tedavi etkinligini
kisitlamaktadir. Gilinlimiizde bitki Oziitlerinin ve etken maddelerinin farkli
kemoterapétik ilaclarla birlikte kombin tedavi stratejilerine odaklanilmaktadir.
Mevcut tez calismasinda, sitotoksik etkisi bilinen Olea europea yaprak Oziitiiniin
(OLE) bu etkisinin ortaya ¢ikmasinda, i¢eriginde yer alan en 6nemli fenolik bilesen
olan oleuropein (OL) roliiniin arastirilmasi ve OL ve OLE’ nin tek baglarina ve TMZ
ile birlikte GB hiicrelerinde (U87MG, U138MG ve T98G) apoptoz ve nekroz ile
iligkili yolaklarda gorevli genlerin ekspresyon seviyelerini etkileme bigimlerini
aragtirarak OLE’ nin GB hiicrelerinde neden oldugu o6liimiin molekiiler
mekanizmasinin agiklanmasi amaglanmistir. TMZ+OL’ in kombin olarak uygulanan
hiicrelerde canlilik oranlari, tek basina TMZ uygulanan hiicrelere gore daha fazla
olmasma ragmen, TMZ+OLE uygulanan hiicrelerde, TMZ’ in etkinligi artarak
TMZ’nin daha diisilk dozda etkin oldugu belirlenmistir. Annexin V analizi ve
AO/EB boyamasi sonucunda, TMZ+ OL’ de daha ¢ok oranda apoptotik ve az oranda
nekrotik, TMZ+OLE’ de daha az oranda apoptotik ve daha ¢ok oranda nekrotik
6liime neden oldugu belirlenmistir. TMZ+OL ve TMZ+OLE uygulanan hiicrelerde
apoptoz, nekroz ile iliskili genlerin ekspresyon seviyesinde degisimler
degerlendirildiginde, TMZ+OL uygulanan hiicrelerde apoptotik genlerin (CASP9,
BID) ekspresyon seviyesinde anlamli kat degisimleri belirlenmesi ile birlikte
TMZ+OLE uygulanan hiicrelerde apoptoz (BCL2L11, BID) ve ayrica nekroz
genlerinin (FADD, RIPK1) ekspresyon seviyesinde anlamli kat degisimleri tespit
edilmistir. Sonu¢ olarak, mevcut tez ¢alismasinda TMZ’nin OL ve OLE ile birlikte
sitotoksik ve apoptotik etkisi degerlendirildiginde, TMZ+OL’ in antagonist ve
TMZ+OLE’nin sinerjik etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

Anahtar kelimeler: Temozolomid, glioblastoma, Olea europaea, Oleuropein,

apoptoz, nekroz



INGILIZCE OZET

“INVESTIGATION OF THE EFFECT OF OLEUROPEIN, A PHENOLIC
COMPONENT OF Olea europaea (OLIVE) LEAF IN COMBINATION WITH
TEMOZOLOMIDE ON CELL DEATH IN GLIOBLASTOMA CELLS”

Temozolomide (TMZ) is widely used in the treatment of glioblastoma (GB)
with the most aggressive phenotypes of primary brain tumors and the mechanism of
resistance to TMZ and the aggressive course of the disease limit the effectiveness of
treatment. Today, combination treatment strategies of different chemotherapeutic
drugs with plant extracts and active ingredients, have been drawn attention. In the
present thesis, we aimed to investigate the role of oleuropein (OL), the most
important phenolic component in Olea europea leaf extract (OLE), which is known
cytotoxic effect and explain the effects of OL or OLE alone with TMZ on molecular
mechanism of death pathway by determining the expression levels of genes that
potentially play a role in apoptosis and necrosis-related pathway on GB cells
(UB7MG, U138MG, and T98G). Although the survival rates of cells treated with a
combination of TMZ + OL were higher than TMZ alone cells, TMZ+OLE
combination by increasing efficacy of TMZ was more effective than just TMZ alone
on these cells. As a result of Annexin V analysis and AO / EB staining, TMZ + OL
triggered more apoptosis and less necrosis, whereas TMZ+OLE induced less
apoptosis and more commonly necrosis were determined. When gene expression
changes associated with apoptosis and necrosis were evaluated, a significant fold
changes in the expression level of apoptotic genes (CASP9, BID) in cells treated with
TMZ + OL as well as a significant fold changes in the expression level of necrosis
genes (FADD, RIPK1) and apoptosis genes (BCL2L11, BID) in cells treated with
TMZ + OLE were detected. In conclusion, when the cytotoxic and apoptotic effects
of TMZ with OL and OLE were evaluated, the antagonistic effect of TMZ + OL and

the synergistic effect of TMZ + OLE were determined in the present thesis.

Keywords: Temozolomide, glioblastoma, Olea europaea, Oleuropein, apoptosis,
necrosis
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1. GIRIS

Glial tiimorler arasinda malignant gelisime sahip olan ve beyin
tiimdrlerinin yaklagik % 12-15" ini olusturan Glioblastoma (GB), kotii prognoza
sahip, merkezi sinir sisteminin en agresif primer beyin timoridir (Kanu ve ark.,
2009). Astrositik tiimorlerin ve gliomlarin % 50-60’ 1n1, primer beyin tiimdriiniin ise
yaklasik % 50° sini temsil eden GB, Diinya Saghk Orgiitii’niin siiflandirmasina
gore, IV. evre (WHO grade 1V) olarak kabul edilmekte olup, histopatolojik olarak
hiperselliilerite, nekroz, pleomorfik ve vaskiiler proliferasyon ozellikleri
gostermektedir (Gudinavic¢iené ve ark., 2004; Vigneswaran ve ark., 2015). GB
tedavisi secenekleri arasinda cerrahi miidahale, kemoterapi ve radyoterapi
bulunmasina ragmen, hizli biiylime 6zelligi, yiiksek metastaz yetenegi, ileri evrede
tani, uygulanan GB tedavilerini basarisiz kilmaktadir. Bu nedenle mevcut tedavilere

ragmen hastalarda genel sagkalim 2 yilla sinirlidir.

Giliniimiizde GB hastalarinin  tedavisinde yaygin olarak kullanilan
temozolomid (TMZ), kiiclik molekiil agirlikli (194 Da), oral kullanimda etkin, kan-
beyin bariyerini asabilen ve diisiik toksisite profili sergileyen alkilleyici bir ajandir
(Friedman ve ark., 2000; Fukushima ve ark., 2009 ; Thomas ve ark., 2012) Ancak
GB tedavisinde kullanilan kemoterapik ajanlarin sahip oldugu dezavantajlar (toksik
etki, ciddi yan etkiler, hiicre 6zgiilliiklerinin olmamas1 vb.) ve MGMT promotdr
bolgesi unmetile olan hastalarin TMZ tedavisine beklenildigi sekilde yanit
vermemesi giiniimiizde kanser tedavisinde alternatif bir tedavi stratejisinin ortaya
konulmasi ihtiyacin1 giindeme getirmistir (Jakubowicz-Gil ve ark., 2013; Jiang ve
ark.,2014; Silber ve ark., 2012).

Gilinlimiizde bitkiler ve bitkilerden elde edilen bilesikler bir¢ok hastaligin
tedavisinde siklikla kullanilmakta olup, bitkilerin antioksidan, anti-inflamatuar ve
genetik yollarin modiilasyonu gibi ¢esitli yollarla hastaliklarin yonetiminde rol
oynadig bilinmektedir. Kanser tedavilerinde bitkisel dziitler ve bitkisel bilesiklerde
yapilan ¢ok sayida in vivo ve in vitro ¢alisma mevcut olmakla birlikte, literatiirde

bircok kemoterapik ajanin bitkisel kaynakli oldugu belirtilmistir. Ornegin, curcumin



(Curcuma longa), paklitaksel (Pacific yew), kampoteksin (Camptotheca acuminate)
ve vinkristinin (Catharanthus roseus) cesitli kanser tiirlerinde etkinligi belirlenen

kemoterapik ajanlardir (McLendon ve ark., 2008).

Oleaceae ailesinden olan zeytin agacinin (Olea europaea) ve yapraklarinin
polifenol igerigi nedeni ile antioksidant, anti-infamatuar, anti-kanser, antimikrobiyal,
antiviral, antianjiogenik, hipoglisemik, hepatik kardiyak ve norokoruyucu etkiye

sahip oldugu literatiirde bilinmektedir. (Barbaro ve ark., 2014; Boss ve ark., 2016).

Yapilan ¢alismalar sonucunda Olea europaea yaprak oziitiiniin (OLE) farkli
kanser hiicre tipleri (melonoma, 16semi, koleraktal, meme kanseri ve glioblastoma)
tizerinde anti-proliferatif etkiye sahip oldugu olup, herhangi bir kemoterapik ajanla
kombin tedavi de potansiyel etkisinin belirlendigi kisith ¢aligma mevcuttur. Tezcan
ve ark. (2014) tarafindan yapilan ¢aligmada 1 ve 2 mg/ml OLE konsantrasyonlari
kullanilarak 24 saat sonunda doza bagli olarak T98G, U138 MG ve U87 MG hiicre
miktarlarinda azalis belirlenmistir. Ayrica yapilan Annexin V/FITC ve TUNEL
analizleri ile OLE’nin apoptotik ve nekrotik siirecte etkili oldugu belirlenmistir.

Ancak bu mekanizmalarin aydinlatilmasi icin ileri analizlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Ayrica OLE igerisinde yiiksek miktarda etkin olarak bulunan fenolik bilesik
(Oleuropein) OL antikanserojen madde olup, Yao ve ark. (2014) OL ile yaptiklari
calismada, OL’ nin HeLa hiicrelerini G2/M fazinda tutukladig1 ve apoptoz ile iliskili
p53, Bax ve sitokrom c’nin ekspresyon seviyelerindeki artisa neden oldugu
belirlenmistir. Notarnicola ve ark., (2011) OL’nin kolon kanserinin gelisiminde
etkim rol oynayan yag asidi sentezi lizerindeki etkisini belirlemeyi hedeflemis ve
SW620 hiicreleri ile yaptiklari ¢alismada OL’nin FAS ekspresyonunu azalttigi
bulgular elde edilmistir. Ancak OL’ in GB’ deki etkileri tam olarak bilinmemekte

olup, literatiir bilgisi kisitlidir.

Mevcut tez c¢alismasinda, TMZ’ in GB hiicrelerinde terapotik etkisini
arttirmak amaci ile potansiyel anti-kanserojen 6zelliklerinden dolayr OLE ve OL’un
ayr1 ayr1 ve TMZ ile kombin olarak terapétik etkilerinin U87MG, U138MG, T98G
ve HUVEC kontrol hiicre hatlarinda belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica, OL ‘un

OLE’ nin etkilerinin ortaya ¢ikmasinda temel molekiil olup olmadiginin ve OLE ve



OL’un hiicre 6liim yolaklarindaki molekiiler mekanizmasi iizerinde olan etkilerinin

belirlenmesi hedeflenmistir.

Sonug olarak, mevcut tez ¢alismasinda ilk kez GB hiicre hatlarinda OLE ve
OL ‘un ayr1 ayr1 ve TMZ ile kombin olarak sitotoksik ve apoptotik etkileri in vitro
olarak degerlendirilerek GB tedavisinde kullanilan TMZ’ in etkinligini arttirabilme
potansiyellerinin belirlenerek, GB’ de etkin tedavi saglayabilecek ilag arastirmalari

icin ileri aragtirmalara 151k tutacagi diistinliilmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Glioblastoma (GB)

Glial tiimorler arasinda diffuz astrositomlar primer beyin tiimorlerinin en
yaygin tipi olarak bilinmekte olup, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan anaplazi
derecelerine gore siniflara ayrilmistir (Miller ve Perry 2007; Vigneswaran ve ark.,
2015) (Tablol). Bu gruplar arasinda malignant gelisime sahip olan ve beyin
tiimdrlerinin yaklasik % 12-15’ini olusturan Glioblastoma (GB); kotii prognoza,
genetik ve fenotipik olarak heterojen yapiya sahip, merkezi sinir sisteminin en
yaygin ve agresif primer beyin tiimoriidiir (Kanu ve ark., 2009). Astrositik tiimorlerin
ve gliomlarin % 50-60 ‘in1, primer beyin tiimoriiniin ise yaklasik % 50’sini temsil
eden GB, Diinya Saglik Orgiitii’niin siniflandirmasina gore, IV. evre (WHO grade
IV) olarak kabul edilmekte olup, histopatolojik olarak hiperselliilerite, nekroz,
pleomorfik ve vaskiiler proliferasyon 6zelliklerine sahiptir (Gudinaviciené ve ark.,

2004; Vigneswaran ve ark., 2015).

Tablo 1. Diffuz gliomalarin WHO 2007 siniflandirmasi (Vigneswaran K ve ark., 2015)

. Ort. Yasam
Ti Derece Tanim
P (i)
Astrositoma I Cevre noral dokuya En“fll“tre ol'ur,an?npal hiicre sayisinda 6-8
artig goriiliir, mitoz goriilmez
. . Beyin yarim kiirede korteks ve beyaz maddede olusur,
Oligodendroglioma I diisiik mitotik aktivite goriiliir, nekroz goriilmez 12
Oilgoastrositoma 1l Astrositik ve oligodendrositik 6zellikler goriiliir 3-10
o - Yiiksek infiltre 6zelligine sahip timor hiicreleri, armig
An;?lis;g;gr(:iséﬁr:a/ 1 mitotik aktivite, nekroz veya vaskiiler proliferasyon 3
g 9 goriilmez
Glioblastoma v Nekrosis ve mikro-vaskiiler proliferasyon goriiliir, yiiksek 1-2

oranda mitoz goriiliir
WHO, Diinya Saghik Orgiitii

GB hiicreleri siirlart belirsiz, nukleus sitoplazma orani yiiksek, oval veya
uzamis sekilli olup sentral veya peri-sentralde ¢ok sayida geniglemis hiperkromatik
niikleus ile karakterizedir. Infiltratif bilyiime 6zelligi gosteren bu hiicreler, normal
dokudan ayirt edilemeyebilir ve hemisferde, beyin sapmin subtentorial bolgesinde

veya beyincikte yerlesebilirler (Ziilgh ve ark., 1969).



GB i¢in uygulanan standart tedavi tiimoriin cerrahi rezeksiyonu, radyasyon
terapisi ve adjuvant kemoterapidir. Ancak diger diffuz gliomalar ile
karsilastirildiginda, GB’in farkli bolgelerde ek tiimor odaklari olusturabilme, hizli
infiltratif biliyiime ve metastaz yapma potansiyeli ve tamamen mikroskobik
rezeksiyonu basarilamadigindan dolay1 neoplastik hiicrelerin kalintilar1 hastaligin
yeniden niiksetmesine neden olmaktadir (Gudinavi¢iené ve ark., 2004; Kanu ve ark.,
2009) Bu sebepler ile, uygulanan farkli tedavi segeneklerine ragmen, GB hastalarinin
ortalama sagkalim siiresi yaklasik 2 yil ile siirli kalmaktadir (Urbanska ve ark.,
2014).

2.2. Glioblastoma Epidemiyolojisi

Diinyada her 100.000 erkek veya kadindan yaklasik 6,4’ {ine beyin timorii
teshisi konmakta olup Ulusal Kanser Enstitiisiine gére 2017°de bu oran 23.8 olarak
beirlenmistir (Jovéevska ve ark., 2013) (Tablo 2). Bu oran Tirkiye’de ise
4.7/100.000’dir (Eser ve ark., 2010; Vigneswaran ve ark., 2015).

Tablo 2. Ulusal Kanser Enstitiisii’ne gére 2017°deki beyin tiimérii teshis edilen yeni vaka sayist

Kanser Tipi 2017 Yeni Vaka Tahmini 2017 Oliim Oram
Meme Kanseri 252,71 40,61
Akciger Kanseri 2225 155,87
Prostat kanseri 161,36 26,73

Kolon ve Rektum Kanseri 135,43 50,26

Cilt Kanseri 87,11 9,73
Mesane Kanseri 79,03 16,87
Bobrek Kanseri 63,99 14,4

Beyin Tiimérii 23,8 16,7




2.3. GB olusumunda etkili olan genetik ve epigenetik faktorler

GB, oncii lezyonun olusup olusmamasina gore primer ve sekonder olarak iki
morfolojik alt tipe ayrilmaktadir. Primer GB 6ncii lezyona gerek olmadan de novo
olusan ve siklikla yetiskin insanlarda goriilen en yaygin GB tipidir (Miller ve
ark.,2007) Sekonder GB ise, astrositom ve anaplastik astrositomun daha malign
anaplazi derecesine doniisiimii ile olusan, oncii lezyona ve histopatolojik olarak teyit
edilmesi gereken primer GB’e gore daha geng bireylerde gozlenen GB tipidir (Atli.,
2014; Vigneswaran ve ark., 2015) Primer ve sekonder glioblastom histolojik olarak
benzer yapiya sahip olmalarmma ragmen, genetik degisimleri ve sinyal yolaklar

farkliliklar gosterebilmektedir (Crespo ve ark., 2015; Kleihues ve Ohgaki, 1999).

2.3.1. Genetik faktorler

GB  olusumunda  EGFR/PTEN/Akt/mTOR,  TP53/MDM2/pl4ARF,
pl6INK4a/RB1 sinyal yolaklari, IDH1 mutasyonlart ve heterozigozite kayb1 (LOH
Ip, 6q, 9p, 10p, 10q, 13q ve 19q kromozom bdlgelerinde goriilen) gibi genetik
faktorler rol oynamaktadir (Ohgaki ve Kleihues, 2007).

Primer GB’de siklikla EGFR amplifikasyonu, p14*"F nin homozigot
delesyonu, RB1 mutasyon/ homozigot delesyonu, monozomi 10 ve IDH1 mutasyonu
goriilmektedir. Primer GB’de 6zellikle EGFR amplifikasyonu siklikla belirlenmesine
ragmen, diger etkili genetik bir faktor TP53 mutasyonudur ve % 30’dan daha az bir
oranda belirlenmektedir. Sekonder GB’de ise, primer GB’in aksine, % 65 oraninda
TP53 ve IDH1 mutasyonu tespit edilmektedir. Ayrica, 19q ve 13q’daki allelik
kayiplar, RB1 geninin promotor hipermetilasyonu sekonder GB’in olusumunda rol
oynayan onemli faktorlerdir. EGFR amplifikasyonu, PTEN mutasyonu, p14”f*
delesyonlar1 ise sekonder GB’ de daha az oranda goriilmektedir (Tablo 3) (Crespo ve
ark., 2015; Durmaz ve Vural, 2007; Ohgaki ve Kleihues, 2007).



Tablo 3. Primer ve sekonder GB’ de meydana gelen genetik degisimler (Ohgaki ve Kleihues, 2007)

Primer GB Sekonder GB
Genetik Degisimler
TP53 mutasyonlari 28% 65%
EGFR amplifikasyonu 36% 8%
PTEN mutasyonu 25% 4%
p16'“2 delesyonu 31% 19%
IDH1 mutasyonu 5% 85%
LOH 1p 12% 15%
LOH 10p 47% 8%
LOH 13q 12% 38%
LOH 19q 6% 54%
LOH 22q 41% 82%
Promotor Metilasyonu
p14ARF 6% 31%
pl6 NKea 3% 19%
RB1 14% 43%
MGMT 36% 75%
Ekspresyon Profilleri
EGFR 63% 10%
TP53 37% 97%

2.3.1.1. EGFR/ PTEN/ AKT/ mTOR Yolag:

Epidermal biiyiime faktor (EGF) geni 4. kromozom 7q12’ de lokalize olup,
epidermal biiyiime faktor reseptér (EGFR) ve ligandi, merkezi sinir sistemi tipleri ve
onciilerinin proliferasyon, migrasyon, farklilagsma sinyallerini diizenlemekte gérev
almaktadir (Hatanpaa ve ark. 2010; Zadeh ve ark., 2013). Primer GB’de EGFR
amplifikasyonu, yaklasik % 40 oraninda, EGFR overekspresyonu ise % 60 oraninda
goriiliirken, sekonder GB’de bu oranlar oldukc¢a diisiiktiir (% 10). Hiicrenin kendini
yenilemesine ve klon olusturmasina neden olan EGFR amplifikasyonu ile olusan tiim
primer GB’lerde, yiiksek EGFR ekspresyonu gozlemlenmesine ragmen, EGFR
yiiksek ekpresyonu ile meydana gelen primer glioblastomanin % 70-90’inda EGFR
amplifikasyonu belirlenmistir (Kanu ve ark., 2009; Kleihues ve Ohgaki, 2007; Liffers
ve ark., 2015). EGFR 7 major mutasyona ugramis varyanta sahip olup, bu
varyantlarin en yaygint GB’in proliferasyon ve migrasyon artisina neden olan EGFR
tip III (EGFRvIII) tiir (Crespo ve ark., 2015; Hatanpaa ve ark. 2010; Kanu ve ark.,
2009)



EGFRUvIII ile normal EGFR’nin sitoplazmik (sinyal) kisimlart ayni olup, her
ikisi de sinyal kinetigini degistirmede gorev alirlar. Ligandin, normal EGFR’ye
baglanmas1 sonucunda, reseptdrde sirasi ile internalizasyon, defosforilasyon,
degredasyon olaylar1 olusarak reseptoriin geri doniisiimii gerceklesir. EGFRvIII
ekspresyonun sonucunda ise, olusan genomik delesyon nedeniyle ekstraseliilar
baglanma bolgesini kaybeden reseptor, EGF ’ye baglanamaz. Boylece EGFRvIII’nin
araliksiz tirozin fosforilayonu STAT3 sinyalinde artisa yol acarak, hiicre

membranmda mitojenik sinyal olusumu gerceklesir (Crespo ve ark., 2015).
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Sekil 1. EGFR/PTEN/AKT/mTOR yolag: (Zadeh ve ark. 2013)

EGFR/PTEN/AKT/mTOR yolagi, primer GB’in patogenezinde etkin rol
oynayan onemli bir sinyal mekanizmasidir (Crespo ve ark., 2015; Hatanpaa ve ark.,
2010). EGFR’nin ekstraseliilar kismina biiylime faktorlerinin baglanmasi sonucu,
EGFR aktive olur ve aktivasyon sonucunda PI3K hiicre membranina alinarak bir dizi
sinyal kaskadi baglar. Bu sinyal kaskadinda PI3K ’nin, fosfatidilinositol-4,5-
bifosfati(PIP,), fosfatidilinositol-3-4-5 trifosfata fosforillenmesi sonucunda AKT
aktivasyonunu gerceklesir. Sonrasinda, AKT mTOR1 ve mTOR2 kompleksinden
olusan, efektér molekiil MTOR‘un 3’ucunu aktive ederek, apoptoza direngli
hiicrelerin meydana gelmesine neden olmaktadir (Sekil 1) (Crespo ve ark., 2015;

Hatanpaa ve ark., 2010; Kanu ve ark., 2009; Zadeh ve ark., 2013).



Protein fosfataz ve 3-fosfoinositol fosfotaz aktivitesinde dnemli rol alan ve
10g23.3’te lokalize olan PTEN (Fosfotaz ve tensin homologu) geni tirlini tirozin
fosfatazin katalitik bolgesi ile homoloji gosteren amino terminal kismi ile, lokal
adhezyon kinazini dogrudan defosforile ederek PIP2’nin PIP3’e doniisiimiine engel
olmaktadir. Boylece, PTEN/PI3K sinyali inhibe olarak hiicre ¢ogalmasi

engellenmektedir (Carrasco-Garci ve ark.,2014; Koul ve ark., 2008)

2.3.1.2. TP53/MDM2/CDNK2A-P14°RF Yolag

pS3 proteini, timdr baskilayic1 gen olarak bilinen kromozom 17p13.1°de
lokalize TP53 geni tarafindan kodlanmaktadir ve hiicre siklusunda, DNA hasarina
hiicresel yanitta, hiicre 6liimiinde, anjiyogenezde ve farklilasmada kritik rol oynadig
bilinmektedir (Crespo ve ark., 2015; Harris, 1996; Ichimura, 2000; Shi ve Gu, 2012).
Hiicresel stres kosullarinda aktive olan TP53, p21"AF2CP! geni gibi potansiyel
efektor genlerin promotdrlerinin, transkripsiyonel olarak diizenlenmesinde rol
oynayarak, hiicre siklusunun G1’de tutulmasimi saglamaktadir. p21, 53’ iin
fonksiyonunda dogrudan etkili olarak p53°tin RB sinyal yolag: ile etkilesiminde de
gorev almaktadir (Crespo ve ark., 2015, Kanu ve ark, 2009; Kleihues ve Ohgaki,
2007).

p53-spesifik E3 ubikitin ligaz olan MDM2 (Murine/Human Double Minute
2) ve p53 arasinda geri bildirim s6z konusudur (Nag ve ark., 2013) (Sekil 2).
Aktivasyon sonucu p53 MDM2 genini transkribe ederken MDM2 geni de dogrudan
p53’iin N- terminal TAD bolgesine baglanarak p53’iin aktivasyonunu inhibe eder.

Tiimér baskilayict gen olan p14°°F

ise, dogrudan MDM2 ile etkilesime girerek onun
E3 ligaz aktivitesini ortadan kaldirir ve bu sekilde p53 aktivitesinin korunmasini

saglar (Chen ve Tweddle, 2012; Manfredi, 2010; Moll ve Petrenko, 2003).



Proteozomal
degredasyon

Otoregiilatér geri
bildirim
diizenlenmesi

Sekil 2. p53- MDM2 geri besleme iligkisi (Nag ve ark., 2013)

Glioblastomada, TP53 mutasyonlar1 yanlis anlamli mutasyonlar olup, TP53
geninin 5., 7. ve 8. ekzonlarinda yer almaktadir. Ancak, TP53 mutasyonlar1 GB alt
tipleri arasinda farklilik gdstermektedir. Sekonder GB’de TP53 mutasyonlarin
yaklasik % 57’si sicak sicak bolge (hotspots) kodonlar1 olan 248 ve 273. kodonlarda
gerceklesmekte olup, primer GB’de mutasyonlar esit bir sekilde dagilmistir ve
yaklagik % 17’si 248 ve 273. kodonlarda tespit edilmektedir. Ayrica, CpG
bolgesindeki 5-meC’ nin deaminasyonundan kaynaklanan ve o6zellikle 248 ve 273.
kodonlarda gerceklesen G:C—>A:T transisyonu, sekonder GB’de, primer GB’e gore
daha sik goriilmektedir (Harris, 1996; Kanu ve ark., 2009; Kleihues ve Ohgaki,
2007).

TP53 mutasyonu veya amplifikasyonu, MDM2’ nin asir1 ekpresyonu veya
CDKN2A-p14*"F kaybi ile p53 sinyal yolagmin inaktivasyonuna ve bu nedenle
hiicrelerde kontrolsiiz ¢ogalmaya neden olmaktadir. TP53/MDM2/CDKN2A-p14°7F
primer GB’de % 50 olarak gozlemlenmesine ragmen, sekonder GB’de bu oran %

70’den daha fazla belirlenmistir (Ichimura ve 2000; Kanu ve ark., 2009).

2.3.1.3. RB/CDKN2A-p16™* Yolag

RB1 geni (13q14) tarafindan kodlanan RB fosfoproteini, normal kosullarda,
hiicre siklusu ve DNA replikasyonu gibi mekanizmalarda rol alan bir¢ok genin
promotor aktivitesini diizenlemektedir (Bastien ve ark., 2015; Crespo ve ark., 2015)
RB proteini, E2F transkripsiyon faktoriine baglanarak, hiicre siklusunun G1/S

kontrol noktasinda durdurulmasinda ve genlerin transkripsiyonunun inhibe
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edilmesinde rol almaktadir. Prolifere olan hiicrelerde biiyiime faktorleri, siklin D1’in
indiiksiyonunu ile CDK4/Siklin D1 kompleksi olusmasini ve RB proteininin
fosforillenerek ve E2F1’in aktive olmasina neden olur. Boylelikle hiicre siklusunda
G1 fazindan sirasi ile S, G2 ve M fazina geg¢is gergeklesir (Bastien ve ark.,2015;
Crespo ve ark., 2015; Gongalves ve ark., 2013; Musgrove ve ark., 2011) (Sekil 3).

RBI’in  aktivasyonunu  engelleyen = mutasyonlar  sonucunda RB
ekspresyonunda kayip veya CDK1/Siklin kompleksinin fosforilasyonu ile E2F1’in
kontroliinde diizensizlik meydana gelmektedir. E2F1’deki bu diizensizlik RB
yolaginin inaktivasyonuna yol acarak, GB olusumunda rol oynayan bir¢ok gen ve
protein degisimine neden olmaktadir (Crespo ve ark., 2015; Gongalves ve ark., 2013;

Kanu ve ark., 2009 ; Serrano, 1997).

9p21°de lokalize olan pl16™* CDKA4/Siklin D kompleksini inhibe ederek
hiicre proliferasyonunu engellemektedir. RB sinyal yolagiin negatif regiilatorleri
olan Ink4 ailesi memelilerde 4 iiyeye sahiptir (CDKN2A-p16™** CDKN2B-p15"**,
CDKN2C-p18"**, CDKN2D-p19"**). Benzer biyokimyasal dzelliklere sahip bu 4
protein gostermektedirler ve siklin D ile yarigsarak siklin/CDK4/6 kompleksinin

olusumu engellemektedir (Agarwal ve ark., 2013; Serrano, 1997).

Senesans

Sentrozom Genetik

] uplikasyom: ™ instabilite

Proliferasyon
Hiicre bityiimesi ¢ Diger CDK

Migrasyon hedefleri Sikin D Siklin E
DNA hasant CDK4 ve
Sentrozom .l. CDK6 SDAS
duplikasyonu Farklilasma
Mitokondriyal fonksiyon p21 ve p27 nin
mrs | D

Sessizlesthe g A NTA VWA
/N

Farklilasma Senesans Apoptozis

. Hiicre siklus

siireci

Sekil 3. RB sinyal yolag: (Musgrove ve ark., 2011)
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RB1 geninin promotdr metilasyonu sekonder GB’ de (% 43), primer GB’ den
(% 14) daha fazla oranda belirlenmistir (Bastien ve ark.,2015; Kleihues ve Ohgaki,
2007).

2.3.1.4. Heterozigotluk Kayb: (LOH)

GB’de genetik kayiplar genoma yayilmis durumda olup, kayiplarin 6zellikle
1p, 6q, 9p, 10p, 10q, 13q, 14q, 15q, 17p, 18q, 19q, 22q ve Y iizerindeki bolgelerde
oldugu bilinmektedir (Gresner ve ark.,2007; Kanu ve ark., 2009) GB’de % 30-60
oraninda 10. kromozomda heterezigotluk kaybi (LOH) en sik belirlenen genetik
degisimdir ve timor baskilayici genleri igeren bu kromozomda olusabilen en az ii¢
belirgin delesyon bolgesi mevcuttur ( 10p14-pl15, 10923-24, 10g25-pter). Primer
GB’ de, cogunlukla tiim kromozom kayiplar1 goriiliirken, sekonder GB’ de 10q kismi
kayb1 goriilmektedir. Tiim GB’de 1p kaybi yaklasik %31 oraninda goriiliirken, 7q
kaybt % 9-12 oraninda belirlenmistir ve 1p/19q kodelesyonu GB’de prognostik
oneme sahiptir (Gresner ve ark., 2007 ; Crespo ve ark., 2015; Kleihues ve Ohgaki,
2007)

2012.3-13.2 ve 22q13.31 kiiciik delesyonlar1 ile tanimlanmis ve 22q LOH
sekonder GB’de (% 82), primer GB’e (% 41) gore daha fazla oranda belirlenmistir.
22q12.3’ teki bolgede olusan kiiciik delesyon bolgesi (957kb) insan doku inhibitor
metalloproteinaz -3 (TIMP-3) genini igermektedir. TIMP-3 promotér metilasyonu
sekonder GB’de siklikla goriilmektedir. 19q LOH sekonder GB’de (% 54) primer
GB’den (% 6) daha sik goriilmesine ragmen, 1p ve RB lokusunu igeren 13q LOH
sekonder ve primer GB’de benzer oranlarda belirlenmistir (Crespo ve ark., 2015;

Kleihues ve Ohgaki, 2007).

2.3.1.5. IDH Mutasyonu

Izositrat dehidrogenaz (IDH) geni tarafindan NADP+ bagimli olarak
izositratin a-Ketogutarata doniisiimiinde gérev alan enzim kodlanmaktadir. Insanda 3
adet IDH katalitik izoenzimi mevcuttur. IDH1 ve 2 homodimer seklinde, IDH3 ise 2
a, B ve y alt birimlerinden olusan heterotetramer yapiya sahiptirler. IDH1 sitoplazma

ve peroksizomda IDH2 ise mitokondride lokalize olarak her ikisi de oksidatif
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dekarboksilasyonda gorev almaktadirlar (Cohen ve ark., 2013; Dimitrov ve ark.,
2015; Dunn ve ark., 2012; Rakheja ve ark., 2013) (Sekil 4). IDH1/2 mutasyonlari
sonucunda onkometabolit fonksiyon kazanimi goriilmektedir. IDH1’de genelde 132.
kodonda R132H (CGT—->CAT) mutasyonu, astrositik ve oligodendro gliomlarin %
91’inde saptanmistir. Diger mutasyonlar (R132C (CGT->TGT, % 3,6-4,6), R132G
(% 0,6-3,8), R132S (% 0,8-2,5) ve R1321 (% 0,5-4,4) ise ¢ok daha nadir olarak
gorilmektedir. IDH2 mutasyonlari igerisinde R172K en sik goriilen degisimidir (36-
38). IDH1 mutasyonlar1 primer ve sekonder GB’nin diagnostik ayriminda genetik
biyobelirteg¢ olarak kullanilmaktadir (Cohen ve ark., 2013; Rakheja ve ark., 2013;
Yang ve ark., 2012).

A Asetil-CoA
Gama-hidroksibiitirat
3 Siiksinat semialdehit
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D-2-Hidroksiglutarat
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* TCA siklusu IOH |
|
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Alfa-ketoglutarat

e S
\~-_—', m

L-2-Hidroksigluterat

B NADP* NADPH + H*
coo NADPH + H* COO NADP* €oo
CH, CH, CH,
I | |
H-C-COO CH CH
HO-C—-H co, C=0 HO-C —-H
| | I
. COOr COO (o)
Izositrat Alfa-ketoglutarat D-2-Hidroksiglutarat

Sekil 4. IDH ile katalize edilen normal ve neomorfik reaksiyonlar (Rakheja ve ark., 2013)

2.3.1.2. Epigenetik Degisimler

DNA dizisini etkilemeden, gen ekspresyonundaki mitotik kalici degisimler
epigenetik olarak tanimlamakta ve bu degisimler hiicre proliferasyonu, adhezyon,
migrasyon ve farklilagsma gibi 6nemli sinyal iletim yolaklarinin diizenlenmesinde rol
almaktadir. Son yillarda gergeklestirilen caligmalarda GB alt tiplerinin olusumunda
genetik degisimlerin yani sira, DNA metilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve

miRNA ekspresyon profillerinde meydana gelen degisimleri gibi epigenetik
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stireclerin etkili oldugu belirtilmistir (Maleszewska ve Kaminska. 2013; Sciuscio ve
Hegi. 2013; Safa ve ark.,2015).

2.3.1.2.1. DNA Metilasyonu

Metilasyon rastgele olmayan, genlerin 5’ ucundaki, CpG adalarinca zengin,
guaninden Onceki sitozinlerde meydana gelen epigenetik diizenlemedir (Allen ve
ark., 2015; Rasime, 2015; Earl, 2007) Hiicre siklusu, DNA tamiri, hiicre-hiicre
etkilesimi, apoptozis ve anjiyogenez gibi hiicresel siireglerde etkili olan genlerde
promotor bolgelerinin hipermetilasyonu sonucunda sessizlesmeye neden olmaktadir.
Metilasyon, 5-adenozilmetionilden DNA’y1 metil grubunun transferinin katalizleyen
enzim ailesi olan DNA metiltransferaz (DNMTs) aracilig: ile gerceklesmekte olup,
insanda ti¢ temel DNMT mevcuttur: DNMT1, DNMT3a, DNMT3b (Alel'u-Paz ve
ark., 2012; Kim, 2014; Maleszewska ve Kaminska, 2013)

DNA metilasyonu iki sekilde gerceklesir: hipometilasyon ve hipermetilasyon.
GB gelisiminin erken evresinde hipometilasyon dnemlidir ve 6zellikle primer GB’de
DNA hipometilasyonu % 85 oraninda goriilmektedir (Alel'u-Paz ve ark., 2012;
Martinez ve Schackert. 2007; Rasime, 2015; Sciuscio ve Hegi, 2013).

CpG adaciklarimin promotor hipermetilasyonu tiimor baskilayic1 genlerin
(RB1, EMP3, RASSF1A ve BLU), hiicre siklusu diizenleyici genlerin (p16™"** ve
p15™%*")  DNA tamir genlerinin (MGMT, MLH1), apoptoz ile iliskili genlerin
(DAPK, TIMP3 ve CDH1), anjiyogenez ve invazyon ile iligkili genlerin aktivitesinde
degisime neden olarak GB patogenezinde ve tliimorgenezisinde rol almaktadir.
Gliomada en iyi bilinen epigenetik degisim O6-metilguanine-DNA metiltransferaz
(MGMT) kodlayan tamir genindeki promotdr hipermetilasyonudur (Martinez ve
Schackert, 2007; Rasime, 2015; Sciuscio ve Hegi, 2013).

2.3.1.2.1.1. MGMT Metilasyonu

10g26°de kromozom bdlgesinde lokalize olan MGMT geni alkilleyici ajanlari,
guaninin O6-pozisyonundan uzaklastiran DNA onarim enzimidir. MGMT geni,
mutasyon, delesyon, yeniden diizenleme ve diger genetik degisikliklere duyarli olup

MGMT  metilasyonu yiiksek oranda promotér bolge metilasyonu ile
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diizenlenmektedir. Promotdr bolge metilasyonlart MGMT ekspresyon seviyesinin
azalmasina neden olmaktadir. MGMT metilasyon statiisii, alkilleyici ajanlara
duyarliligin belirlenmesinde en onemli biyobelirteglerden biridir (Maleszewska ve
Kaminska, 2013; Rasime, 2015) MGMT geni O6-alkilguanin-DNA alkiltransferaz,
enzimini kodlayarak, inaktive edici alkil molekiiliiniin uzaklagmasin1 saglar. MGMT
promotor bolgesindeki CpG adalarinin hipermetilasyonu daha diisik MGMT gen
ekspresyonuna neden olurken, CpG hipometilasyonu yiikksek MGMT gen
ekspresyonuna yol ag¢maktadir. O6-MGMT, guaninin O6 konumundaki metil
grubunu kendi iizerindeki sistein aminoasidine aktararak, alkilleyici ajanin etkisini
ortadan kaldirir (Alel'u-Paz ve ark., 2012; Bayram, 2012; Kim, 2014; Safa ve
ark.,2015; Sciuscio ve Hegi, 2013)
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Sekil 5.Alkilasyon ajanlarin sitotoksik etkisi (Bayram. 2012)

MGMT  promotdr metilasyonu sekonder GB’de % 75 oraninda
gozlemlenmesine ragmen, primer GB’de % 36 oraninda belirlenmistir (Martinez ve
Schackert, 2007)
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2.3.1.2.2. Histon Modifikasyonlari

Histon = modifikasyonlar1  asetilasyon, = metilasyon, fosforilasyon,
ubikitinasyon, SUMOIlasyon, ADP-ribozilasyon olaylarini i¢ermekte olup, farkli
histon proteinlerinde, histon rezidiilerinde ve histon varyantlarinda olusan diger
temel epigenetik degisimlerdir (Alel'u-Paz ve ark., 2012; Sciuscio ve Hegi, 2013).
Histon modifikasyonlar1t DNA onarimi, DNA replikasyonu, alternatif kesilme ve
kromozom kondensasyonu gibi silireglerde rol alan genlerin transkripiyonel
aktivasyonunun baskilanmasinda da gorev almaktadir (Kim, 2014; Kondo ve ark.,
2014)

Histon metilasyon seviyelerindeki degisimler HDAC (HDAC2, HDACY),
histon demetilaz (JMJD1A, JMJD1B), histon metiltransferaz (SET7, SETD7, MLL3,
MLL4) gibi regiilatér genlerde mutasyonlar sonucunda meydana gelmektedir. GB’de
de HDAC proteinlerinin ekpresyon seviyeleri degismektedir (Earl, 2007; Kim, 2014;
Rasime, 2015; Sciuscio ve Hegi, 2013) (Tablo 4) .Promotorlerin CpG adasi
sessizlesmesi, artan histon H3K9 metilasyonu ve azalan H3K9 asetilasyonu ile
karakterize olup kanser gelisimine neden olmaktadir. Histon H3K27 metilasyonu ise,
BMI-1"1 kodlayan gendeki kopya sayisinin degigsmesine neden olarak gliomagenezis
gelismesinde rol aldig1 belirtilmistir (Choi ve Lee 2013; Kim, 2014; Kondo ve ark.,
2014; Maleszewska ve Kaminska, 2013) (Sekil 6).
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Sekil 6. Histon modifikasyonu, DNA metilasyonu ve kromatinin yeniden sekillenmesi (Choi ve Lee 2013)

Tablo 4 . Gliomalarda histon modifikasyonunun baslica epigenetik degisimi (Kim. 2014)

Mutasyon
Histon deasetilaz HDAC2,HDAC9
Histon demetilaz JMJID1A,JMJID1B
Histon metiltransferaz SET7,SETD7,MLL,MLL3,MLL4
Ekspresyon diizeyindeki degisim
Histon deasetilaz HDAC1,HDAC2
Gen mutasyonlari
RPR22 Ekspresyon baskilanmasi
P21 Ekspresyon baskilanmasi
HOXA9 Ekspresyon artisi

2.3.1.2.3. mikroRNA (miRNA) Ekspresyon degisimleri

miRNA’lar 17-25 niikleotit uzunlugunda transkripsiyon edilmeyen ancak
diizenleyici rolii olan kii¢iikk kodlamayan RNA’lardir. miRNA’lar onkogenlerin
aktivitesini baskilayarak tiimor baskilayici olarak rol almasma ragmen, tiimor
baskilayict genlerin ekspresyonunu baskilayarak onkogen olarak da gorev alabildigi

bilinmektedir (Burgess ve ark., 2008; Safa ve ark., 2015)

Son c¢alismalarda miRNA’larin GB olusumu siireci ile iliskili olarak,
apoptotik yolakta, farklilagsmada, proliferasyonda, migrasyonda ve invazyonda, ilag
direngliliginde ve radyasyon direncinde etkin oldugu belirtilmistir (Burgess ve ark.,

2008; Katsushima ve Kondo, 2014;Safa ve ark.,2015).
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GB olusumu ile iliskili miRNA’larin ekspresyonunda meydana gelen

Tiimér aktivitesi

Farkhilasma

Apoptozis

degisimler (artis/azalis) Sekil 7°de 6zetlenmistir (Safa ve ark.,2015).

Hiicre siklusunda
ilerleme

(-) miRNA-124 (-) miRNA-17-92 (-) miRNA-17-92
(-) miRNA-34a (-) miRNA-541 (-) miRNA-34a (-) miRNA-34a
(-) MiRNA-326 (-) MiRNA-1275 (-) MiRNA-451 (-) MiRNA-125b
(-) miRNA-137 (+) miRNA-137 (-) miRNA-451
(-) miRNA-138 (-) miRNA-128
(+) MiRNA-34a (-) MIRNA-146a
(+) miRNA-124
(+) miRNA-202
invazyon/Migrasyon Kendini Yenileme Kok hiicre olma Cogalma
(+) MiRNA-125b (+) MIRNA-204 (+) MiRNA-9/9 (-) MIRNA-125h
(-) MiRNA-124 (-) MIRNA-134 (+) MIRNA-18 (-) MIRNA-451
(-) miRNA-34a (-) miRNA-34a (-) miRNA-34a (-) miRNA-128
(-) MIRNA-326 (-) MIRNA-302-362 (-) MIRNA-124 (-) MIRNA-146a
(-) MIRNA-204 (-) MIRNA-137 (-) MIRNA-17-92
(-) miRNA-128 (-) miRNA-128 (+) miRNA-34a
(-) miRNA-218 (-) miRNA-146a (+) miRNA-137
(-) MIRNA-302-362 (-) MiRNA-146a

Sekil 7. Glioblastomalarda belirlenen miRNA’lar (Safa ve ark.,2015)

2.4. Kanser Kok Hiicre

Hem solid tiimorlerin hem de hematopoietik malignansilerin  olusum
modelleri kanser hiicrelerinin alt grubu olan ve tiimor olusumunu yeniden baglatan
bir grup hiicrenin varligin1 kanitlamaktadir. Kanser kok hiicre veya yayilan hiicreler
olarak da bilinen bu hiicreler, kendini yenileme, anormal farklilagma, timdrogenezi
baglatma go¢ edebilme Ozelliklerine sahiptirler (Altaner, 2008; Kalkan, 2015;
Persano ve ark. 2013; Wang ve ark., 2013) (Tablo 5). insan kortikal glial
tiimorlerdeki kok hiicreler ilk olarak 2002 de kesfedilmis olup malignant gliomada
bulunan bu hiicreler glioblastoma kanser kok hiiceleri (GSC) olarak
adlandirilmaktadir. Bu hiicreler multipotent noral kok hiicreler ile benzer olup,
ndron, astrosit ve oligodendrosit icermektedirler (Cruceru ve ark., 2013; Huang ve
ark., 2010; Safa ve ark., 2016; Wang ve ark., 2013)
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Tablo 5.Glioblastoma ve normal kok hiicre 6zelliklerinin karsilastiriimas: (Kalkan, 2015)

Normal Kok Hiicre

Glioblastoma Kok Hiicre

Kendini yenileme +
Farkhlasma +
Nis’e 6zgii mikrocevre A
sartlar

Multipotent +
invazyon =
immun yanit -
Hareket yetenegi +

+
+
+

+ + + +

Kanser kok hiicre olusumunda klonal evoliisyon ve hiyerarsik model rol
oynar. Evoliisyon modelde, normal hiicrelerde kiimiilatif genetik mutasyonlar ile
0zdes kanser hiicreler olusur ve her birinde ayni tiimorgenik potansiyel mevcuttur.
Ancak hiyerarsik modelde, kanser kok hiicreler pluripotent olup kendini yenileme
ozelligine sahip hiicrelerden olustugu icin tiimdr olusumunu baslatma, siirdiirme ve

cogalma potansiyeline sahiptirler (Bradshaw ve ark., 2016; Chen ve ark.,2012;

Kalkan, 2015; Lathia ve ark., 2017)
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Sekillenmesi Tiimér

A Klonal Evrim Modeli B Hiyerarsik Kanser Kok Hiicre Modeli
. Tiimor
{1} Normal Hiicre & Timérgenik Olmayan,
1 s 0 Progenitér ve

0000 @& 0
Kanser @ co

Sekillenmesi

Farklhilasmis Kanser

)

Sekil 8.Karsinogenezis olusum modeleri (Bradshaw ve ark., 2016)

Glioblastoma tiimorlerinin olusumu, gelismesi, invazyonu ve tedaviye direng
stireclerinde kok hiicrelerin 6nemli rol oynadig bilinmekte ve GSC’lerin varlig: ile
iligkili olarak bir¢ok farkli biyobelirteg tanimlanmistir (Kalkan, 2015; Lathia ve ark.,
2017). Bu biyobelirtegler hiicresel lokalizsayonlara gore katogerize edilmis olup,
bunlar: hiicre yilizey biyobelirteci (CD133, CDI15, A2B5, and L1CAM), iskelet
and Oct3/4),

proteinleri (nestin), transripsiyonel faktorler
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posttransripsiyonel faktorler (Musashi 1) ve transkripsiyonel baskilayicilardir (Bmil
and Ezh2) (Bradshaw ve ark., 2016; Jhanwar-Uniyal ve ark., 2015; Safa ve ark.,
2016) (Tablo 6)

Tablo 6. Glioblastoma ile iligkili hiicre yiizey belirtecleri (Jhanwar-Uniyal ve ark.,2015)

Tip Kok Hiicre Diizenenmesi
CD133 Yiizey glikoproteini Agresif timor ve farklilagsma ile pozitif
iligkili
L1CAM Adezyon molekiili Noral hiicre bityiimesi,CD133-pozitif

glioma hiicrelerinin hayatta
kalmalarinda ve  GSC’nin radyoterapi
direncinde etkin

CD44 Hiicre ytizey belirteci Agresif timor ve farklilagma ile pozitif
iliskili ,Id1 ile endotelial kok hiicre
nisinde lokalize

A2B5 Yiizey Glikozit Agresif timor ve farklilagma ile pozitif
iligkili

ID1 Transkripsiyonel diizenleyici Kendini yenilemeyi diizenler

CD15 Hiicre yiizey proteini CD133-negatif tiimorlerde zengin olarak
bulunur

Integrin a 6 Transmembran reseptor Kendini yenilemeyi, ¢ogalmay1 ve timor

sekillenmesini diizenler

Kanser kok hiicre biyolojisinde en 6nemli konulardan biri, fenotipleri
stirdiirecegi  sinyal yolaklarin tanimlanmasidir. GSC’lerin, GB’deki varligi
anjiogenezisi arttirici, kemoterapi ve radyoterapiye direngli fenotipi ortaya
cikarmaktadir. Bu nedenle kok hiicre olusumunda etkin molekiiler sinyal yolaklarinin
aydinlatilmasi1 GCS’lerin tedaviye yanitinda daha etkin sonuglarin elde edilmesinde
biiyiik 6neme sahiptir (Chen ve ark., 2012) Shh, Notch, Wnt and BMI1 gibi sinyal
yolaklarimin GCS fenotipinin olusumunda rol oynadigini ortaya koymustur (Borah ve
ark.,2015; Cruceru ve ark., 2013) (Tablo 7)
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Tablo 7. Glioblastoma olugumu ile iligkili anahtar molekiiller (Cruceru ve ark., 2013)

Molekiil Rolii Tiimorgenezise katkisi

Bmi-1 Noral ve hematopoietik kok hiicrelerin Kanser kok hiicrelerin fonksiyonu igin

(Ploikomb kompleks protein) ¢ogalmasinda etkin olup, progenitor gereklidir. Beyin tiimorlerinde asir
ozelligi igermez. eksprese olur.

Notchl NSC olgunlasmasi ve NSC Epigenetik  susturucular ile birlikte

(Norogenik lokus notch homolog fonksiyonunun siirdiiriilmesinde malignant timor 6zelligini arttirr.

protein 1) etkindir.

Shh NSC ve GSC nin gogalmasinda gorev Gliomada Shh yolagini aktive eder

(sonik hedgehog protein) alir.

Ptch NSC ve GSC nin ¢ogalmasinda gorev Astrositoma, oligodendrogliomda ve GB

(Protein Patched homolog 1) alir. de yiiksek miktarda eksprese olur.

Gli1, Gli2, Gli3
Sox2 (Transkripsiyon faktor)

Beta-katenin

Shh ve Wnt yolag: bilesenidir.

NSC ve o6nciilerinin ¢ogalmasinda ve
fonksiyonunda etkindir.
NSC/progenitor hiicre ¢gogalmasinda rol

GLI1,astrositoma, oligodendrogliomda
ve GB de eksprese olur.

Malignant glioma ve pediatrik beyin
tiimorlerinde eksprese olur.

Glioma ve medulloblastomalarda

(Katenin beta 1) oynar. mutasyona ugrar.
STATS3 (Sinyal iletici ve Sinir sistemi ve kok hiicre gelisiminde Aktif STAT3 GCS populasyonu sunar.
transkripsiyon aktivatorii) etkindir.

2.5. Glioblastomada Oliim Yolaklar

2.5.1. Apoptoz

Apoptozis, gelisim ve yaslanma sirasinda dokulardaki hiicre populasyonu

dengesini koruyan, immun reaksiyonlarinda ve hiicrenin zarar gérmesi durumunda

savunmada gorev alan etkin bir mekanizmadir. Apoptoz, hiicre biiziismesi, plazma

membranlarinin kabarmasi, organel biitiinliiglinlin korumasi, yogunlasma ve DNA

fragmentasyonu ile karakterize olup hiicrenin fagositoza gitmesini saglayan bir 6lim

yolagidir ve bu nedenle bir intihar program olarak ¢alismaktadir. (Elmore, 2007,

Favaloro ve ark., 2012; Orrenius ve ark., 2011; Ulukaya, 2001; Wu ve ark., 2001)

(Sekil 9).
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Sekil 9. Apoptotik hiicre olusumu (Ulukaya, 2001)

Apoptotik siire¢ gelisimi, hiicre dongiisii, embriyonik gelisim, farklilagma,

homeostazinin  saglanmasi, immun

sistem
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uzaklagtirilmasina rol oynamaktadir. Bu nedenle apoptotik program diizensizligi ve
islev bozuklugu, basta kanser, otoimmun hastaliklar, nérodejeneatif hastaliklar olmak
tizere bir¢ok hastaligin gelisiminde kritik 6neme sahiptir (Su ve ark., 2015; Wu ve
ark., 2001).

2.5.1.1. Apoptozun Diizenlenmesi

2.5.1.1.1.Kaspazlar

Kaspazlar aspartat bagimli sistein protezlar olup, apoptozis veya programli
hiicre 6limii, nekrozis ve inflamasyonda 6nemli rol oynamaktadir. Birgok hiicrede
kaspazlar inaktif proenzim (p20 biiyiik altbirim, p10 kiigiik altbirim) formu seklinde
eksprese edilmekte ve prokaspazlara aktive olarak bir dizi protein kaskadini
baglatmaktadirlar (Favaloro ve ark., 2012; Hongmei, 2012; Rastogi ve ark., 2009).
Ancak bazi1 prokaspazlar kendileri de aktive olabilmektedir. Bir kaskadin diger
kaskadlar1 aktive ettigi proteolitik kaskadda, apoptotik sinyal yolagi olusarak hiicrede
apoptozis gerceklesmektedir. Kaspazlar proteinleri aspartik asit rezidiilerine
parcalamaktadir. Ancak farkli kaspazlarin amino asitleri tanimast konusunda farkl
spesifiteleri mevcuttur. Kaspazlar baslatic1 kaspazlar (kaspaz 1, 2, 4, 5, 8, 9, 10, 11,
12) , efektor kaspazlar (kaspaz 3, 6, 7) olarak simiflandirilmaktadir. Baslatici
kaspazlar adaptér molekiiliin iist kismi ile etkilesimde olan 6liim efektor kismi
(DED) veya kaspaz temin kismi (CARD) igeren protein-protein etkilesimli motif
icermektedir (Li ve Yuan. 2008; Hongmei. 2012; Rastogi ve ark., 2009; Wu ve ark.,
2001) (Sekil 10).

CARD P20 p10 Kasp-1,2,4,5,9,11,12

DED peD p20 p10 Kasp-8,10

20 (asp-3,6.7,14

Sekil 10. Memeli kaspazlarinin yapist (Li ve Yuan. 2008)
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2.5.1.1.2. Bcl-2 Gen Ailesi

BCL-2 ailesi proteinleri apoptotik olaylar1 diizenlemede etkin rol alan ve 4
yaygin BCL-2 homoloji domainine sahip protein ailesidir. Bu nedenle tasidiklari
domaine gore alt siniflara ayrilmakta olup, antiapoptotik proteinler (BCL2, BCL-XL,
MCL-1) biitiin bu 4 domaine sahiptir (BCL-2 homoloji domaini 1-4). Bu proteinler
icerdikleri hidrofobik karboksi terminal kisim igerir ve bu kisim proteinlerin
mitokondri dis membranina, niikleusa ve ER’ye baglanabilmektedirler (Favaloro ve
ark., 2012; Indran ve ark., 2011; Orrenius ve ark., 2011; Tsujimoto, 1997). BCL2 ve
BCL-XL adenin niikleotit translokaz veya voltaj bagimli anyon kanali gibi
mitokondriyal proteinleri ile etkilesime girerek hiicreleri apoptozisten korumaktadir.
Bcl2 ailesinin ikinci grubu BCL-2 homoloji domaini 1, 2 ve 3 igeren BAX ve BAK
proteinlerini kapsamaktadir. BAX fizyolojik kosullarda sitozolde bulunur ve pro-
apoptotiktir. BAX, mitokondriye transloke oldugunda apoptotik islev gorebilen
protein oldugu i¢in BID gibi diger proapoptotik proteinlerle homodimerize ve
heterodimerize olarak mitokondriyel por gegirgenligi degismesine neden olur ve
bdylece sitokrom ¢ gibi apoptotik faktdrler salinmasimi saglamaktadir. Ugiincii grup,
BCL-2 homoloji domaini 3 igeren BIM, BAD, NAXA ve PUMA proteinleridir. Bu
proteinler anti apoptotik proteinleri etkilerini nétralize ederler. Ornegin, BIM,
PUMA ve BAD, BCL ve BCL-XL ile heterodimerize olarak anti-apoptotik
proteinlerin aktivitelerini engellemektedir (Favaloro ve ark., 2012; Hongmei, 2012;
Indran ve ark., 2011; Orrenius ve ark., 2011; Wu ve ark., 2001)

2.5.1.1.3. Apoptotik Protein Inhibitorii

Pro ve anti-apoptotik proteinlerin aktivitesi hiicrelerin yasam ve oliim
arasindaki dengeyi saglamaktadir. Bu nedenle, memelilerde 8 tane bulunan apoptoz
inhibitor ailesi (IAPs) bu dengenin saglanmasinda 6nemli rol almaktadir. IAP’ler
apoptozda hem i¢ hem de dig yolakta rol almaktadir. IAP’ lerden en iyi tanimlanmis
XIAP, apoptotik kaskadi engelleyerek kaspazlarin dogrudan inhibisyonuna neden
olmaktadir (Indran ve ark., 2011; Orrenius ve ark., 2011). IAP’lerin aktivitesi

mitokondriyel aktivator kaspazlar (smac/DIABLO) tarafindan diizenlenmektedir.
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Smac/DIABLO mitokondride bulunan ancak apoptotik sinyal varliginda proteolitik
olarak parcalanarak, BAX/BAK kanali veya dis mitokondriyal membranda BID
aracilig1 ile sitozole salinmaktadir. Boylece Smac/DIABLO kaspazlar1 IAP’lerin
inhibisyonunu engelleyerek apoptozun aktivasyonunda rol almaktadir (Favaloro ve

ark., 2012; Indran ve ark., 2011; Orrenius ve ark., 2011)

2.5.1.1.4. TP53 Tiimér Baskilayic1 Gen

TP53 geni, hiicrede hasar oldugunda hiicre siklusunun durdurulmasinda ve
apoptozun indiiklenmesinde rol almaktadir. DNA hasar1, onkogen aktivasyonu, ATM
ve ATR gibi kinazlar TP53’i fosforilleyerek aktive olmasini saglamaktadir. Boylece,
normalde TP53 ile etkilesimde bulunan MDM2’nin TP53’ten ayrilmasina neden olur.
Bu sekilde aktive olan TP53 DNA’s1 zarar gormiis hiicrenin onarilana kadar hiicre
siklusunun G1 evresinde hiicrenin tutulmasin1 saglar. Ancak zarar tamir
edilemeyecek derecede ise, TP53 apoptozun baslamasini uyarir. TP53 apoptozun
aktivitesini transkripsiyon bagimli ve transkripsiyon bagimsiz olacak sekilde
diizenlemektedir (Indran ve ark., 2011; Wu ve ark., 2001) Transkripsiyon bagiml
yolakta TP53, PUMA , BAX ve BID gibi hiicre i¢i 6liim sinyal yolaginda rol alan
proteinlerin ekspresyon seviyelerinde artisa neden olarak erken hiicre dis1 sinyal
yolaginda etkin CD95 ve DRS reseptorlerinin diizenlenmesinde goérev almaktadir.
Transkripsiyon bagimsiz yolakta ise p53 BCL2, BCL-XL ile etkilesime girerek BAX
ve BID’in mitkondriden salinimini gergeklestirir. BAX salinimi ile mitokondriyel
membran permeabilizasyonu gerceklesir ve boylece mitokondriden sitokrom c
salinmas1 sonucu hiicrelerde apoptotik 6liime neden olmaktadir (Favaloro ve ark.,

2012, Hongmei, 2012; Indran ve ark.,2011)

2.5.1.2. Apoptozun Diizenlenmesi

Apoptoz 6liim yolaginin aktive olmasinda temelde 6liim yolag: (dis yolak) ve

mitokondri aracili yolak (i¢ yolak) rol almaktadir.

2.5.1.2.1. D1s Yolak

Oliim reseptorleri Tip I transmembran protein ailesinden olup, ekstraseliiler
kismi sisteince zengin kisim igerirken sitoplazmik kismi ‘6liim domaini’ olarak

bilinen yaklagitk 80 amino asitten olusan protein-protein etkilesim modiili
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icermektedir. Bu 6liim reseptorleri, 6liim sinyalini hiicre yiizeyinden, hiicre i¢i sinyal
yolaklarma iletmede rol almaktadir. Oliim reseptorii ailesi iiyeleri: Tiimor nekrozis
faktor reseptér 1 (DR1, CD120a, P55 ve P60 olarak da bilinen TNFR1), FAS (DR2,
APO-1 veya CD95), DR3 (APO-3, LARD, TRAMP veya WSL1), TNF-aracili
apoptozis indiikleyici ligand reseptor 1 (DR4 veya APO-2 olarak bilinen TRAILR1),
TRAILR2 (DR5, KILLER veya TRICK2), DR6 ve ektodisplazin A reseptor
(EDAR)’diir (EImore, 2007; Rastogi ve ark., 2009).

FAS/FASR yolaginda, Fas ligandinin FAS reseptoriine baglanmasinda ve
TNF-A/TNFR1 yolaginda ise TNF ligandinin TNF reseptoriine baglanmasinda
FADD adaptor proteini goérev almaktadir. FADD sonrasinda prokaspaz-8 ile
etkilesime gecerek oliim indiikleyici sinyal kompleksi olan DISC’in olugmasina ve
prokaspaz-8’in otokatalitik aktivitesinin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Boylece
aktive olan apoptoziste kaspaz-8’ in aktivasyonu kaspaz 3 ve kaspaz 7 gibi alt
kisimdaki kaspazlarin aktive olmasini saglayarak apoptozisin isleyisi saglanmaktadir
(Elmore, 2007; Favaloro ve ark., 2012; Li ve Yuan, 2008; Rastogi ve ark., 2009;
Orrenius ve ark., 2011) (Sekil 11).

NF-kB => FLIP ]

l |

Yasam

Sekil 11. D1s yolak (Li ve Yuan, 2008)

2.5.1.2.2. ¢ Yolak

Mitokondri aracili 6liim yolagi reseptér aracili olmayip radyasyon,serbest

radikal ve viral enfeksiyon gibi faktorlerden etkilenebilmektedir. Bu etmenler
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mitokondri membraninin gegirgenliginin degisimine yol a¢maktadir. Boylece
mitokondriyal transmembran potansiyel kaybi ve pro-apoptotik proteinlerin salinimi
gerceklesmektedir. Salinan proteinler iki grupta simiflandirilir. Birinci grup proteinler
sitokrom-c ve SMAC-DIABLO’dur. Bu proteinler kaspaz bagimli mitokondriyal
yolagi aktive etmede kritik rol oynarlar. Sitokrom-c apoptozomu olusturan APAF-1
ve prokaspaz-9’un aktivitesinde Onemlidir. Prokaspaz-9’un proteolitik yikimi ile
aktiflesen kaspaz-9 hiicrede apoptozun ger¢eklesmesine neden olmaktadir. SMAC-
DIABLO apoptozu inhibe eden IAP faktoriinii baskilayarak apoptozu
indiiklemektedir (EImore, 2007; Li ve Yuan, 2008; Rastogi ve ark., 2009; Indran ve
ark., 2011) (Sekil 12).

Ikinci proapoptik protein grubunu olusturan apoptozis indiikleyici faktdr ve
endoniikleaz G ge¢ apoptoz sirasinda mitokondriden salinmaktadir. Apoptozis
indiikleyici  faktor salinimini  takiben niikleusa gegmektedir ve DNA
fragmentasyonuna neden olmaktadir. Apoptozis indiikleyici faktér ve endoniikleaz G
kaspaz bagimsiz yolakta gorev almaktadir (Favaloro ve ark., 2012; Orrenius ve ark.,
2011; Rastogi ve ark., 2009)
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Prokaspaz 9 Apoptozis

Sekil 12. i¢ yolak (Li ve Yuan. 2008)
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2.5.2. Nekroz

Ekstrem kosullar altinda membran ve sitozol tahribati ile hiicre ve dokularda
oliim gergeklesebilir. Plazma membraninin, sitoplazmik yapilarin ve niikleusun hizla
yikilmasini takiben gelisen hiicre tahribati olan nekroz olarak adlandirilan pasif ve
diizenlenmemis 6liim yolagini gostermektedir. Nekrotik hiicre 6liimii, viris, bakteri,
protozoa, immun savunma, dogal dldiriictiler, sitokinler, nitrik oksit, reaktif oksijen
tiirleri (ROS) gibi fizyolojik ve patolojik kosullar tarafindan indiiklenmektedir
(Proskuryakov ve ark., 2002; Zong ve Thompson, 2017).

Nekrotik hiicre 6liimii hiicre membraninin sismesi, kromatin yogunlagmasi ve
diizensiz DNA degredasyonu ile karakterizedir. Sitoplazmik membranlarin ve
organellerin geniglemesi, plazma membraninin pargalanarak hiicre iceriginin disari
c¢ikmasina neden olmaktadir. Apoptozun aksine, intraseliiler bilesenlerin disariya
cikmasi komsu hiicrelere zarar vermektedir. Nekrozda fagositoz goriilmeyip hiicre
membran biitiinliigliniin bozulmasindan dolayi inflamatuar ve otoimmun reaksiyonlar

gerceklesmektedir (Escobar ve ark., 2015; Vanlangenakke ve ark., 2008) (Sekil 13).

Hiicre Olim indukleyici

Normal Hiicre

Hiicre ve Organel Sismesi Membran Parcalanir
Degisen kromatin Huicre igerigi cikar

Sekil 13.Nekrozun morfolojik 6zellikleri (Escobar ve ark., 2015)

ROS mitokondriler tarafindan normal bir siire¢ olarak olusturulan ROS
hiicrede patolojik kosullar altinda da nekroza yol agmaktadir. Nekroz boyunca ROS
ve hiicre i¢i kalsiyum miktar1 artmaktadir ve bu nedenle hiicre membran
gecirgenligini etkilenebilir. Hiicrede kalsiyum seviyesi endoplazmik retikulum

tarafindan diizenlenmektedir. Hiicre kalsiyum seviyesinde meydana gelen degisim,
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birgok farklilasmaya yol agmaktadir. Ornegin, kalsiyum seviyesinin artmasi farkl
mitokondriyal fonksiyonlart etkileyerek ROS olusumunu arttirmaktadir. Kalsiyum
seviyesi arttifinda mitokondri i¢ membran biitiinliigli zarar gorerek hiicre nekrotik
Oliime gitmektedir. Mitokondride olusan bu durum sitozolik kalsiyum seviyelerinin
degismesine ve farkli tip proteazlarin aktive olmasmi saglamaktadir. Kalpainler
hiicre i¢i sistein proteazlar olup, sitozoldeki kalsiyum seviyesi arttiginda aktive
olmaktadir. Kalpainler aktive oldugunda, lizozomal membrana zarar vererek katepsin
B ve L ‘nin salinimina neden olarak hiicre membran biitiinl{igiiniin bozulmasina ve
hiicre iceriginin hiicre disina salinmasina neden olur (Escobar ve ark., 2015;

Proskuryakov ve ark., 2002; Zong ve Thompson, 2017) (Sekil 14).

Olum indukleyici

T Ca2+, ROS

Membran kararsizlig: "\
g == > 8y \

ATP

Sekil 14. Nekroz siirecinde hiicrede biyokimyasal degisim (Escobar ve ark., 2015)

ROS disinda, TNF reseptorleri ve bu ailenin diger reseptorleri (FAS, TRAIL)
ve DNA’nin dogrudan (radyasyon, antikanser ilac1) ya da dolayl (oksidatif stres)
olarak zarar goérmesi de nekroza neden olan diger faktorlerdir. DNA’nin hasar ile
olusan DNA tek zincir kiriklart Poli ADP-riboz polimerazin aktive olmasina neden
olmaktadir. Poli ADP-riboz polimeraz siras1 ile NAD+1in katalizasyonunu saglayarak
NAD+’ m nikotinamid ve poli ADP-riboz hidrolizine neden olmaktadir. Bu siire¢
hiicrelerde ATP kaybina yol actigi i¢in hiicrenin enerji noksanligindan dolay:
nekroza gitmesine sebep olmaktadir (Proskuryakov ve ark., 2002; Vanlangenakke ve
ark., 2008)

Nekroz kontrol edilemeyen Oliim yolagi olarak bilinmesine ragmen son

yillarda programlanabilir nekroz tipi, nekroptozis hiicre ici apoptotik sinyal yolagi
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inhibe oldugunda ortaya ¢ikmaktadir. Hiicrenin sigsmesi, organellerde parcalanma ve
membran biitiinligiiniin bozulmas1 gibi nekroz morfolojisi ile karakterize olup,
otofajinin bu aktivasyona eslik etmesi ile sonuglanir (Feoktistova ve Leverkus,
2014). Fas/CD95, TNFR1,TRAIL-R gibi olim domain reseptorleri kaspaz
inhibisyonlar1 varlig1 sonucunda nekroza yol agar. Reseptor aktivasyonu ile reseptor
etkilesim proteinler (RIP1 ve RIPK3) aktive olur. Boylece, RIP1 ve RIPK3
mitotkondriyi direkt aktive ederek veya NADPH oksidazin olusturdugu ROS ile
indirekt olarak etkileyip nekrozu indiiklemekte rol oynarlar. Ayrica nekrotik uyari
PARP’ 1n aktive olmasina neden olarak kalpain (Ca++ ile aktive olan kaspaz proteaz
ailesi 1iyesi) aktivasyonunu saglar. Kalpain aktivasyonu ile RIP kinazlarin
aktivasyonu ya da PAR polimerazlar yoluyla nekroza gergeklesir. Ayrica PAR
polimeraz ve kalpain, AIF salinimini saglayarak nekrotik hiicrelerin indiiklenmesini

saglar.
2.6. GB Tedavisi

GB i¢in uygulanan standart tedavi tiimoriin cerrahi rezeksiyonu, radyasyon
terapisi ve adjuvant kemoterapidir. Cerrahi rezeksyonun hedefi ndrolojik harabiyet
vermeden tiimdriin tamamen ¢ikartilmasidir. Ancak GB’in infiltratif 6zelliginden
dolayr tiimoriin tamamen rezeksiyonu her zaman gergeklestirilemese de yapilan
cerrahinin genisligi hastanin sagkalimini arttirmaktadir. Ayni1 zamanda cerrahinin
genisligi daha sonra uygulanacak tedavi sonuglarini etkileyen énemli bir faktordiir.
Cerrahi sonrasi infiltre hiicrelerinin ¢ogalmasini engellemek veya cerrahiye uygun
olmayan hastalarin tiimor ¢apini kiigiiltmek amaci ile radyoterapi uygulanmaktadir.
GB tedavisinde yaygin olarak prokarbazin ya da karmustin kullanilmakta olup, son
yillarda ikinci kusak alkilleyici ilag olan temozolamid, GB tedavisinde kullanilmaya
baglanmis ve diger ilaglar kadar etkin oldugu goriilmiistiir. Bunun yani sira
temozolomid ile birlikte kombin tedaviler de uygulanmaktadir (Ramirez ve ark.,
2013; Young ve ark., 2015; Weathers ve Gilbert, 2014).

2.6.1. Temozolomid (TMZ)

2001°de Faz II ve akabinde Faz III ¢aligmalari tamamlanarak giiniimiizde GB

hastalarinin tedavisinde yaygin olarak kullanilan temozolomid (TMZ), kii¢iik
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molekiil agirlikli (194 Da), oral kullanimda etkin, kan-beyin bariyerini asabilen ve
diistik toksisite profili sergileyen alkilleyici bir ajandir. Lipofilik 6n ilag olan TMZ
fizyolojik pH’da hizla 5-(3-metiltriazen-I-yl) imidazol-4-karboksimid’e doniismekte
ve 5-(3-metiltriazen-1-yl) imidazol-4-karboksimid, metildiazonyum katyonu ve 5-
aminoimidazol-4-karboksiamid’e yikilmaktadir. Metildiazonyum katyonlari, metil
gruplarin DNA ya transfer olmasinda rol oynayarak, guaninin O6 pozisyonuna metil
gruplar1 eklenmektedir (Thomas ve ark., 2012; Friedman ve ark., 2000; Fukushima
ve ark., 2009) (Sekil 15).

CONH2 CONH,

H
N N
ST T\?N Flzvolojik pH — \N// \M(\
NN . 3 N\CH N\~ NH
\n/ : 5-(3-metiltriazen-1-y1) imidazol4-
O karboksirgid
Temozolomid L'I
CONH,
NH;
N\ + [CHaN27]
N~ NH

3- aminoimidazol-4-karboksiamid

Sekil 15. TMZ nin kimyasal yapis1 (Friedman ve ark., 2000)

TMZ’nin GB hastalarinda etkinligi O6-metil guanine-DNA metil transferaz
gen ifadesine gore farklilik géstermektedir. DNA tamir mekanizmasinda gorevli olan
MGMT, guaninin O6 pozisyonundan metil gruplarini uzaklastirarak hastanin TMZ
gibi alkali ajanlara karsi direng gostermesine yol agmaktadir. Bu nedenle,
MGMT nin metilasyon yoluyla transkripsiyonel olarak sessizlesmesi hastanin TMZ
tedavisine iyi cevap vermesinde belirleyici rol oynamaktadir. Ancak, MGMT geni
metile olmayan bazi hastalarin TMZ tedavisine beklenildigi sekilde yanit
vermediginin belirlendigi farkli ¢caligmalar literatiirde mevcuttur ve bu dirence neden
olan mekanizmalar heniiz tam olarak bilinmemektedir (Christmann ve ark., 2011,

Jiang ve ark., 2014; Silber ve ark., 2012)
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2.6.2. TMZ’nin kombin tedavi olarak etkisi

GB tedavisinde cerrahi miidahale, radyoterapi ve kemoterapi uygulanmasina
ragmen, GB’in hizli infiltratif biliylime 0Ozelligi ve yliksek metastaz yapma
potansiyelinden dolayr mevcut tedavi yontemleri GB tedavisinde yetersiz
kalmaktadir. Bu nedenle, son zamanlarda kombin ilag tedavi stratejilerine

odaklanilmaktadir.

Ilag-ilag etkilesiminin degerlendirilmesi tipta dnemli bir yer almasina ragmen,
kombin tedavide kullanilacak kemoterapik ajanlarin se¢imi tibbi endikasyonlara
neden oldugu i¢in dikkat edilmesi gereken Onemli bir noktadir. Kombin tedavi
uygulanan kemoterapik ajanlarin dozunu ve toksisitesini azaltmak, terapdtik etkiyi
sinerjik etkilesim ile maksimuma ¢ikarmak ve ilag direncini en aza indirgemek amaci
ile kullanilmakta olup antikanser tedavisinin terapotik etkinliginin artmasinda
olduk¢a Onemlidir. Kombin tedavide kullanilan ajanlarin sinerjik veya antagonist
etkiye sahip olabilecegi gibi ila¢ kombinasyonu arasinda hicbir etki olmadig
durumlarda ortaya ¢ikabilir. Bu nedenle kombin tedavide kullanilacak ilacin se¢imi
ve birbirleri ile etkilesimlerinin belirlenmesi etkin bir tedavi stratejisi olarak
gelistirilmesinde dikkat edilmesi gereken temel noktalar1 olusturmaktadir (Ramirez

ve ark., 2013; Young ve ark., 2015; Weathers ve Gilbert, 2014)

2.7. GB Tedavisinde Kullanilan Bitkisel Oziitler

Bitkiler ve bunlarin bilesenleri antik c¢aglardan beri kullanilmakta olup
bitkilerin antioksidan, anti-inflamatuar ve genetik yollarin modiilasyonu gibi ¢esitli
yollarla hastaliklarin yonetiminde rol oynadigi bilinmektedir. Sentetik ilaglara dayali
mevcut tedavi sekli etkili olmakla birlikte birgok yan etki de gdstermektedir. Bu
nedenle hastaligin gelisimini ve ilerlemesini kontrol etmek i¢in daha gilivenli ve etkili
ilaclar gerekmektedir. Bu amagla kullanilan dogal f{irlinler, herhangi bir
komplikasyon olmaksizin hiicresel ve molekiiler aktivitelerin diizenlenmesi yoluyla

kanseri 6nlemede rol aldig1 bilinmektedir.

Kanser tedavisinde kullanilan mevcut tedavi yontemlerinin sahip oldugu

dezavantajlar (toksik etki, ciddi yan etkiler, hiicre 6zgiilliiklerinin olmamas1 vb.)
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giinlimiizde kanser tedavisinde alternatif bir tedavi stratejisinin ortaya konulmasi
ihtiyacini giindeme getirmistir. Bu nedenle kemoterapik ajanlarla birlikte kombin
tedavi stratejisi olarak gesitli tibbi bitkilerin ve bilesenlerinin etkilerinin arastirilmasi
lizerine arastirmalarda 6nem kazanmustir (Jakubowicz-Gil ve ark., 2013; Yin ve
ark., 2014).

GB hastalarina uygulanan radyoterapi, kemoterapi ve cerrahi rezeksiyona
ragmen hastalarin sagkalim siiresinin kisa olmasi nedeni ile GB’e farkli bitkisel
bilesenlerle yanit aranmaktadir. Bu nedenle GB iizerinde ¢esitli bitkisel oziitler
denenerek, farkli kanser hiicre hatlarinda olumlu sonuglar elde edilmistir (Boss ve

ark., 2016; Han ve ark.2009; Tutino ve ark., 2012)

2.7.1 Olea europaea Yaprak Oziitii

Ozellikle Mediterranean bolgede iiretilen Oleaceae ailesinden olan zeytin
agacmin (Olea europaea) ve yapraklarinin polifenol igerigi nedeni ile antioksidant,
anti-infamatuar, anti-kanser, antimikrobiyal, antiviral, antianjiogenik, hipoglisemik,
hepatik kardiyak ve ndrokoruyucu etkiye sahip oldugu bilinmektedir (Barbaro ve
ark., 2014; Boss ve ark., 2016)

Zeytin yapraklarinin bilesimi koken aldigi agaca, iklim kosullarina, nem
igerigine ve toprak bilesimine bagli olup esasen 5 farkli fenolik bilesik igermektedir:
Oleuropeosides (oleuropein and verbascoside), Flavones (luteolin-7-glucoside,
apigenin-7-glucoside, diosmetin-7-glucoside luteolin, and diosmetin), Flavonols
(rutin), Flavan-3-ols (catechin), Substituted phenols (tyrosol, hydroxytyrosol,
vanillin, vanillic acid, and caffeic acid) (Boss ve ark., 2016; Sabry, 2014).

Yapilan ¢alismalar sonucunda OLE’ nin farkli kanser hiicre tipleri (melonoma,
16semi, koleraktal, meme kanseri ve glioblastoma) tizerinde anti-proliferatif etkiye
sahip oldugu belirlenmistir. Bouallagui ve ark., Hidroksitirazol ve Oleuropein
bakimindan zengin olan OLE’nin MCF-7 hiicre hattindaki anti-tiimoral etkisinin
belirlenmesini hedeflenmis ve analiz sonuglarina gore konsantrasyon artigsina bagl
olarak Pin1(peptidil-prolil cis-trans izomeraz) ekspresyonunun azalmasini ve bunu

takiben G1 anahtar protein siklin D1’in diismesini saglayarak hiicreleri GO / G1
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evresinde durdurdugu belirlenmistir. Reyes FJ ve ark., OLE’nin yapisinda yiiksek
oranda bulundugu bilinen maslinik asitin, ve Caco-2 kolon kanseri hiicrelerini GO /
G1 evresinde tuttugu ve kaspaz-3 aktivasyonu ile hiicreleri apoptozise gotiirdigl
belirlenmistir. Ayrica anabilim dalimiz tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, farkli
ozelliklere sahip ti¢ farkli GB hiicre hattinda OLE’nin etkisi arastirilmig olup, bunun
sonucunda GB hiicreleri tizerinde sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir. Tezcan ve
ark. (2014) tarafindan yapilan c¢alismada 1 ve 2 mg/ml OLE konsantrasyonlari
kullanilarak T98G, U138MG ve U87MG hiicrelerindeki sitotoksik etkisi 24 saat
sonunda analiz edilmistir. Analiz sonucunda doza bagl olarak T98G, U138MG ve
U87MG hiicre miktarlarinda azalis belirlenmistir. Boylelikle OLE’nin apoptotik ve
nekrotik siirecte etkili oldugu belirlenmistir ancak bu mekanizmalarin aydinlatilmasi

icin ileri anaizlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.7.2. Oleuropein

Zeytin yag1 ve yapraklari icerisinde en etkin anti-timor aktivitesi gosteren
bilesenlerin oleuropein, elenolik asit ve hidroksitriosoliin heterozidik esteri oldugu
belirlenmistir (Acquaviva ve ark., 2012; Marchetti ve ark., 2015; Martinez-Martos ve
ark., 2015; Yildiz ve Uylaser, 2010) (Sekil 16).

Sekil 16. Oleuropeinin kimyasal yapisi (Y1ldiz ve Uylaser, 2010)

Jie Yaol ve ark., Oleuropein ile yaptiklar1 calismada, OL’ nin HelLa
hiicrelerini G2/M fazinda tutukladig1r ve apoptoz ile iliskili p53, Bax ve sitokrom
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c’nin artmasina neden oldugu belirlenmistir. Maria Notarnicola ve ark., OL’nin
kolon kanserinin gelisiminde etkim rol oynayan yag asidi sentezi iizerindeki etkisini
belirlemeyi hedeflemis ve SW620 hiicreleri ile yaptiklar1 ¢alismada OL’nin FAS

ekspresyonunu azalttig1 bulgular elde edilmistir.
Mevcut tez kapsaminda;

Ulkemizin dogal zenginliklerinden biri olan Olea europaea (Zeytin)
yapraklarindan elde edilen, OLE’nin igeriginde yliksek oranda bulunan OL’un ve GB
tedavisinde alkilleyici ajan olarak kullanilan TMZ’nin ayr1 ayri ve kombinlerinin
TMZ’ ye farkli direng gosteren US7MG, UI138MG ve T98G ile normal hiicre hatti
olan HUVEC (insan umbilikal ven endotel hiicreleri) {lizerinde OLE ile
karsilastirmali sekilde doza ve zamana bagli olarak in vitro hiicre proliferasyonu ve

6lim big¢imi {lizerinde olan etkilerinin arastirilmas,

GB hiicre hatlarinda OLE ve OL’ in tek basina ve TMZ ile kombin olarak
nekroz ve apoptoz ile iliskili gen ekspresyon diizeylerindeki degisimlerin analiz
edilerek hiicrelerdeki sitotoksik ve apoptotik etkiye sebep olan molekiiler yolaklarda

rol oynayan genler lizerine etkilerinin arastirilmasi,

Boylece GB’de giincel tedavi yaklasimi olarak kullanilan TMZ’nin, OL ve
OLE kombinleri ile birlikte GB hiicrelerindeki terapdtik etkisini arttirilma

potansiyelinin arastirilmasi amaglanistir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler
3.1.1. Kullanilan demirbas malzemeler

e -150°C derin dondurucu (Panasonic, Japonya)

e -80°C derin dondurucu (Panosonik, Japonya)

e -20°C derin dondurucu (Bosch, Tiirkiye)

e Buzdolab1 (Samsung, Tiirkiye)

e Santriflij (Niive NF 800, Tiirkiye)

e Sogutmali Santrifiij (Beckman Coulter, ABD)

e Su banyosu (Niive, Tiirkiye)

e Vorteks (VELP Scientifica, italya)

e Shaking Inkubatér (JSR, Kore)

e Orbital Shaker (Cleaver Scientific, Birlesik Krallik)
e Thermal Cycler (T100, Biorad, Kaliforniya, ABD)
e Hassas terazi (A&D Company, Japonya)

e Hassas terazi (Radwag, ABD)

e UV-Vis Spektrofotometre/Nano Drop (Beckman Coulter, ABD)
e Class Il Laminer kabin (Labogene, Danimarka)

e CO2 inkiibator (Panasonic, Japonya)

e Isik mikroskop (Olympus, Japonya)

e ELISA okuyucu (Tecan, Isvicre)

e  Muse® Cell Analyzer (Merck Millipore, Almanya)
e UV kabin (BIOSAN)

e Light Cycler (LC) 480 II (Roche,isvicre)
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3.1.2. Kullanilan sarf malzemeler

e Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) with 4.5 g/L,with L-
glutamin,without sodium pyruvate (500 ml) (Gibco)

e Fetal bovin serum (FBS), Origin Australia (500 ml) (Capricorn)

e Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL) (Thermo Fisher)

e Trypsin-EDTA (%0.25, pH-range 7.0 - 7.6, 2.5 g porcine trypsin and 0.2 ¢
EDTA 4Na per liter of Hanks’ Balanced Salt Solution with phenol red)
(Sigma-Aldrich)

e Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS), (1x) (Capricorn)

e Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Purity >% 99.90) (Sigma Aldrich)

e Trypan Blue solution (0.4%, liquid) (Sigma Aldrich)

e 2-Mercaptoethanol (Purity >% 99.90) (Sigma Aldrich)

e Gluteraldehit (GA) (% 25) (Sigma Aldrich)

e Ethyl alcohol (Purity >% 99.95) (Sigma Aldrich)

e WST-1 Cell Proliferation Reagent (25ml) (Abcam)

e Muse® Annexin V and Dead Cell Assay Kit (100 test) (Merck Millipore)

e Akridin orange (ZnClI2) (250 ml) (Sigma Aldrich)

e Ethidium Bromide (EtBr) (10 mg/mL) (Thermo Fisher)

¢ RNA izolasyon kiti (200 reaksiyon) (Macherey-Nagel)

e CcDNA sentez kiti (200 reaksiyon)

e RT?QRCR Primer Assay

e Syber Green

e Oleuropein (50mg) (Purity >%98) (Sigma Aldrich)

e Temozolomide (100mg) (Purity >%98) (Sigma Aldrich)
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3.2. Yontem
3.2.1. Hiicre kiltiiri
3.2.1.1. Hiicre Hatlarimin Temini ve Hiicrelerin Ozellikleri

Mevcut tez ¢alismasinda, TMZ, OL ve OLE’ nin tek basina veya kombin
etkilerinin GB hiicresi iizerindeki etkilerinin belirlenmesi amaciyla, TMZ’ye farklh
derecede dirence sahip insan GB hiicre hatlari, T98G, U-87 MG ve U-138 MG ve
kontrol olarak Human Umbilical Vein Endotelial Cells (HUVEC) hiicre hatti
kullanildi. GB hiicre hatlarindan U87MG, Kafkasya irkindan 44 yasindaki erkek
bireyden elde edilmis olup, TMZ’ ye duyarli, MGMT-metile, epiteliyal morfolojiye
sahip, fosfataz tensin homolog (PTEN) ve siklin bagimli kinaz inhibitor 2A
(CDKN2A) mutasyonu icermektedir [http://www.lgcstandards-
atcc.org/?geo_country=tr]. TMZ’ ye direngli, T98G hiicre hatti, fibroblast benzeri
yaptya sahip olup, Kafkasya irkindan 61 yasindaki erkek bireyden elde edilmistir.
MGMT metilasyonu bakimindan heterozigot olan T98G hiicreleri CDKN2A ve TP53
mutasyonu igerir [http://www.lgcstandards-atcc.org/?geo _country=tr]. TMZ’ ye
yiiksek oranda diregli olan MGMT-unmetile U138MG hiicreleri Kafkasya irkindan
47 yasindaki erkek bireyden elde edilmis olup, PTEN, TP53 ve CDKN2A
mutasyonlar igerir (Tezcan ve ark.,2014). Tim hiicre hatlar1t American Type Culture
Collection (ATCC, ABD)’den saglandi ve -150°C’de saklandi.

3.2.1.2. Besiyerlerinin Hazirlanmasi ve Hiicrelerin Uretilmesi

T98G, U-87 MG, U-138 MG ve HUVEC hiicreleri %10 FBS ve %l
Penisilin-streptomisin iceren DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) besiyeri
igerisinde kiiltiire edildi. Hiicrelerinin ¢ogaltilmast amaciyla -150°C’de kriyo
tiiplerde stoklanan hiicreler 15 ml falkonlara aktarilarak iizerine DMEM ilave edildi
ve hiicreler 1200 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant
kisimlar1 dokiilerek her bir pellet igerisinde Sml besiyeri bulunan 25cm?’lik flasklara

alind1 ve 37 °C sicaklikta, % 5 CO2 ve nem igeren inkiibatdrde inkiibe edildi.
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3.2.1.3. Hiicrelerin Pasajlanmasi

Flasklardaki hiicre yogunlugu %80-90’a ulastiginda, flasklar igerisindeki
besiyeri pipet yardimi ile uzaklastirilarak, hiicre ylizeyleri fosfat tamponlu tuz
cozeltisi (PBS) ile yikandi. Ardindan hiicrelerin flask ylizeyinden kaldirilabilmesi
icin her bir flaskin boyutu ile orantili olacak sekilde hiicrelere 1X Tripsin-EDTA
(%0.025 trypsin/ ImM EDTA) soliisyonu eklenerek 3-5 dakika 37°C’de % 5 CO»
iceren inkiibatorde bekletildi. Inkiibasyon sonra flasklara besiyeri eklenerek hiicre
siispansiyonlar1 15 ml’lik falkonlara alindi ve 1200 rpm’de 5dk santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirilarak hiicre pelletleri iizerine besiyeri
eklendi ve hiicreler, hiicre yogunluklaria gore flasklara boliinerek 37°C’de % 5 CO2

ve nem igeren inkiibatorde kiiltiire edildi.

3.2.1.4. Hiicrelerin Stoklanmasi

% 80-90 yogunluga ulasan hiicreler yiizeyden Tripsin-EDTA ile kaldirilarak,
1200 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra pellet iizerine 100 ul
DMSO ve 900 pl hiicre medyumu aktarilarak her bir 6rnek kriyo tiip icerisinde -20
°C’ye kaldirildi. 3-4 saat sonra kriyo tiipler -150°C’ lik derin dondurucuya
yerlestirilerek, stoklama islemi tamamlandi. Bu sekilde depolanan hiicreler
gerektiginde c¢ozdiriiliip yeniden kiiltiire edilecek sekilde kullanima hazir hale

getirildi.

3.2.1.5. Hiicre Sayimm

Hiicre sayimi, deney optimizasyonu agisindan belirleyici faktdr olup,
deneylerde canli ve 6li hiicrelerin ayirt edilmesi amaci ile Tripan mavisi (% 0,4 lik)
boyasi1 kullanildi. Tripan mavisi negatif yliklii bir boya olup, hiicre membran1 zarar
gormeyen (canli) hiicreler icerisine girmez. Ancak, hiicre membran1 zarar gérmiis
(6li)) hiicreler tripan mavisini absorbe ederek mikroskop altinda mavi renkte
gozlenmektedirler. Boylece, Thoma laminda canli ve 6lii hiicrelerin sayimi1 yapilarak

canli hiicrelerin istenilen miktarda ekimine olanak saglanmaktadir.
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Bu islem icin oOncelikle flasklardaki besiyeri uzaklastirildi ve ardindan
hiicreler 1 kez PBS ile yikandi. Hiicreler yiizeyden Trypsin-EDTA ile kaldirilarak,
1200 rpm’ de 5dk oda sicakliginda santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant
uzaklastirilarak, pellet iizerine 1ml besiyeri eklendi. Ornekler Trypan mavisi 1,5
ml’lik ependorfta, 1:1 oraninda hazirlarak, Thoma lamina aktarildi. Thoma laminin
alt ve tist boliimiinde bulunan 16 kiigiik karede hiicre sayimi1 yapildi ve sayilan canli

hiicre sayisinin ortalamasi alinarak 1 ml’ deki hiicre sayisi belirlendi.

1 ml” deki hiicre sayisi= Ortalama canli hiicre sayisi x diliisyon faktorii x 10%

3.2.2. Ana Stoklarin Hazirlanmasi ve Konsantrasyonlarin Belirlenmesi

3.2.2.1 TMZ Stogunun Hazirlanmasi

TMZ’ in stok soliisyonu 10 mg/ml DMSO (0,051 M) igerisinde ¢oziilerek ana
stok soliisyonu hazirlandi ve steril ortamda hazirlanan stok soliisyon -20°C’ de
sakland1. Literatiir taramasi1 sonucunda gerekli diliisyonlarin gerceklestirilmesi ile
TMZ’ in WST-1 deneyleri i¢in konsantrasyon araligi belirlendi (Markiewicz-
Zukowska R. ve ark., 2013) (Sekil 17).

Sekil 17. TMZ’ in ¢alisilmast planlanan konsantrasyonlart.
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3.2.2.2. OL Stogunun Hazirlanmasi

OL stok soliisyonu 1 mg/ml dH,O (0,185 M) c¢ozilerek hazirland1 ve
olusturulan stok soliisyon steril ortamda 0,22 um’ lik steril filtrelerden gecirilerek -
20°C’de  saklandi.  Literatiir —taramasi sonucunda  gerekli dillisyonlarin
gerceklestirilmesi ile OL’ in WST-1 deneyleri i¢in konsantrasyon araligi belirlendi

(Liu M ve ark., 2009, Yao J ve ark.,2014)(Sekil 18).

Sekil 18. OL’ in ¢alisilmasi planlanan konsantrasyonlari.

3.2.2.3. OLE’ nin ve Stogunun Hazirlanmasi

OLE o6ziitii boliimiimiizde daha 6nceden gerceklestirilen “Bitki oziitlerinin
anti-timoral ~ 6zelliklerinin ~ glioblastom kok hiicrelerinde arastirilmasi”  tezi
kapsaminda Kale Naturel firmasindan temin edilmistir. Ilgili firma tarafindan OLE
(05.06.2007, 10-00014-00015-0) Balikesir, Edremit bolgesinden Subat ayinda
toplanmis olup, %15 OL igermektedir. Toplanan yapraklar bir ay boyunca karanlikta
ve oda sicakliginda kurutularak bitki degirmeninde toz sekline getirildi ve % 80
etanolde oda sicaklifinda bekletildi. Etanolii ugurmak igin Spray Dryer sistemi

kullanilarak diisiik sicaklikta (<55°C) alkoliin ugmasi saglandu.



OLE Stok soliisyonu 1g/ml olacak sekilde toz haline getirilen OLE dH-O ile
¢oziilerek hazirlandi ve olusturulan stok soliisyon steril ortamda 0,22 um’ lik steril
filtrelerden gegirilerek -20°C’de saklandi. Literatiir taramasi sonucunda gerekli

diliisyonlarin gerceklestirilmesi ile OLE’ nin WST-1 deneyleri i¢in konsantrasyon

araligi belirlendi (Sekil 19).
/

IOOOpg/ml

\ 2000pg/ml

2500pg/ml

Sekil 19. OLE’ nin ¢aligilmasi planlanan konsantrasyonlari.

3.2.2.4. TMZ, OL ve OLE’ nin Kombin Etkisi

TMZ, OL ve OLE’ nin hiicrelerdeki kombin etkisinin belirlenmesi amaciyla
TMZ, OL ve OLE’ nin hiicrelerde sitotoksik etkisinin belirlendigi WST-1
analizlerine gore, TMZ i¢in 500 uM ve 1000 uM, OL i¢in 500 uM ve OLE i¢in 500
ug/ml’in (24 saat) en etkin oldugu zaman dilimlerinde kombin etkisinin

arastirilmasina karar verildi (Sekil 20).

OL 24 saat

*500 ug/L

\ OLE 24 saat

TMZ 24 saat

Sekil 20. TMZ, OL ve OLE’ nin kombin etkisinin belirlenmesi.

41



3.2.3. WST-1 analizi

WST-1, canli hiicrelerde mitokondriyal dehidrogenaz araciligi ile tetrazolium
tuzlarinin, formazan tuzlarma ayristirilmasina dayanan spektrofotometrik ve
kolorimetrik bir test olup, Ol¢iilen absorbans degeri dogrudan canli hiicre sayisi ile
iliskilidir. T98G, U-87 MG ve U-138 MG ve HUVEC hiicre hatlar1 i¢in 96 kuyulu
hiicre kiiltiirii plakalarinin her bir kuyusuna 2x10% hiicre olacak sekilde toplam hacmi
100 pl olan hiicre siispansiyonlar1 ekildi. Ekim yapilan hiicreler 37°C, % 5 CO;
iceren inkiibatorde 1 giin inkiibe edildikten sonra Sekil 17-20° de belirtilen
konsantrasyonlarda TMZ, OL, OLE, TMZ+OL ve TMZ+OLE doz uygulamalari
yapildi. Belirlenen saatler sonunda (24, 48 ve 72 saat) hiicreler inkiibatérden alinip
her bir kuyuya 10 ul WST-1 boyasi eklenerek, 1-4 saat boyunca 37°C’ de %5 CO2
iceren etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda her bir her bir plate 460-650 nm
absorbans araliginda TriStar* S LB 942 Modular Monochromator Multimode Reader
spektrofotometre cihazinda analiz edildi. Sonuglar, bilesen ile muamele edilmeyen
kontrol hiicre canliligi % 100 olarak kabul edilerek, deney hiicrelerinin canlilik

oranlar1 ifade edildi.

3.2.4. Apoptoz Analizi

T98G, U-87 MG ve U-138 MG ve HUVEC hiicrelerinde TMZ, OL, OLE ve
kombin etkilerinin apoptotik etkilerinin belirlenmesi amaciyla Muse™ Annexin V &
Dead Cell Kit kullamild1 ve islemler bu kit prosediiriine gore gergeklestirildi. Bu
yontem, apoptoz mekanizmasinin tetiklenmesi ile, hiicre membraninin sitoplazmik
yiizeyinde bulunan fosfatidilserin hiicre membran dis yiizeyine yerlesmesi sonucunda
Anneksin V boyasinin, hiicrenin dis ylizeyine transloke olan fosfatidilserine spesifik
olarak baglanmasmna dayanmaktadir. Boylece, apoptotik hiicrelerin analiz
edilmesinde kullanilan temel bir yontemdir. Bu yontem apoptotik yola giren ancak
membran biitiinliiklerini kaybetmemis erken apoptotik hiicrelerin yan1 sira Anneksin-
V ile ikinci boya olarak propidyum iyodiir veya 7-AAD boyasinin birlikte
kullanilmas: ile ge¢ apoptotik ve nekrotik hiicrelerinde es zamanli olarak analiz

edilmesine olanak saglamaktadir.
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T98G, U-87 MG ve U-138 MG ve HUVEC hiicrelerinde TMZ, OL, OLE,
TMZ+OL ve TMZ+OLE’ nin apoptotik etkisinin belirlenmesi amaci ile 6 kuyulu
plakalarin her bir kuyusuna 1x10° hiicre olacak sekilde hiicre ekimi yapildi. Hiicreler
37°C, % 5 CO; igeren inkiibatorde 1 giin inkiibe edildikten sonra, belirlenen
konsantrasyonlarda TMZ, OL, OLE, TMZ+OL ve TMZ+OLE uyguland1 ve plakalar
tekrardan inkiibatore yerlestirildi. Akabinde, TMZ, OL, OLE ve kombin etkisinin
maksimum belirlendigi zaman dilimlerinin sonunda hiicreler Trypsin-EDTA ile
kaldirilip 1200 rpm’ de 5dk santrifiij edildi. Elde edilen pellet PBS 2 kez ile
yikandiktan sonra siispansiyon halindeki hiicrelerin her biri i¢in 100 pL Muse®
Annexin V and Dead Cell Assay Kit boyasi eklendi ve 6rnekler 30 dk karanlikta
bekletildi. Inkiibasyon siireleri sonunda her bir rnek Muse™ Cell Analyzer (Merck

Millipore, Almanya) cihazinda analiz edildi ve tiim deneyler 3’er kez tekrar edildi.

3.2.5. Akridin-oranj/ Etidyum Bromiir (AO/EB) Boyamasi

Floresan boya 6zelligine sahip akridin oranj (AO) hem canli hem de canli
olmayan hiicreler tarafindan absorbe edilmekte olup RNA veya DNA’ya
baglanabilmektedir. Baglanma akridin molekiilleri ile niikleik asit baz ¢iftleri
arasindaki elektrostatik etkilesim ile sonuglanir. Bu etkilesim ile hiicreler 530 nm
dalga boyunda (yesil floresan) goriiniir hale gelebilir. Etidyum bromdir ise yanlizca
Olu hiicreler tarafindan absorbe olup, DNA'ya interkalasyon ile kirmizi floresan
yaymaktadir. Boyama islemi gergeklestikten canli hiicre, erken apoptotik hiicre, gec

apoptotik hiicre ve nekrotik hiicreler analiz edilebilir.

T98G, U-87 MG ve U-138 MG ve HUVEC hiicrelerinde TMZ, OL, OLE,
TMZ+OL ve TMZ+OLE’ nin apoptotik etkisinin goriintiilenmesi amaciyla 6 kuyulu
plakalarin her bir kuyusuna her bir hiicre grubu igin 5x10° hiicre ekimi yapildiktan
sonra hiicreler 37° C ve % 5 CO; iceren inkiibatérde 1 giin inkiibe edildi. Hiicreler
inkiibasyon sonunda TMZ igin 72 saat stire ile, OL, OLE, TMZ+OL ve TMZ+OLE
icin ise 24 saat siire ile Sekil 17-20” de belirtilen konsantrasyonlarda muamele edildi.
Daha sonra % 4 parafolmaldehit fiske edilen hiicreler iki kez PBS ile yikandi. Her bir
6’11 plaka icerisine akridin oranj (100 pg/ml) ve etidyum bromiir (100 pg/ml)

karisimi eklenerek 30 dk oda 1sisinda karanlikta inkiibe edildi ve sonrasinda hiicreler
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2 kez PBS ile yikanarak EVOS Floid Cell Imaging Station (Thermo Fisher Scientific,
ABD) ile goriintiilendi.

3.2.6. Gen Ekspresyon Analizi

3.2.6.1. RNA izolasyonu

TMZ, OL, OLE, TMZ+0OL ve TMZ+OLE uygulanan T98G, U-87 MG ve U-
138 MG ve HUVEC hiicrelerinde RNA izolasyonun gerceklestirilmesi amaciyla, 25
cm2’lik flasklarmn her birine 1x10° hiicre olacak sekilde hiicreler ekildikten 24 saat
sonra belirlenen konsantrasyon ve siire boyunca TMZ, OL, OLE, TMZ+OL ve
TMZ+OLE ile inkiibe edildi. Sonrasinda hiicreler tripsinizasyon islemi ile
kaldirildiktan sonra, 1200 rpm’ de 5dk santrifiij edildi ve NucleoSpin® RNA Kit
kullanilarak hiicrelerden total RNA izolasyonu gergeklestirildi. Kit prosediiriine gore,
elde edilen pellet tizerine 350 Buffer RA1 pl ve 3.5 ul B-merkaptoetanol eklenerek
karistm 15sn vortekslendi ve mor filtreli tiiplere aktarilarak 11000 rpm’de 1dk
santrifiij edildi. Filtre uzaklastirilarak toplama tiiptindeki kisma 350 pl %70 lik
etanol eklendi ve pipetaj yapildi. Karisim mavi fitreli tiipe aktarilarak 11000 rpm’de
30sn santrifiij edildi. Daha sonra toplama tiipii uzaklastirildi ve filtre iizerine 350 pl
MDB Buffer ekenerek 11000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Filtre yeni bir toplama
tiipline alindiktan sonra filtre tlizerine 10 ul rDNAse ve 90 pl Reaksiyon Buffer
eklenerek 15 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra filtreye 200 ul
AW?2 Buffer eklendi ve 11000 rpm’de 30 sn santrifiij edildi. Ardindan toplama tiipii
uzaklastirild: ve filtre tizerinde 600 ul Buffer RA3 eklendi ve 11000g’ de 30 sn
santrifiij edildi ve toplama tlipli yeniden degistirilerek fitre lizerine 250 pl Buffer
RA3 eklendi ve 11000 rpm’de 30 sn santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra fitre
yeni bir toplama tiipline yerlestirildi ve 11000 rpm’de 2 dk bos olarak santrifiij edildi.
Bu islemin ardindan alt kisma ependorf tiipii yerlestirildi ve filtre iizerine 30 pl
niiklease free su eklendi ve oda 1sisinda 10 dk bekletildi. Ardindan 14000 rpm’de 1
dk santrifiij edilerek 6rnekler -80 °C’ye kaldirildi. Elde edilen RNA’larin kalite ve
konsantrasyonlar;,260/280 nm dalga boyundaki optik dansisitleri UV-Vis
Spektrofotometre/Nano Drop (Beckman Coulter, ABD) 6l¢iildii.
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3.2.6.2. cDNA Sentezi

Elde edilen RNA’lardan c¢cDNA sentezi First Strand c¢cDNA Synthesis
(Biolabs) kit igerigine uygun olarak Tablo 8-9° da belirtilen kosullarda
gerceklestirildi. Bu islem Oncesinde tiim RNA konsantrasyonlar1 1 pg’ a esitlendi.

Islem sonras1 cDNA’lar analizler gerceklestirilene kadar-20°C’de saklandi.

Tablo 8. ¢cDNA sentezlemek amactyla hazirlanan PCR karigimi

Total RNA 1-6 pl (10 ng—1 pg)
d(T)2sVN (50 pM) 2l
nuclease-free H,0 variable
Primer mix 2 ul
Total Hacim 8ul
Olusturulan karigim 5dk 70°C’de denatiire edildi ve ardindan enzim karigimi eklendi.
M-MuLV Reaction Mix 10 pl
M-MuLV Enzyme Mix 2 ul
Toplam Hacim 12 pl

Tablo 9. ¢cDNA sentezlemesi igin PCR kosullar1

25°C 5dk
42°C 1saat
80°C 5 dk
+4°C ®

3.2.6.3. Apoptoz ve Nekroz Mekanizmalari ile Tliskili Genlerin Ekspresyon
Analizi

Elde edilen cDNA o6rneklerinden apoptoz ve nekroz mekanizmalari ile iliskili
belirlenen 20 farkli genin ekspresyon analizi gerceklestirildi (Tablo 10). Bu islem
icin RT? SYBR® Green gPCR Assay ve Mastermix (Qiagen) kullanildi. Uygulanan
RT-PCR karisimi ve PCR kosullari sirasi ile Tablo 11 ve Tablo 12° de belirtildi ve
Light Cycler (LC) 480 II (Roche, Isvicre) sisteminde analiz edildi.

Elde edilen veriler “RT? Profiler PCR Array Data Analysis version 3.5.”

(http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php) web tabanl

—AACT
2 C

programda metodu ile degerlendirildi.
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Tablo 10. Apoptoz ve nekroz ile iligkili mRNA ekspresyon seviyesinde degisimlerin analiz edilecegi genlerin listesi

Sembol Gen Kodu Gorevi

ACTB Hs.52064 Aktin beta. Referans gen.

BCL2 Hs.150749 Hiicre 6liimiinii regiile eder.

AIFM1 Hs.424932 Apoptozis indiikleyici faktor.

CASP9 Hs.329502 Apoptozis aktivasyonunu diizenler.

RIPK3 Hs.268551 Reseptor etkilesen protein kinaz 3. Programlanmis nekrozda gorev alir.

CASP3 Hs.141125 Kaspaz 8 ve kaspaz 9 ile etkilesime gegerek apoptozisi saglar.

PARP1 Hs.177766 Mitokondriyal proapoptotik protein olan apoptozu indiikleyici faktoriin (AlF)
serbest birakilmasini tetikler.

CFLAR Hs.731912 CASP8 ve FADD benzeri apoptozis diizenleyicisi. Kaspaz 8 aktivasyonunu
inhibe eder.

FADD Hs.86131 Oliim domaini igeren Fas iliskili protein.

CASP8 Hs.599762 Dis apoptoziste rol oynayan 6nemli sistein proteazdir.

BCL2L11 Hs.469654 Apoptozis indiikleyci BCL2- benzeri protein 11.

TNF Hs.241570 Apoptotik ve nekrotik yolakta rol oynar.

BID Hs.591054 Bcl-2 ailesinin proapototik tiyesidir.

FAS Hs.244139 Nekroz ve apoptozisde rol oynar.

TNFRSF1A Hs.279594 TNF ailesi tiyesi 11 apoptozis ve enflamasyonda rol oynar.

BAK1 Hs.485139 BCL2 Antagonist/Killer 1, apoptozisi indiikler.

BAX Hs.624291 Bel 2 iliskili X protein apoptozisi aktive eder.

BCL2L1 Hs.516966 Apoptozisi baskilar.

RIPK1 Hs.519842 Reseptor etkilesen protein kinaz 1. Programlanmis nekrozda gorev alir.

TP53 Hs.740601 Apoptozisi indiikler.

Tablo 11. mRNA ekspresyonu i¢in RT-PCR karigiminin hazirlanmasi

Hacim/reaksiyon

RT? SYBR® Green Mastermix 12,5 ul
cDNA 1ul
RT?gPCR Primer Assay 1ul
RNase-free water 10,5 ul
Toplam Hacim 25 ul

Tablo12. mRNA ekspresyonu i¢in RT-PCR kosullar

Asamalar Sicaklik (°C) Siire
Denatiirasyon 95°C 10 dk
Amplifikasyon 95°C 15sn

(45 dongii) 60°C 1dk
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3.2.7. istatistiksel Degerlendirme

Istatistiksel ~degerlendirmelerin tiimii GraphPad Prism 6.0 programi
kullanilarak gerceklestirildi. Gruplar aras1 farkliliklar tek yonlii varyans analizi (One
Way ANOVA- PostHoc Tukey) ile tespit edildi. p<0.05 istatistiksel olarak anlamli
kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hiicrelerde Sitotoksik Etkinin Belirlenmesi
4.1.1. TMZ. in Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi
4.1.1.1. TMZ. in US7MG Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

TMZ’ in U87MG hiicreleri tlizerindeki sitotoksik etkisi doza ve zamana bagl
olarak WST-1 analizi belirlenerek elde edilen sonuglar Sekil 21” de sunuldu.

TMZ’ in 24. saatteki sitotoksik etkisi degerlendirildiginde, minimum doz (50
uM) TMZ uygulanan U87MG hiicrelerinde canlilik orant % 92,8 belirlenmesine
ragmen maksimum doz (1000 uM) uygulanan hiicrelerde canlilik oraninin % 43,5 e
azaldig1 analiz edildi (p<0,01). 48. saatte 50 pM uygulanan U87MG hiicrelerinde
canlilik oran1 % 86,0 iken, 1000 pM TMZ uygulandiginda canlilik oraninin % 48,0
e azaldig tespit edildi (p<0,01). 72. saat sonunda ise minimum dozda canlilik orani
% 79,9 iken, maksimum dozda canlilik oraninin % 23,3’ e istatistiksel olarak anlamli
azaldig1 belirlendi (p<0,01). 24, 48 ve 72 saatte 500 uM TMZ uygulanan U87MG

hiicrelerinde canlilik oranlar sirasi ile % 47,7; % 53,7 ve % 38,5 olarak analiz edildi.

150 -
—eo— 24 saat
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100 =
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Kontrol 50 100 200 300 400 500 750 1000
TMZ Konsantrasyon (uM)

Sekil 21. US7MG hiicrelerinde TMZ’ in 24, 48 ve 72. saatte sitotoksik etkisinin belirlenmesi (*p<0,05, **p<0,01)
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4.1.1.2. TMZ’ in U138MG Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin
Belirlenmesi

U138MG hiicrelerinde TMZ’ in sitotoksik etkisi analiz edildiginde, 24. saatte
minimum dozda (50 puM) canlilik orant % 105,9 iken, maksimum doz (1000 uM)
uygulanan hiicrelerde canlilik oraninin % 50,3’ e azaldig1 belirlendi (p<0,01). 48.
saatte ve 72. saatte TMZ’ in sitotoksik etkisi degerlendirildiginde ise 50 puM
uygulanan U138MG hiicrelerinde canlilik orani sirasi ile % 100,4 ve % 103,1 iken,
1000 uM TMZ uygulandiginda canlilik oraninin % 54,4 ve % 38,5’ e azaldig1 tespit
edildi ve bu oranin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (p<0,01). 24, 48 ve
72 saat siire ile 500 uM TMZ uygulanan U138MG hiicrelerinde canlilik oranlari
sirasi ile % 64,1; % 67,8 ve % 52,0 olarak belirlendi (Sekil 22).
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Sekil 22. U138MG hiicrelerinde TMZ’ in 24, 48 ve 72. saatte sitotoksik etkisinin belirlenmesi (*p<0,05, **p<0,01).

4.1.1.3. TMZ’ in T98G Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

T98G hiicrelerinde TMZ’ in sitotoksik etkisi degerlendirildiginde (Sekil 23),
24. saatte minimum dozda (50 pM) canlilik orant % 100,2 iken, maksimum doz
(1000 uM) uygulanan hiicrelerde canlilik oraninin % 54,7’ ye azaldig belirlendi
(p<0,01). 48. saatte, 50 uM TMZ uygulanan T98G hiicrelerinde canlilik oranit %
102,8 iken, 1000 uM TMZ uygulanan hiicrelerde canlilik oranin % 44,5’ e azaldig:
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analiz edildi (p<0,01). 72. saat sonunda ise minimum dozda canlilik oram1 % 101,9
iken, maksimum dozda canlilik oranin % 33,6’ ya azaldigi tespit edildi (p<0,01). 24,

48 ve 72 saat siire ile 500 pM TMZ uygulanan T98G hiicrelerinde canlilik oranlar
sirast ile % 72,1; % 67,4 ve % 52,7 olarak belirlendi (p<0.01).
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Sekil 23. T98G hiicrelerinde TMZ’ in 24, 48 ve 72. saatte sitotoksik etkisinin belirlenmesi (*p<0,05, **p<0,01).

4.1.1.4. TMZ’ in HUVEC Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin
Belirlenmesi

HUVEC hiicrelerinde TMZ’ in sitotoksik etkisi incelendiginde (Sekil 24),
24., 48. ve 72. saatte minimum doz (50 uM) uygulanan hiicrelerde canlilik oranlari
sirast ile % 103,2; % 101,0 ve % 102,3 iken, maksimum doz (1000 pM)
uygulandiginda canlilik oranmin % 79,7; % 84,1 ve % 76,1 azaldig1 ve bu azalisin
istatistiksel olarak anlamli oldugu analiz edildi (p<0,01). 24, 48 ve 72 saat siire ile

500 uM TMZ uygulanan HUVEC hiicrelerinde canlilik oranlar sirasi ile % 92,3; %
90,4 ve % 84,7 olarak belirlendi (p<0,01).
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Sekil 24. HUVEC hiicrelerinde TMZ’ in 24, 48 ve 72. saatte sitotoksik etkisinin belirlenmesi (*p<0,05, **p<0,01).

4.1.2. OL’ in Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

4.1.2.1. OL’ in US7MG Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

OL’ in U87MG hiicreleri tlizerindeki sitotoksik etkisi doza ve zamana bagl

olarak WST-1 analizi ile gergeklestirilerek elde edilen bulgular Sekil 25’de sunuldu.

U87MG hiicrelerinde OL’ in sitotoksik etkisi degerlendirildiginde, 24. saatte
minimum dozda (50 uM) canlilik oraninin % 95,4 oldugu analiz edilmesine ragmen,
maksimum doz (750 pM) uygulanan hiicrelerde canlilik oraninin % 45,4’ e azaldigi
belirlendi (p<0.01). 48. Saatte 50 pM uygulanan U87MG hiicrelerinde canlilik orani
% 99,6 iken, 750 uM OL uygulanan hiicrelerde canlilik oranin % 73,5’ e azaldig:
tespit edildi (p<0.01). 72. saat sonunda ise, minimum dozda canlilik oram1 %96,4
iken, maksimum dozda canlilik oraminin % 65,4° ¢ istatistiksel olarak anlamli
azaldig1 tespit edildi (p<0.01). 24, 48 ve 72 saat siire ile 250 uM ve 500 uM OL
uygulanan U87MG hiicrelerinde canlilik oranlar1 250 uM OL i¢in sirast ile % 75,5;

% 92,2; % 79,7 ve 500 uM igin sirasiyla % 49,1; % 75,9; % 67,5 olarak belirlendi
(p<0,01).

51



150 =

—eo— 24 saat
—a— 48 saat

—— 72 saat
100+ - 5

% Canlhihik

50+

0= T T T T T T T T T T T
Kontrol50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 750

OL Konsantrasyon (uM)

Sekil 25. U87MG hiicrelerinde OL’ in 24, 48 ve 72. saatte sitotoksik etkisinin belirlenmesi (*p<0,05, **p<0,01).

4.1.2.2. OL’ in U138MG Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

U138MG hiicrelerinde OL’ in sitotoksik etkisi analiz edildiginde (Sekil 26),
24. saatte minimum doz (50 uM) uygulanan hiicrelerde canlilik oran1 % 94,9 iken,
maksimum doz (750 pM) uygulanan hiicrelerde canlilik oraninin % 49,9’ e azaldigi
belirlendi. 48. saatte ve 72. saatte OL’ in sitotoksik etkisi degerlendirildiginde ise, 50
UM uygulanan U138MG hiicrelerinde canlilik orani sirasi ile % 106,2 ve % 100,7
iken, 750 uM OL uygulanan hiicrelerde canlilik oranin sirasi ile % 71,9 ve % 73,5 e
azaldig1 tespit edildi ve bu oranin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi
(p<0,01). 24, 48 ve 72 saat siire ile 250 uM ve 500 uM OL uygulanan U138MG
hiicrelerinde canlilik oranlar1 250 uM OL i¢in sirast ile % 74,8; % 86,4; % 83,4 ve
500 uM i¢in sirasiyla % 55,1; % 75,7 ve % 74,7 olarak belirlendi (p<0,01).
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Sekil 26. U138MG hiicrelerinde OL’ in 24, 48 ve 72. saatte sitotoksik etkisinin belirlenmesi (*p<0.05, **p<0.01).

4.1.2.3. OL’ in T98G Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

T98G hiicrelerinde OL’ in sitotoksik etkisi incelendiginde (Sekil 27), 24., 48.
ve 72. saatte minimum doz (50 uM) uygulanan hiicrelerde canlilik oranlar1 sirasi ile
% 99,7; % 107,8; % 109,5 iken, maksimum doz (750 uM) uygulandiginda canlilik
oraninin % 52,0; % 77,6 ve % 73,3 azaldig1 ve bu azalisin istatistiksel olarak anlamli
oldugu analiz edildi (p<0.01). 24 saat siire ile 250 uM ve 500 uM OL uygulanan

T98G hiicrelerinde canlilik oranlar1 250 pM OL ig¢in sirast ile % 77,9 ve 500 pM igin
sirastyla % 52,9 olarak belirlendi (p<0.01).
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Sekil 27. T98G hiicrelerinde OL’ in 24, 48 ve 72. saatte sitotoksik etkisinin belirlenmesi (*p<0.05, **p<0.01).

4.1.2.4. OL’ in HUVEC Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

HUVEC hiicrelerinde OL’ in sitotoksik etkisi degerlendirildiginde (Sekil 28),
24. saatte minimum doz (50 uM) uygulanan hiicrelerde canlilik oran1 % 97,4 iken,
maksimum doz (750 pM) uygulandiginda canlilik oraninin % 77,5 azaldig: belirlendi
(p<0.01). 48. saatte ise 50 pM OL uygulanan HUVEC hiicrelerinde canlilik oran1 %
95,4 iken, 750 uM OL uygulanan hiicrelerde canlilik oranin % 80,9 azaldig1 analiz
edildi (p<0.01). 72. saat sonunda ise minimum dozda canlilik oran1 % 109,8 iken,
maksimum dozda canlilik oraninin % 83,8’e azaldig tespit edildi (p<0.01). 24, 48 ve
72 saat siire ile 500 uM OL uygulanan HUVEC hiicrelerinde canlilik oranlari sirast
ile % 78,4; % 83,7 ve % 86,3 olarak belirlendi (p<0,01). 24 saat siire ile 250 uM ve
500 uM OL uygulanan HUVEC hiicrelerinde canlilik oranlar1 250 uM OL i¢in ile %
85,5 ve 500 uM i¢in % 78,4 olarak belirlendi (p<0,01).
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Sekil 28. HUVEC hiicrelerinde OL’ in 24, 48 ve 72. saatte sitotoksik etkisinin belirlenmesi (*p<0,05, **p<0,01).

4.1.3. OLE’ nin Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

4.1.3.1. OLE’ nin US7MG Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin
Belirlenmesi

OLE’ nin U87MG hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi doza ve zamana bagl
olarak WST-1 analizi belirlenerek elde edilen sonuglar Sekil 29’de sunuldu.
OLE’ nin 24. saatteki sitotoksik etkisi degerlendirildiginde, minimum doz (250
pg/mL) uygulanan U87MG hiicrelerinde canlilik oran1 %25,6 olarak belirlenmesine
ragmen, maksimum doz (2500 pg/mL) uygulanan hiicrelerde canlilik oraninin
%16,5 azaldig1 belirlendi (p<0,01). 48. saatte 250 pg/mL uygulanan US7MG
hiicrelerinde canlilik orani %28,2 iken, 2500 pg/mL OLE uygulanan hiicrelerde
canlilik oranin %19,6’a azaldig tespit edildi (p<0,01). 72. saat sonunda ise OLE’ nin
U87MG hiicrelerinde sitotoksik etkisi incelendiginde ise minimum dozda canlilik
orant %55,1 iken, maksimum dozda canlilik oraninin %23,4 istatistiksel olarak
anlamli azaldig1 tespit edildi (p<0,01). 24 saat siire ile 500 pg/mL, 1000 pg/mL ve
2000 pg/mL OLE uygulanan U87MG hiicrelerinde canlilik oranlari sirasi ile %22,5;
%20,9; %18,2 i¢in olarak belirlendi (p<0,01).
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Sekil 29. US7MG hiicrelerinde OLE’ nin 24, 48 ve 72. saatte sitotoksik etkisinin belirlenmesi (*p<0,05, **p<0,01).

4.1.3.2. OLE’ nin U138MG Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin
Belirlenmesi

OLE’ nin 24. saatteki sitotoksik etkisi degerlendirildiginde (Sekil 30),
minimum doz (250 pg/mL) uygulanan U138MG hiicrelerinde canlilik orant % 35,98
olarak belirlenmesine ragmen, maksimum doz (2500 pg/mL) uygulanan hiicrelerde
canhlik oranmin % 19,3’ ¢ azaldigi belirlendi (p<0,01). 48. saatte 250 ug/mL
uygulanan UI38MG hiicrelerinde canlilik oran1 % 36,2 iken, 2500 pg/mL OLE
uygulanan hiicrelerde ise canlilik oran1 % 28,1 oldugu tespit edildi (p<0.01). 72. saat
sonunda ise, OLE’ nin UI38MG hiicrelerinde sitotoksik etkisi incelendiginde
minimum dozda canlilik oran1 % 46,4 iken, maksimum dozda ise canlilik oraninin %
32,1 istatistiksel olarak anlamli azaldig: tespit edildi (p<0,01). 24 saat siire ile 500
pg/mL, 1000 pg/mL ve 2000 pg/mL OLE uygulanan U138MG hiicrelerinde canlilik
oranlari sirasi ile %26,3; %23.9; %19.19 olarak belirlendi (p<0,01).
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Sekil 25. U138MG hiicrelerinde OLE’ nin 24, 48 ve 72. saatte sitotoksik etkisinin belirlenmesi (*p<0,05, **p<0,01).

4.1.3.3. OLE’ nin T98G Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

OLE’ nin 24. saatteki sitotoksik etkisi degerlendirildiginde (Sekil 31),
minimum doz (250 pg/mL) uygulanan T98G hiicrelerinde canlilik oranm1 % 27,3
olarak belirlenmesine ragmen, maksimum doz (2500 pg/mL) uygulanan hiicrelerde
canlilik oranmin % 21,6 oldugu belirlendi (p<0,01). 48. saatte 250 pg/mL uygulanan
T98G hiicrelerinde canlilik oram1 % 35,7 iken, 2500 pg/mL OLE uygulandiginda
canlilik oranin % 22,8’e azaldig1 tespit edildi (p<0,01). 72. saat sonunda ise, OLE’
nin T98G hiicrelerinde sitotoksik etkisi incelendiginde minimum dozda canlilik orani
% 46,7 iken, maksimum dozda canlilik oraninin % 25,1 e istatistiksel olarak anlamli
azaldig1 tespit edildi (p<0,01). 24 saat siire ile 500 pg/mL 1000 pg/mL ve 2000

png/mL OLE uygulanan T98G hiicrelerinde canlilik oranlart siras ile %22,5; %18,3;
%21,0 olarak belirlendi (p<0,01).
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Sekil 31. T98G hiicrelerinde OLE’ nin 24, 48 ve 72. saatte sitotoksik etkisinin belirlenmesi (*p<0.05, **p<0.01).

4.1.3.4. OLE’ nin HUVEC Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin
Belirlenmesi

OLE’ nin 24. saatteki sitotoksik etkisi degerlendirildiginde (Sekil 32),
minimum doz (250 pg/mL) uygulanan HUVEC hiicrelerinde canlilik oran1 % 36,7
olarak belirlenmesine ragmen, maksimum doz (2500 pug/mL) uygulanan hiicrelerde
canlilik oraninin % 17,9’ a azaldigi1 belirlendi (p<0,01). 48. saatte 250 pg/mL
uygulanan HUVEC hiicrelerinde canlilik oram1 % 46,7 iken, 2500 pg/mL OLE
uygulandiginda canlilik oranin % 22,6° ya azaldig1 tespit edildi (p<0,01). 72. saat
sonunda ise, OLE’ nin HUVEC hiicrelerinde sitotoksik etkisi incelendiginde
minimum dozda canlilik oram1 % 43,1 iken, maksimum dozda canlilik oraninin %
23,8’ e istatistiksel olarak anlamli azaldig: tespit edildi (p<0.01). ). 24 saat siire ile
500 pg/mL, 1000 pg/mL ve 2000 pg/mL OLE uygulanan HUVEC hiicrelerinde
canlilik oranlar sirasi ile %33,4; %28,3; %19,5 olarak belirlendi (p<0.01).
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Sekil 32. HUVEC hiicrelerinde OLE’ nin 24, 48 ve 72. saatte sitotoksik etkisinin belirlenmesi (*p<0,05, **p<0,01).

4.1.4. TMZ, OL ve OLE’ nin Hiicre Hatlar1 Uzerinde Kombin Sitotoksik
Etkisinin Belirlenmesi

4.1.4.1. TMZ, OL ve OLE’ nin U87MG Hiicrelerinde Kombin Sitotoksik
Etkisinin Belirlenmesi

TMZ, OL ve OLE’ nin U87MG iizerinde kombin sitotoksik etkisi
degerlendirildiginde (Sekil 32), 1000 uM TMZ+500 pM OL uygulanan hiicrelerde
24. saatteki canlilik oran1 % 38,7 olarak belirlenmesine ragmen, 500 uM TMZ+

500ug/mL OLE uygulanan hiicrelerde canlilik oram1i % 36,6 olarak belirlendi
(p<0,01).
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1000uM TMZ+500ug/ml OLE
500uM TMZ+2000ng/ml OLE
250uM TMZ+2000pg/ml OLE
500uM TMZ+1000pug/ml OLE
250uM TMZ+1000ug/m OLE
500uM TMZ+500ug/ml OLE
250uM TMZ+500ug/ml OLE
1000uM TMZ+500uM OL
500uM TMZ+500uM OL
250uM TMZ+500uM OL
1000uM TMZ+250uM OL
500uM TMZ+250uM OL
250uM TMZ+250uM OL
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Sekil 32. U87MG hiicrelerinde TMZ, OL ve OLE’ nin 12 ve 24 saatte kombin sitotoksik etkisinin belirlenmesi (*p<0.05,
Kk
p<0.01).

4.1.4.2. TMZ, OL ve OLE’ nin U138MG Hiicrelerinde Kombin Sitotoksik
Etkisinin Belirlenmesi

TMZ, OL ve OLE’ nin UI38MG hiicrelerinde kombin sitotoksik etkisi
degerlendirildiginde (Sekil 33), 1000 uM TMZ+500 pM OL uygulanan hiicrelerde
24. saatteki canlilik oran1 % 63,1 olarak belirlenmesine ragmen, TMZ 500 puM+OLE
500pg/mL uygulanan hiicrelerde canlilik oran1 % 37,3 olarak belirlendi (p<0.01).

1000uM TMZ+500ug/ml OLE

500uM TMZ+2000ug/ml OLE

250uM TMZ+2000ug/ml OLE S 24 saat
500uM TMZ+1000pg/ml OLE
250uM TMZ+1000ug/m OLE
500uM TMZ+500ug/ml OLE
250uM TMZ+500ug/ml OLE
1000pM TMZ+500uM OL
500uM TMZ+500uM OL
250uM TMZ+500uM OL
1000pM TMZ+250uM OL
500uM TMZ+250uM OL
250uM TMZ+250uM OL
Kontrol
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Sekil 33. U138MG hiicrelerinde TMZ, OL ve OLE’ nin 12 ve 24 saatte kombin sitotoksik etkisinin belirlenmesi (*p<0,05,
**p<0,01).
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4.1.4.3. TMZ, OL ve OLE’ nin T98G Hiicrelerinde Kombin Sitotoksik EtKisinin
Belirlenmesi

TMZ, OL ve OLE’ nin T98G hiicrelerinde kombin sitotoksik etkisi
degerlendirildiginde (Sekil 34), 1000 uM TMZ+500 uM OL uygulanan hiicrelerde
24. saatteki canlilhik oran1t % 38,0 olarak belirlenmesine ragmen, 500 pM
TMZ+500pug/mL OLE uygulanan hiicrelerde canlilik oran1 % 19,8 olarak belirlendi
(p<0.01).

1000uM TMZ+500ug/ml OLE ; A
500uM TMZ+2000pg/ml OLE
250uM TMZ+2000ng/ml OLE @D 24 saat

500uM TMZ+1000pug/ml OLE
250uM TMZ+1000ug/m OLE
500uM TMZ+500ug/ml OLE
250uM TMZ+500ug/ml OLE
1000uM TMZ+500uM OL
500uM TMZ+500uM OL
250uM TMZ+500uM OL
1000uM TMZ+250uM OL
500uM TMZ+250uM OL
250uM TMZ+250uM OL
Kontrol

Konsantrasyon

Q (,JQ \QQ ‘@Q

% Canlhihk

Sekil 34. T98G hiicrelerinde TMZ, OL ve OLE’ nin 12 ve 24 saatte kombin sitotoksik etkisinin belirlenmesi (*p<0,05,
**p<0,01).

4.1.4.3. TMZ, OL ve OLE’ nin HUVEC Hiicrelerinde Kombin Sitotoksik
Etkisinin Belirlenmesi

TMZ, OL ve OLE’ nin HUVEC hiicrelerinde kombin sitotoksik etkisi
degerlendirildiginde (Sekil 34), 1000 uM TMZ + 500 uM OL uygulanan hiicrelerde
24. saatteki canlilik oram1 % 51,9 olarak belirlenmesine ragmen, 500 pM
TMZ+500pug/mL OLE uygulanan hiicrelerde canlilik orani1 % 53,8 olarak belirlendi
(p<0,01).
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1000uM TMZ+500ug/ml OLE

500uM TMZ+2000ug/ml OLE

250uM TMZ+2000ug/ml OLE ) 24 saat
500uM TMZ+1000pg/ml OLE
250uM TMZ+1000pg/m OLE
500uM TMZ+500ug/ml OLE
250uM TMZ+500ug/ml OLE
1000uM TMZ+500uM OL
500uM TMZ+500uM OL
250uM TMZ+500uM OL
1000uM TMZ+250uM OL
500uM TMZ+250uM OL
250uM TMZ+250uM OL
Kontrol

& 12 saat

Konsantrasyon

Q QDQ \QQ ;{')Q
% Canlihk

Sekil 34. HUVEC hiicrelerinde TMZ, OL ve OLE’ nin 12 ve 24 saatte kombin sitotoksik etkisinin belirlenmesi (*p<0,05,
**p<0,01).

4.2. Hiicrelerde Apoptotik Etkinin Belirlenmesi

4.2.1. TMZ’ in Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Apoptotik Etkisinin Belirlenmesi

4.2.1.1. TMZ’ in US7MG Hiicreleri Uzerindeki Apoptotik Etkisinin
Belirlenmesi

U87MG hiicreleri iizerindeki apoptotik etkinin belirlenmesi icin WST-1
sonucunda elde edilen veriler dogrultusunda 72. saat sonunda 250, 500, 1000 uM
TMZ’ in apoptotik etkisi Annexin V analizi ile degerlendirildi ve elde edilen veriler
Sekil 35’de sunuldu.

U87MG hiicrelerinde TMZ’ in apoptotik etkisi incelendiginde, kontrol grubu
ile karsilastirildiginda 250 pM TMZ uygulanan hiicrelerde erken apoptoz, geg
apoptoz ve nekroz oranlari sirasiyla %25,1; %3,11; %0,08 iken, 500 uM TMZ
uygulandiginda sirasiyla %26,75; %31,61 ve %0,91 olarak belirlendi. 1000 uM TMZ
uygulandiginda ise erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz oranlari sirastyla %26,1;
%57,55 ve %1,26 olarak analiz edildi.
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POPULATION PROFILE

APOPTOSIS PROFILE
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Sekil 35. U87MG hiicrelerinde TMZ’ in apoptotik etkisine ait Annexin V histogramlari. (a) Kontrol, (b) 250 uM, (¢)500 uM

ve (d) 1000 pM.
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4.2.1.2. TMZ’ in U138MG Hiicreleri Uzerindeki Apoptotik Etkisinin
Belirlenmesi

U138MG hiicrelerinde apoptotik etki 72 saat sonunda TMZ konsantrasyonlari
igin 250, 500, 1000 uM olacak sekilde analiz edilerek Sekil 36’da sunuldu. Kontrol

grubu ile karsilastirildiginda 250 uM TMZ uygulanan hiicrelerde erken apoptoz, geg
apoptoz ve nekroz oranlan sirasiyla %23,88; %3,03; %1,34 iken, 500 uM TMZ
uygulandiginda sirasiyla %4,31; %19,75 ve %16,27 olarak belirlendi. 1000 uM TMZ

uygulandiginda ise erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz oranlari sirastyla %48,30;

2018,64 ve %5,31 olarak analiz edildi.

a
a POPLULATION PROFILE a APOPTOSIS PROFILE
? Dead Late A pop./Dead
11.40 % 0.30 %
=
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] E
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& = 24
= = ]
:II =
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I
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a 1 - _ Earhr Apop.
o 2 3 4
Live AMMEXIM WV Agcptotic
b c
a APOPTOSIS PROFILE a APOPTOSIS PROFILE
i Dead Late Apop./Dead jDead Late Apop./Dead
1 3.03 % 19.75 %
34 2]
E ] =
—_ 1 —_
= 5] = 5]
= ] =2 3
= 1 = 1
14 - 14
= 23.88 % 159% 431 %
a 1 Live Earhky Apop. a 1 Liwe Earhly Apop.
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Liwe ANMMEXIMN W Apoptotic Live AMMEXIMN W Apoptotic
d a4 APCOPTOSIE PROFILE
jDead Late Apop./Dead

VIABILITY

18.64 %

48.30 %

0 1 g 3

Earhy Apop.
4

Apoptot

Live AMNMEXIM W

Sekil 36. U138MG hiicrelerinde TMZ’ in apoptotik etkisine ait Annexin V histogramlari. (a) Kontrol, (b) 250 p

ve (d) 1000 pM.
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4.2.1.3. TMZ’ in T98G Hiicreleri Uzerindeki Apoptotik Etkisinin Belirlenmesi

TMZ konsantrasyonlar1 i¢in 250, 500, 1000 uM olacak sekilde T98G
hiicrelerindeki apoptotik etki 72 saat sonunda analiz edilerek Sekil 37°de sunuldu.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 250 puM TMZ uygulanan hiicrelerde erken
apoptoz, gec apoptoz ve nekroz oranlar sirasiyla %2,5; %10,89; %3.07 iken, 500
uM TMZ uygulandiginda sirastyla %0,24; %21,39 ve %7,65 olarak belirlendi. 1000
uM TMZ uygulandiginda ise erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz oranlari sirasiyla

%2,15; %34,77 ve %22,58 olarak analiz edildi.

a
4 FPOPULATION PROFILE a4 APOPTOSIS PROFILE
jDead Late Apop./Dead
11.79 % 313 %
=
i E 24
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= ] F_— ]
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D_ s Earhy Apop.
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b C
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= = S
1—5 E 1"-“
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0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
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33
—
@ 29 .
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= ut
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1 = Early Apop.
0 r T r
o 1 2 3 4

AMMEXIM W Apoptotic
Sekil 37. T98 hiicrelerinde TMZ’ in apoptotik etkisine ait Annexin V histogramlari. (a) Kontrol, (b) 250 uM, (¢)500 uM ve (d)

1000 pM.
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4.2.1.4. TMZ’ in HUVEC Hiicreleri Uzerindeki Apoptotik Etkisinin
Belirlenmesi

HUVEC hiicrelerinde apoptotik etki 250, 500, 1000 pM TMZ
konsantrasyonlarinda 72 saat sonunda analiz edilerek Sekil 38’te sunuldu. Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda 250 uM TMZ uygulanan hiicrelerde erken apoptoz, geg
apoptoz ve nekroz oranlart sirasiyla %6,99; %3.9; %1,21 iken, 500 uM TMZ
uygulandiginda sirasiyla %8,56; %5,81 ve %]1,22 olarak belirlendi. 1000 uM TMZ
uygulandiginda ise erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz oranlart sirasiyla %14,58,

29,9 ve %1,56 olarak analiz edildi.
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a4 POPLULATION PROFILE a4 APOPTOSIS PROFILE
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Sekil 38. HUVEC hiicrelerinde TMZ’ in apoptotik etkisine ait Annexin V histogramlari. (a) Kontrol, (b) 250 pM, (¢)500 uM
ve (d) 1000 pM.
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4.2.2. OL’ in Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Apoptotik Etkisinin Belirlenmesi
4.2.2.1. OL’ in US7MG Hiicreleri Uzerindeki Apoptotik Etkisinin Belirlenmesi

U87MG hiicreleri tiizerindeki apoptotik etkinin belirlenmesi igin WST-1
sonucunda elde edilen veriler dogrultusunda 24. saat sonunda 250, 500, 750 uM OL’
in apoptotik etkisi Annexin V analizi ile degerlendirildi ve elde edilen veriler Sekil

39’da sunuldu.

U87MG hiicrelerinde 250, 500 ve 750 uM OL’ in apoptotik etkisi
incelendiginde, kontrol grubu ile karsilastirildiginda 250 pM OL uygulanan
hiicrelerde erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz oranlari sirastyla %6,94; %14,71;
%0 iken, 500 pM OL uygulandiginda sirasiyla %20,13; %23,01 ve %0,44 olarak
belirlendi. 750 uM OL uygulandiginda ise erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz
oranlari sirasiyla %19,29; %25,72 ve %0,22 olarak analiz edildi.
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CELL SIZE INDEX

VIABILITY

Sekil 39. US7MG hiicrelerinde OL’ in apoptotik etkisine ait Annexin V histogramlari. (a) Kontrol, (b) 250 uM, (¢)500 uM ve

(d) 750 pM.
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4.2.2.2. OL’ in U138MG Hiicreleri Uzerindeki Apoptotik Etkisinin Belirlenmesi

OL’ in 24. saat sonunda 250, 500, 750 uM OL konsantrasyonu olacak sekilde
U138MG hiicrelerindeki apoptotik etkisi Sekil 40°de sunuldu. Kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 250 uM OL uygulanan hiicrelerde erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve
nekroz oranlar1 sirasiyla %15,01; %38,99; %6,27 iken, 500 uM OL uygulandiginda
strastyla %37,38; %8,25 ve %2,12 olarak belirlendi. 750 uM OL uygulandiginda ise
erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz oranlari sirasiyla %42,09; %7,20 ve %3,35

olarak analiz edildi.

Sekil 40. U138MG hiicrelerinde OL’ in apoptotik etkisine ait Annexin V histogramlari. (a) Kontrol, (b) 250 uM, (c)500 uM ve

(d) 750 pM.

a
4 POPULATION PROFILE 4 APOPTOSIS PROFILE
- Dread Late Apop./Dead
11.31 % 0.51 %
i 34
[ E
= =
T 2 2
w =
- =
i
[
1.18 %
] Earhy Apop.
0 1 > 3 4
Live ARMEXIMN Y Apoptotic
o] c
a APOPTOSIS PROFILE a APOPTOSIS PROFILE
jDead Late &pop./Dead jDead Late Apop./Dead
] 8.99 % Jz12 % 825 %
34 34
E E
| |
o 23 m 29
= E = E
= ] = ]
‘1—E E
E 15.01 % E 37.38 %
U_ Earhy Apop. U_ Early A pop.
o 2 3 4 0 1 b 3 4
Live AMMEXIM W Apoptotic Live AMMEXIMN WV Apoptotic
4 APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead
13.35 7.20 %
=
=
o
=
=
42.09 %
Earhy Apop.

69




4.2.2.3. OL’ in T98G Hiicreleri Uzerindeki Apoptotik Etkisinin Belirlenmesi

OL’ in 24. saat sonunda 250, 500, 750 uM konsantrasyonlarinin T98G
hiicrelerindeki iizerinde olusturdugu apoptotik etki Sekil 41’de sunuldu. Kontrol
grubu ile karsilastirildiginda 250 uM OL uygulanan hiicrelerde erken apoptoz, geg
apoptoz ve nekroz oranlarn sirasiyla %2,12; %31,60, %4,17 iken, 500 uM OL
uygulandiginda sirastyla %10,74; %39,12 ve %8,54 olarak belirlendi. 750 uM OL
uygulandiginda ise erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz oranlari sirastyla %7,62;

%27,73 ve %6,64 olarak analiz edildi.

a
4 POPULATION PROFILE a4 APOPTOSIS PROFILE
? Dead Late Apop./Dead
11.75 % 2.90 %
P
[ 34 .
=1 E et
= P ] :
Ll — 1
| & 24
o3 = E
- - ]
& 13
1= 1.84 %
Q : : : o [ . EarltyApu p.
] 1 2 3 4 o 1 2 3 4
Live ARMEXIMN WV Apoptotic Live AMMEXIMN W Apoptatic
b C
4 APOPTOSIS PROFILE a APOPTOSIS PROFILE
Dead Late Apop./Dead ? Dead Late Apop./Dead
1417 % 31.80 % 18.54 % 3912 %
34 ’ 24 :
E =
= |
2 2
= ] = ]
14 14 :
] ) 212 % 14138097 E 10.74 %
o 1L Earhy Apop. o 1Liwve = 27 Earhy Apop.
0 1 2 3 4 0 1 2 3 H
Live AMMEXIMN W Apoptotic Live AMMEXIM W Apoptatic
d a4 APOPTOSIS PROFILE
jDead Late &pop./Dead
15684 % 2773 %
33
£ ]
|
o 29
= E
=]
14
R 7.82 %
L'_I_ Liwe - Early Apop.

0 1 2 3 4
Live AMMEXIMN WV Apoptotic

Sekil 41. T98G hiicrelerinde OL’ in apoptotik etkisine ait Annexin V histogramlar1. (a) Kontrol, (b) 250 uM, (c)500 uM ve (d)
750 uM.
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4.2.2.4. OL’ in HUVEC Hiicreleri Uzerindeki Apoptotik Etkisinin Belirlenmesi

24. saat sonunda 250, 500, 750 uM OL’nin HUVEC hiicrelerindeki apoptotik
etkisi Sekil 42’de sunuldu. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 250 pM OL
uygulanan hiicrelerde erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz oranlari sirasiyla %1,82;
%4,86, %4,66 iken, 500 uM OL uygulandiginda sirasiyla %1,22; %5,88 ve %9,94
olarak belirlendi. 750 uM OL uygulandiginda ise erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve
nekroz oranlari sirastyla %1,69; %8,15 ve %12,64 olarak analiz edildi.
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Sekil 42. HUVEC hiicrelerinde OL’ in apoptotik etkisine ait Annexin V histogramlari. (a) Kontrol, (b) 250 uM, (c)500 pM ve
(d) 750 uM.
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4.2.3. OLE’ nin Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Apoptotik Etkisinin Belirlenmesi

4.2.3.1. OLE’ nin US7MG Hiicreleri Uzerindeki Apoptotik Etkisinin
Belirlenmesi

U87MG hiicreleri iizerindeki apoptotik etkinin belirlenmesi igin WST-1
sonucunda elde edilen veriler dogrultusunda 24. saat sonunda 500, 1000, 2000 pg/ml
OLE’ nin apoptotik etkisi Annexin V analizi ile degerlendirildi ve elde edilen veriler

Sekil 43’da sunuldu.

U87MG hiicrelerinde 500, 1000, 2000 pg/ml OLE’ nin apoptotik etkisi
incelendiginde, kontrol grubu ile karsilastirildiginda 500 pg/ml OLE uygulanan
hiicrelerde erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz oranlari sirastyla %0,76; %24,62,
%60,27 iken, 1000 pg/ml OLE uygulandiginda sirasiyla %0,53; %7,40 ve %74,24
olarak belirlendi. 2000 pg/ml OLE uygulandiginda ise erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve
nekroz oranlari sirastyla %0,42; %6,90 ve %72,34 olarak analiz edildi.
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Sekil 43. U87 hiicrelerinde OLE’ nin apoptotik etkisine ait Annexin V histogramlari. (a) Kontrol, (b) 500 pg/ml, (c)1000
pg/ml ve (d) 2000 pg/ml.
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4.2.3.2. OLE’ nin U138MG Hiicreleri Uzerindeki Apoptotik Etkisinin
Belirlenmesi

500, 1000, 2000 pg/ml OLE’ nin U138MG hiicrelerindeki 24 saatteki
apoptotik etkisi Sekil 41°de sunuldu. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 500 pg/ml
OLE uygulanan hiicrelerde erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz oranlari sirasiyla
%0; %8,35; %88.45 iken, 1000 pg/ml OLE uygulandiginda sirasiyla %0; %4,17 ve
%90,76 olarak belirlendi. 2000 pg/ml OLE uygulandiginda ise erken apoptoz, geg

apoptoz ve nekroz oranlari sirasiyla %0; %1,64 ve %92,61 olarak analiz edildi.
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Sekil 44. U138 hiicrelerinde OLE’ nin apoptotik etkisine ait Annexin V histogramlari. (a) Kontrol, (b) 500 pg/ml, (c)1000

pg/ml ve (d) 2000 pg/ml.
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4.2.3.3. OLE’ nin T98G Hiicreleri Uzerindeki Apoptotik Etkisinin Belirlenmesi

24. saat sonunda 500, 1000, 2000 pg/ml OLE’ nin T98G hiicrelerindeki
apoptotik etkisi Sekil 45°de sunuldu. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 500 pg/ml
OLE uygulanan hiicrelerde erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz oranlari sirasiyla
%0; %0,19; %98,60 iken, 1000 pg/ml OLE uygulandiginda sirasiyla %0; %0 ve
%81,13 olarak belirlendi. 2000 ug/ml OLE uygulandiginda ise erken apoptoz, ge¢

apoptoz ve nekroz oranlari sirasiyla %0; %0 ve %69,99 olarak analiz edildi.
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Sekil 45. T98 hiicrelerinde OLE’ nin apoptotik etkisine ait Annexin V histogramlari. (a) Kontrol, (b) 500 pg/ml, (¢)1000 pg/ml
ve (d) 2000 pg/ml.
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4.2.3.4. OLE’ nin HUVEC Hiicreleri Uzerindeki Apoptotik Etkisinin

Belirlenmesi

HUVEC hiicrelerinde apoptotik etki 24 saat sonunda OLE konsantrasyonlari
icin 500, 1000, 2000 pg/ml olacak sekilde analiz edilerek Sekil 46’te sunuldu.
Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 500 pg/ml OLE uygulanan hiicrelerde erken
apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz oranlart sirastyla %0; %0,37; %94,46 iken, 1000
pg/ml OLE uygulandiginda sirastyla %0; %3.,73 ve %92,48 olarak belirlendi. 2000

ug/ml OLE uygulandiginda ise erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz oranlari

strastyla %0; %14,65 ve %83,65 olarak analiz edildi.
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Sekil 46. HUVEC hiicrelerinde OLE’ nin apoptotik etkisine ait Annexin V histogramlar1. (a) Kontrol, (b) 500 pg/ml, (c)1000

pg/ml ve (d) 2000 pg/ml.
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4.2.4. TMZ, OL ve OLE’ nin Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Kombin Apoptotik
Etkisinin Belirlenmesi

4.2.4.1. TMZ, OL ve OLE’ nin U87MG Uzerindeki Kombin Apoptotik Etkisinin

Belirlenmesi

U87MG hiicrelerinde kombin apoptotik etkisi 24 saat sonunda 1000 uM TMZ
+500 uM OL ve 500 uM TMZ+500 pg/ml OLE olacak sekilde analiz edilerek, elde

edilen bulgular Sekil 47°te sunuldu. Kontrol grubu ile karsilagtirildiginda 1000 pM

TMZ+500 uM OL uygulanan hiicrelerde erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz
oranlart sirasiyla %0; %12,60; %64,59 iken, 500 uM TMZ +500 pg/ml OLE
uygulandiginda sirasiyla %0,12; %33,37 ve %65,08 olarak belirlendi.

QD

CELL SIZE INDEX

VIABILITY

Sekil 47. U87 hiicrelerinde TMZ, OL ve OLE’ nin kombin apoptotik etkisine ait Annexin V histogramlari. (a) Kontrol,
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1000 uM TMZ+500 uM OL, (c) 500 uM TMZ+500 pg/ml OLE.
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4.2.4.2. TMZ, OL ve OLE’ nin U138MG Uzerindeki Kombin Apoptotik
Etkisinin Belirlenmesi

U138MG hiicrelerinde kombin apoptotik etkisi 24 saat sonunda 1000 pM
TMZ+500 uM OL ve 500 uM TMZ+500 pg/ml OLE olacak sekilde analiz edilerek,
elde edilen bulgular Sekil 48’te sunuldu. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 1000
uM TMZ+500 uM OL uygulanan hiicrelerde erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz
oranlar1 sirasiyla %49,58; %9,60; %4,38 iken, 500 uM TMZ +500 pg/mL OLE
uygulandiginda sirastyla %0,05; %2,70 ve %94,75 olarak belirlendi.
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Sekil 48. U138 hiicrelerinde TMZ, OL ve OLE’ nin kombin apoptotik etkisine ait Annexin V histogramlari. (a) Kontrol, (b)
1000 uM TMZ+500 pM OL, (c) 500 uM TMZ+500 pg/ml OLE.
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4.2.4.3. TMZ, OL ve OLE’ nin U138MG Uzerindeki Kombin Apoptotik
Etkisinin Belirlenmesi

T98G hiicrelerinde kombin apoptotik etkisi 24 saat sonunda 1000 uM
TMZ+500 uM OL ve 500 uM TMZ+500 pg/ml OLE olacak sekilde analiz edilerek,
elde edilen bulgular Sekil 49’da sunuldu. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 1000
uM TMZ+500 uM OL uygulanan hiicrelerde erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz
oranlar1 sirastyla %4,21; %65,08; %6,59 iken, 500 uM TMZ+500 pg/ml OLE
uygulandiginda sirastyla %0,04; %0,21 ve %85,59 olarak belirlendi.
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Sekil 49. T98 hiicrelerinde TMZ, OL ve OLE’ nin kombin apoptotik etkisine ait Annexin V histogramlari. (a) Kontrol, (b)
1000 uM TMZ+500 pM OL, (c) 500 uM TMZ+ 500 pg/ml OLE.
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4.2.4.4. TMZ, OL ve OLE’ nin Kombin Olarak U138MG Uzerindeki
Apoptotoik Etkisinin Belirlenmesi

HUVEC hiicrelerinde kombin apoptotik etkisi 24 saat sonunda 1000 pM
TMZ+500 uM OL ve 500 uM TMZ+500 pg/ml OLE olacak sekilde analiz edilerek,
elde edilen bulgular Sekil 50°de sunuldu. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 1000
uM TMZ +500 uM OL uygulanan hiicrelerde erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz
oranlar1 sirasiyla %12,01; %5,48; %11,23 iken, 500 uM TMZ+500 pg/ml OLE
uygulandiginda sirastyla %0,57; %1,42 ve %68,70 olarak belirlendi.
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Sekil 50. HUVEC hiicrelerinde TMZ, OL ve OLE’ nin kombin apoptotik etkisine ait Annexin V histogramlari. (a) Kontrol, (b)

1000 pM TMZ+500 uM OL, (c) 500 uM TMZ+500 pg/ml OLE,
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4.3. Hiicrelerde Meydana Gelen Morfolojik Degisimlerin Belirlenmesi

4.3.1.TMZ’ in US7TMG, U138MG, T98G ve HUVEC Hiicrelerindeki Neden
Oldugu Morfolojik Degisimlerin Belirlenmesi

TMZ’ in U87MG, UI38MG, T98G ve HUVEC hiicreleri tzerindeki
apoptotik etkisi WST-1 testi sonuglart dogrultusunda 72 saat siire ile 250, 500, 1000
uM TMZ igin akridin oranj (AO) ve etidyum bromiir (EB) boyamasi ile analiz
edilerek elde edilen goriintiiler Sekil 48 ve 49’da sunuldu. Boyama sonucunda yesil
floresan boya ile boyanan hiicreler saglikli hiicreleri ve kirmizi floresan boya ile

boyanan hiicreler nekrotik hiicreleri géstermektedir.

US7MG hiicrelerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda, TMZ’ in
uygulanan konsantrasyonu arttik¢a hiicrelerin daha oval morfolojik bir yapiya sahip
olarak hem AO hem de EB ile boyanan hiicrelerin arttif1 goriintiilendi. 1000 uM
TMZ uygulanan hiicrelerde belirgin bir sekilde ge¢ apoptozun karakteristik
ozelliklerinden olan niikleus parcalanmasi, kromatin yogunlagsmasi ve apoptotik

cisimcikler gbzlemlendi (Sekil 51).

U138MG hiicrelerin genel morfolojik yapilar1 incelendiginde U887MG
hiicrelerine gore daha igsi yapiya sahip olduklari goriintilendi. 250 yM TMZ
uygulanan U138MG hiicrelerinde ge¢ evre apoptotik hiicrelerin yani sira anafaz ve
metafaz evresinde olan boliinen hiicreler gézlemlendi. Ancak TMZ’ in uygulanan
konsantrasyonu arttik¢a Ozellikle 1000 uM TMZ uygulanan hiicrelerde belirgin

sekilde niikleus parcalanmasi gozlemlendi (Sekil 51).

T98G hiicrelerinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda, TMZ’ in uygulanan
konsantrasyonu arttikca hiicrelerde belirgin seviyede niikleus parcalanmasi ve
kromatin yogunlasmasi1 gozlemlendi ve ayrica nekrotik oliim belirlendi. Ayrica,
US7MG hiicrelerine gore T98G hiicreleri TMZ’ ye daha direngli olduklarindan
dolay1 hiicrelerde daha az oranda ge¢ apoptotik hiicre goriintiilendi. Sonug olarak,

TMZ uygulanan U87MG, UI138MG ve T98G hiicrelerinde TMZ’ in artan
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konsantrasyonuna bagli olarak ge¢ evre apoptotik hiicre miktarinda artis ve niikleus

pargalanmasi belirlendi (Sekil 52).

HUVEC hiicrelerinde ise kontrol grubu ile karsilastirildiginda, TMZ’ in artan
konsantrasyonuna bagli olarak hiicrelerde hasarin arttig1 ve 6zellikle 1000 uM TMZ
uygulanan hiicrelerde EB ile boyanan nekrotik hiicreler ve bazi hiicrelerde niikleus

parcalanmasi gézlemlendi (Sekil 52).
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Us7TMG U138MG

Sekil 51. Farkli konsantrasyonlarda TMZ’ in U87MG ve UI38MG hiicrelerinde neden oldugu morfolojik degisimlerin
belirlenmesi (A) Kontrol, (B) 250 uM, (C) 500 uM, (D )1000 uM TMZ.



Sekil 52. Farkli konsantrasyonlarda TMZ’ in T98G ve HUVEC hiicrelerinde neden oldugu morfolojik degisimlerin belirlenmesi
(A) Kontrol, (B) 250 uM, (C) 500 pM, (D )1000 pM TMZ.
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4.3.2.0L’ in US7MG, U138MG, T98G ve HUVEC Hiicrelerindeki Neden
Oldugu Morfolojik Degisimlerin Belirlenmesi

OL’ in U87MG, U138MG, T98G ve HUVEC hiicreleri iizerindeki apoptotik
etkisi WST-1 testi sonuglart dogrultusunda 24 saat siire ile 250, 500, 750 uM OL igin
akridin oranj (AO) ve etidyum bromiir (EB) boyamasi ile analiz edilerek elde edilen
goriintiiler Sekil 53 ve 54°te sunuldu.

U87MG hiicrelerinde kontrol gurubu ile karsilastirildiginda, 250 ve 500 uM
OL uygulanan hiicrelerde AO ve EB ile boyanan turuncu niikleusa sahip ge¢ evre
apoptotik hiicreler ve hiicrelerde niiklear par¢alanma ve kromatin yogunlagmasi
gozlemlenmesine ragmen, 750 uM OL uygulanan hiicrelerde ge¢ evre apoptotik

hiicreler ve az oranda EB ile boyanan nekrotik hiicreler de goriintiilendi (Sekil 50).

U138MG hiicrelerinde kontrol gurubu ile karsilastirildiginda, 6zellikle 250
uM OL uygulanan hiicrelerde niiklear pargalanma gozlemlenmesine ragmen, OL’ in
uygulanan konsantrasyonu artik¢a ge¢ ve erken evre apoptotik hiicrelerin yani sira
metafaz ve anafaz evresinde boéliinen hiicreler goriintiilendi. OL’ in U887TMG
hiicrelerinde U138MG hiicrelerine gore daha fazla ge¢ apoptotik 6liime neden

oldugu ve hiicrelerin daha oval bir morfolojiye sahip oldugu belirlendi (Sekil 53).

T98G hiicrelerinde kontrol gurubu ile karsilastirildiginda, OL uygulanan
U138MG hiicrelerinde belirlendigi gibi 6zellikle 250 ve 500 uM OL uygulanan
hiicrelerde niiklear par¢alanma ve kromatin yogunlasmasi gézlemlendi. Ayrica, 500
ve 750 uM OL uygulanan T98G hiicrelerinde ge¢ evre apoptotik hiicrelerin yani sira
metafaz ve anafaz evresinde hiicreler de goriintiilendi ve genel olarak T98

hiicrelerinin hiicre membran biitiinliigiiniin korundugu gézlemlendi (Sekil 54).

HUVEC hiicrelerinde kontrol gurubu ile karsilastirildiginda, OL’ in artan

konsantrasyonuna bagli olarak EB ile boyanmis nekrotik hiicrelerin yani sira
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hiicrelerin daha oval bir morfolojiye sahip oldugu ve hiicrelerde hasara bagli olarak

vakuol olusumlar1 ve kromatin yogunlagsmasi goézlemlendi (Sekil 54).

Us7TMG U138MG

Sekil 53. Farkli konsantrasyonlarda OL’ in U87MG ve U138MG hiicrelerinde neden oldugu morfolojik degisimlerin
belirlenmesi (A) Kontrol, (B) 250 uM, (C) 500 pM, (D )750 uM OL.
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T98G HUVEC

Sekil 54. Farkli konsantrasyonlarda OL’ in T98G ve HUVEC hiicrelerinde neden oldugu morfolojik degisimlerin belirlenmesi
(A) Kontrol, (B) 250 uM, (C) 500 uM, (D )750 uM OL.
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4.3.3.0LE’ nin US7TMG, U138MG, T98G ve HUVEC Hiicrelerindeki Neden
Oldugu Morfolojik Degisimlerin Belirlenmesi

OLE’ nin U87MG, U138MG, T98G ve HUVEC hiicreleri tizerindeki
apoptotik etkisi WST-1 testi sonuglar1 dogrultusunda 24 saat siire ile 500, 1000, 2000
ng/ml i¢in akridin oranj (AO) ve etidyum bromiir (EB) boyamas: ile analiz edilerek
elde edilen goriintiiler Sekil 55 ve 56’da sunuldu.

U87MG hiicrelerinde kontrol gurubu ile karsilastirildiginda, 500 ve
1000pg/ml OLE uygulanan hiicrelerin membran biitiinliigii korunmasina ragmen,
hiicrelerde kromatin yogunlagmasi, niiklear par¢alanma ve ge¢ evre apoptotik
hiicreler gozlemlendi. Ancak 2000 pg/ml OLE uygulanan hiicrelerde, hiicre
membran biitlinliigiiniin bozuldugu ve ayrica EB ile boyanan yuvarlak yapida ¢ok

sayida nekrotik hiicre goriintiilendi (Sekil 55).

U138MG hiicrelerinde kontrol gurubu ile karsilastirildiginda, 6zellikle 500
uM OLE uygulanan hiicrelerin daha oval bir morfolojiye sahip oldugu ve niikleusta
kromatin yogunlasmasi ve bazi hiicrelerde niiklear par¢alanma goriintiilendi. Ancak
OLE’ nin artan konsantrasyonuna bagl olarak EB ile boyanmis nekrotik hiicrelerin
arttig1 gozlemlendi. OLE’ nin U138MG hiicrelerinde U87 hiicrelerine gore daha
fazla nekrotik 6liime neden oldugu belirlendi (Sekil 55).

T98G hiicrelerinde kontrol gurubu ile karsilastirildiginda, OLE’ nin artan
konsantrasyonuna bagli olarak hiicrelerde kromatin yogunlagsmast ve niiklear
fragmentasyon gozlemlendi. Ancak US7MG ve U138MG hiicrelerine gore daha az
oranda nekrotik hiicre belirlendi (Sekil 56).

HUVEC hiicrelerinde kontrol gurubu ile karsilastirildiginda ise, OLE’ nin
neden oldugu hasara bagl olarak 500 ve 1000 pg/ml OLE uygulanan hiicrelerde
membran biitiinliigiiniin bozuldugu ve ayrica niikleusta kromatin yogunlagmasi ve
apoptotik cisimcikler goriintiilendi. 2000 png/mLlI OLE uygulanan hiicrelerde ise EB
ile boyanmis yuvarlak yapida nekrotik hiicreler gézlemlendi (Sekil 56).
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U87TMG U138M

Sekil 55. Farkli konsantrasyonlarda OLE’ nin U87MG ve U138MG hiicrelerinde neden oldugu morfolojik degisimlerin
belirlenmesi (A) Kontrol, (B) 500 pg/ml, (C) 1000 pg/ml, (D) 2000 pg/ml OLE.
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Sekil 56. Farkli konsantrasyonlarda OLE’ nin T98G ve HUVEC hiicrelerinde neden oldugu morfolojik degisimlerin
belirlenmesi (A) Kontrol, (B) 500 pg/ml, (C) 1000 pg/ml, (D) 2000 pg/ml OLE.
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4.3.4. TMZ, OL ve OLE’ nin Kombin Olarak U87MG, U138MG, T98G ve
HUVEC Hiicrelerindeki Neden Oldugu Morfolojik Degisimlerin Belirlenmesi

TMZ, OL ve OLE’ nin kombin etkisinin U87MG, U138MG, T98G ve
HUVEC hiicreleri tizerindeki apoptotik etkisi WST-1 testi sonuglar1 dogrultusunda
24 saat siire ile 1000 uM TMZ + 500 uM OL ve 500 uM TMZ +500png/ml OLE ig¢in
akridin oranj (AO) ve etidyum bromiir (EB) boyamasi ile analiz edilerek elde edilen

gorlntiiler Sekil 57 ve 58’de sunuldu.

1000 uM TMZ + 500 uM OL uygulanan U87MG, U138MG ve T98G
hiicrelerinde niiklear pargalanma, kromatin yogunlasmasi ve apoptotik cisimcikler
goriintiilenmesine ragmen, kombin etkinin en fazla US7MG ve T98G hiicrelerinde
gec apoptotik Oliime neden oldugu goriintiilendi. Ayrica, UI38MG ve T98G
hiicrelerinde EB ile boyanan nekrotik hiicreler gézlemlendi. HUVEC hiicrelerinde
ise hasara bagli olarak daha oval morfolojiye sahip hiicrelerin yani sira hiicrelerde

kromatin yogunlasmasi belirlendi (Sekil 57, 58).

500 uM TMZ + 500pg/ml OLE uygulanan US7MG, U138MG, T98G ve
HUVEC hiicrelerinde 6zellikle OLE’ nin toksik etkisinden dolayr EB ile boyanmis

nekrotik 6lim gozlemlendi.

Sonug olarak, 1000 uM TMZ + 500 uM OL uygulanan U87MG, U138MG ve
T98G hiicrelerinde tek ajan olarak TMZ ve OL’ e gore niiklear par¢alanmanin daha
az oldugu belirlenmesine ragmen, 500 uM TMZ + 500pg/ml OLE uygulanan
hiicrelerde OLE’ nin etkisinden dolay1 hiicrelerde ge¢ apoptotik 6liim yerine nekrotik
olim belirlenmistir. Ayrica, 500 uM TMZ + 500pug/ml OLE uygulanan HUVEC
hiicrelerinde yalnizca OL uygulanan HUVEC hiicrelerine gére OLE’ nin toksik

etkisinden dolay1 nekrotik 6liim gbzlemlenmistir.
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U87TMG U138MG

Sekil 57. TMZ, OL ve OLE’ nin kombin etkisinin U§7MG ve U138MG hiicrelerinde neden oldugu morfolojik degisimlerin
belirlenmesi (A) Kontrol, (B) 1000 uM TMZ + 500 uM OL, (C) 500 uM TMZ + 500 pg/ml OLE .
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Sekil 58. TMZ, OL ve OLE’ nin kombin etkisinin T98G ve HUVEC hiicrelerinde neden oldugu morfolojik degisimlerin
belirlenmesi (A) Kontrol, (B) 1000 uM TMZ + 500 uM OL, (C) 500 uM TMZ + 500 pg/ml OLE.

4.4. Apoptoz ve Nekroz Mekanizmalarinda Rol Alan Genlerin mRNA
Diizeyinde Degisikliklerin Belirlenmesi

4.4.1. TMZ’ in USTMG, U138MG, T98G ve HUVEC Hiicrelerinde Nekroz ve
Apoptoz Mekanizmalarinda Rol Alan Genlerde mRNA Diizeyinde Etkisinin
Belirlenmesi

TMZ’ in U87TMG, U138MG, T98G ve HUVEC hiicrelerinde apoptoz ve
nekroz ile iligkili CASP3, CASP8, CASP9, AIFM1, TP53, BID, BAK1, BCL2L11,
BCL2, BCL2L1, BAX, CFLAR, FAS, FADD, TNF, TNFRSF1A, PARP1, RIPK1 ve
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RIPK3 genlerinde mRNA ekspresyon seviyesinde etkisinin belirlenmesi amaci ile
gerceklestirilen istatistiksel analizler sonucunda elde edilen bulgular Tablo 13-16°da

sunuldu.

500 uM TMZ uygulanan U87MG hiicrelerinde TP53, BCL2, BCL2L1, RIPK1
genlerinin ekspresyon seviyelerinde sirasiyla 2,98; 2,18; 3,22; 2,92 kat artis
belirlenmesi ile birlikte TNFRS1A gen ekspresyon seviyesinde 0,33 kat azalis analiz
edildi (Sekil 56). 1000 uM TMZ uygulandiginda ise CASP9, TP53, BCL2, BCL2L1,
BAX, RIPK1 genlerinin ekspresyon seviyelerinde sirasiyla 2,14; 5,74; 2,9; 4,15; 2,21;
4,72 kat artig1 belirlendi (p<0,05) (Sekil 59).

500 uM TMZ uygulanan U138MG hiicrelerinde TP53, BCL2L1, RIPK1
genlerinin ekspresyon seviyeleri 3,02; 3,47; 2,13 kat artarken, BCL2L11 gen
ekspresyon seviyesinin 0,38 kat azaldigr goriildi (p<0,05). 1000 uM TMZ
uygulandiginda ise, CASP3, BCL2L11, CFLAR, RIPK1 genlerinin ekspresyon
seviyelerinde sirastyla 2,74; 2,02; 2,57; 3,27 kat artig belirlenmis olup TNFRS1A
geninin ekspresyon seviyesi 0,56 kat azaldi. (p<0,05) (Sekil 59).
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Tablo 13. U87MG hiicrelerinde 500 pM ve 1000 pM TMZ’ in 72 saatte apoptoz ve nekroz ile iliskili genlerin mRNA

seviyesinde etkisi

Muamelesiz grup TMZ 500 pM TMZ 1000 pM
2N-AACt 2N-AACt  Kat degisimi p 2N-AACt  Kat degisimi p

ACTB 1 1 1 0 1 1 0

CASP3 0,003773 0,006754 1,7901 0,040494  0,008749 2,3187 0,084803
CASP8 0,001565 0,001612 1,0305 0,937247  0,00268 1,7132 0,045879
CASP9 0,000374 0,000424 1,1329 0,809761  0,000802 2,1435 0,044391
AIFM1 0,001861 0,001597 0,8586 0,290617  0,002644 1,4208 0,130567
TP53 0,003002 0,008953 2,9828 0,018437 0,017257 5,7491 0,005391
BID 0,007357 0,007025 0,9548 0,684163  0,008549 1,162 0,644232
BAK1 0,000487 0,00046 0,9439 0,662888  0,00087 1,7859 0,089908
BCL2L11 0,00149 0,001532 1,0281 0,7807  0,002926 1,9634 0,21339%4
BCL2 0,000107 0,000233 2,1835 0,036935  0,00031 2,9012 0,043233
BCL2L1 0,001732 0,005588 3,2266 0,000594  0,007189 4,1506 0,012151
BAX 0,003058 0,004787 1,5655 0,033589  0,00677 2,214 0,046754
CFLAR 0,00093 0,000695 0,7474 0,306038  0,00147 1,5801 0,230565
FAS 0,000737 0,000573 0,7774 0,588319  0,000979 1,3287 0,513343
FADD 0,001856 0,00176 0,9482 0,720311  0,00228 1,2283 0,419322
TNF 0,000001 0,000001 1,1019 0,93611  0,000002 2,5257 0,082337
TNFRSF1A 0,013952 0,004688 0,336 0,023885 0,006316 0,4527 0,06783
PARP1 0,009248 0,004235 0,458 0,326249 0,012344 1,3348 0,483375
RIPK1 0,000447 0,00131 2,9282 0,020305 0,002113 4,724 0,015688
RIPK3 0,000002 0,000001 0,683 0,334954  0,000002 0,9181 0,615541
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Tablo 14. U138MG hiicrelerinde 500 uM ve 1000 pM TMZ’ in 72 saatte apoptoz ve nekroz ile iliskili genlerin mRNA

seviyesinde etkisi

Muamelesiz grup TMZ 500 pM TMZ 1000 pM
2\-AACt 2°-AACt  Kat degisimi p 27-AACt  Kat degisimi p

ACTB 1 1 1 0 1 1 0

CASP3 0,004865 0,004798 0,9862 0,909368  0,013353 2,7447 0,035793
CASP8 0,002137 0,002003 0,9374 0,916227 0,004324 2,0232 0,104991
CASP9 0,000411 0,000582 1,4175 0,003366  0,000795 1,9363 0,145813
AIFM1 0,001066 0,001172 1,0994 0,451565  0,00206 1,9319 0,156758
TP53 0,006615 0,020007 3,0244 0,000758 0,027584 4,1699 0,141265
BID 0,01278 0,009486 0,7423 0,159896  0,015553 1,217 0,536708
BAK1 0,000819 0,001111 1,3566 0,427678  0,001575 1,923 0,200532
BCL2L11 0,002524 0,000963 0,3816 0,029336  0,005119 2,0279 0,039505
BCL2 0,000212 0,000278 1,3134 0,337544  0,000585 2,7638 0,055716
BCL2L1 0,003158 0,010972 3,4742 0,041421  0,009935 3,1456 0,061199
BAX 0,004053 0,014714 3,6301 0,157489  0,010746 2,6512 0,480288
CFLAR 0,000733 0,000844 1,1514 0,549786  0,001891 2,5787 0,044085
FAS 0,000083 0,000173 2,0849 0,113059 0,000334 4,0278 0,092314
FADD 0,00147 0,00268 1,8234 0,005725 0,003369 2,2921 0,270101
TNF 0,000001 0,000001 0,8566 0,709004  0,000004 4,1315 0,111134
TNFRSF1A 0,021692 0,013602 0,6271 0,311369  0,012259 0,5651 0,027146
PARP1 0,010574 0,01588 1,5018 0,194878  0,020007 1,8921 0,31835
RIPK1 0,000694 0,00148 2,1337 0,047131  0,002275 3,2792 0,005227
RIPK3 0,000002 0,000001 0,6598 0,30153  0,000003 1,5404 0,27979
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Sekil 59. TMZ 500 ve 1000 pM uygulanan (A) U87 MG ve (B) U138 MG hiicrelerinde anlaml kat degisimi bulunan apoptoz

ve nekroz ile iliskili genlerin ekspresyon seviyesindeki degisikliklerin gosterilmesi

500 uM TMZ uygulanan T98G hiicrelerinde CASP8, TP53, BAK1, BCLZ2,
BCL2L1, BAX, FADD, TNF, PARP1, RIPK1, RIPK3 genlerinin ekspresyon
seviyelerinde sirastyla 2,06; 6,58; 2,87; 3,7; 4,68, 2,46; 2,49; 25,99; 4,05; 4,05; 13,96
kat artig analiz edildi (p<0,05) (Sekil 60). 1000 uM TMZ uygulandiginda ise, TP53,
BCL2L11, BCL2, BCL2L1, TNF, PARP1, RIPK1, RIPK3 genlerinin ekspresyon
seviyelerinde sirasiyla 2,56; 2,12; 3,57; 3,10; 17,02; 3,4; 3,4; 10,67 kat artist
belirlendi (p<0,05) (Sekil 60).
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500 uM TMZ uygulanan HUVEC hiicrelerinde BAK1, BCL2L11, RIPK3
genlerinin ekspresyon seviyesinde ekspresyon seviyelerinde sirasiyla 3.24, 2.77, 7.31
kat degisim analiz edildi (p<0,05) (Sekil 57). 1000 uM TMZ uygulandiginda ise,
CASP8, CASP9, TP53, BAK1, BCL2L11, BAX, PARP1, RIPK3 genlerinin
ekspresyon seviyelerinde sirasiyla 2,45; 2,04; 3,30; 3,74; 7,70; 2,21; 2,12; 3,29 kat
artist belirlendi (p<0,05; p<0,01) (Sekil 60).

Tablo 15. T98G hiicrelerinde 500 pM ve 1000 uM TMZ’ in 72 saatte apoptoz ve nekroz ile iliskili genlerin mRNA seviyesinde

etkisi

Muamelesiz grup TMZ 500 pM TMZ 1000 pnM
27-AACt 27-AACt  Kat degisimi p 2°-AACt  Kat degisimi p

ACTB 1 1 1 0 1 1 0

CASP3 0,004765 0,007425 1,5583 0,356032  0,00849 1,7818 0,311347
CASP8 0,001298 0,002674 2,061 0,016986 0,002913 2,2449 0,090905
CASP9 0,000801 0,000922 1,1514 0,558362 0,000862 1,0767 0,709196
AIFM1 0,002285 0,003611 1,5801 0,054496  0,00324 1,4175 0,221174
TP53 0,003603 0,023738 6,5887 0,007588  0,009227 2,5609 0,009429
BID 0,012517 0,013048 1,0425 0,818083 0,013634 1,0892 0,593942
BAK1 0,000401 0,001153 2,8745 0,000591 0,000795 1,9816 0,087779
BCL2L11 0,002307 0,003988 1,7291 0,093441  0,004899 2,1238 0,022495
BCL2 0,000193 0,000723 3,7494 0,028792  0,000689 3,5718 0,022893
BCL2L1 0,001225 0,005732 4,6805 0,004163 0,003808 3,1095 0,020729
BAX 0,005448 0,013446 2,468 0,009533  0,008709 1,5984 0,140436
CFLAR 0,001119 0,002022 1,8067 0,02021  0,002036 1,8192 0,020478
FAS 0,000437 0,001009 2,308 0,205158  0,000827 1,8921 0,035158
FADD 0,001869 0,004667 2,4967 0,024851  0,00228 1,2198 0,561727
TNF 0,000008 0,000216 25,9921 0,020959  0,000141 17,0299 0,007942
TNFRSF1A 0,011625 0,009843 0,8467 0,458406  0,006677 0,5743 0,052305
PARP1 0,000522 0,002118 4,0558 0,005188 0,001777 3,4027 0,013922
RIPK1 0,000522 0,002118 4,0558 0,005188 0,001777 3,4027 0,013922
RIPK3 0,000007 0,000097 13,961 0,002367  0,000074 10,6787 0,001952
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Tablo 16. HUVEC hiicrelerinde 500 pM ve 1000 pM TMZ’ in 72 saatte apoptoz ve nekroz ile iligkili genlerin mRNA

seviyesinde etkisi

Muamelesiz grup TMZ 500 pM TMZ 1000 pM
27N-AACt 2N-AACt  Kat degisimi p 2N-AACt  Kat degisimi p

ACTB 1 1 1 0 1 1 0

CASP3 0,005154 0,00588 1,3472 0,214782  0,007041 1,366 0,089365
CASP8 0,001322 0,001539 1,2114 0,530612  0,00324 2,4509 0,004817
CASP9 0,000655 0,000367 1,0668 0,767974  0,001337 2,042 0,009245
AIFM1 0,002595 0,002933 0,7702 0,342705  0,002933 1,1303 0,721731
TP53 0,000255 0,000582 1,6663 0,162688  0,000844 3,3096 0,000127
BID 0,002228 0,002619 1,5263 0,204265 0,003545 1,5911 0,084823
BAK1 0,000147 0,000407 3,2415 0,001202  0,000551 3,7494 0,000169
BCL2L11 0,00065 0,000827 2,7766 0,001433  0,005013 7,7097 0,002843
BCL2 0,000216 0,000193 1,0234 0,983434  0,000333 1,5404 0,112988
BCL2L1 0,006479 0,011465 2,0515 0,078598  0,011869 1,8319 0,086778
BAX 0,00324 0,005202 1,9862 0,101573  0,007189 2,2191 0,007642
CFLAR 0,002807 0,00491 1,6472 0,350622  0,005759 2,0515 0,158495
FAS 0,001601 0,002147 0,3601 0,128793  0,001011 0,6314 0,284491
FADD 0,00063 0,000566 0,8706 0,723465 0,000536 0,8507 0,373208
TNF 0,006419 0,004324 0,9374 0,672908 0,008258 1,2864 0,670422
TNFRSF1A 0,003998 0,003979 0,9138 0,707911 0,003611 0,9033 0,541836
PARP1 0,005627 0,005287 1,1225 0,766856  0,011951 2,1238 0,036994
RIPK1 0,000833 0,000888 1,1251 0,868244  0,001852 2,2243 0,27466
RIPK3 0,000001 0,000001 7,3107 0,019525  0,000005 3,2944 0,017071
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Sekil 60. TMZ 500 ve 1000 uM uygulanan (A) T98G ve (B) HUVEC hiicrelerinde anlamli kat degisimi bulunan apoptoz ve

nekroz ile iligkili genlerin ekspresyon seviyesindeki degisikliklerin gosterilmesi
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Sekil 60. TMZ 500 ve 1000 uM uygulanan (A) T98G ve (B) HUVEC hiicrelerinde anlamli kat degisimi bulunan apoptoz ve

nekroz ile iliskili genlerin ekspresyon seviyesindeki degisikliklerin gosterilmesi
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4.4.2.0L° in US7MG, U138MG, T98G ve HUVEC Hiicrelerinde Nekroz ve
Apoptoz Mekanizmalarinda Rol Alan Genlerde mRNA Diizeyinde Etkisinin

Belirlenmesi

OL’ in U87MG, U138MG, T98G ve HUVEC hiicrelerinde apoptoz ve nekroz ile
iligkili CASP3, CASP8, CASP9, AIFM1, TP53, BID, BAK1, BCL2L11, BCLZ2,
BCL2L1, BAX, CFLAR, FAS, FADD, TNF, TNFRSF1A, PARP1, RIPK1 ve RIPK3
genlerinde  mRNA ekspresyon seviyesinde etkisinin belirlenmesi amaci ile
gerceklestirilen istatistiksel analizler sonucunda elde edilen bulgular Tablo 17-20 ‘de
sunuldu.

500 uM OL uygulanan U87MG hiicrelerinde TP53, BCL2L1, BAX genlerinin
ekspresyon seviyelerinde sirasiyla 3,66; 2,06; 2,40 kat artis belirlendi (p<0.05).
U138MG hiicrelerinde CASP8, CASP9, AIFM1, BAK1, CFLAR, FADD, TNFRSF1A,
PARP1 genlerinin ekspresyon seviyelerinde sirasiyla 0,36; 0,31; 0,36; 0,29; 0,44;
0,24; 0,23; 0,23 kat anlaml azalis goriilmekle birlikte, FAS ve TNF gen
ekspresyonlarinda sirastyla 9,6 ve 3,4 kat artis belirlenmistir. (p<0,05) (Sekil 61).
500 uM OL uygulanan T98G hiicrelerinde CASP3, CASP9, AIFM1, TP53,
BCL2L11, BCL2, BCL2L1, BAX, CFLAR, FADD, TNFRSF1A, PARP1, RIPK1
genlerinin ekspresyon seviyelerinde sirasiyla 0,12; 0,10; 0,17; 0,45; 0,24; 0,42; 0,49;
0,25;0,14; 0,053; 0,13; 0,19; 0,19 kat azalis1 belirlenmistir (p<0.05).

HUVEC hiicrelerinde BAK1 genlerinin ekspresyon seviyesinde 2,77 kat
degisim belirlendi (p<0,05) (Sekil 61).
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Tablo 17. US7MG hiicrelerinde 500 uM OL’ in 24 saatte apoptoz ve nekroz ile iliskili genlerin mRNA seviyesinde etkisi

Muamelesiz grup OL 500pM

2(-Avg.(Delta(Ct)) 27(-Avg.(Delta(Ct)) Fold Change p-value
ACTB 1 1 1 0
CASP3 0,003773 0,006003 1,5911 0,208154
CASP8 0,001565 0,001865 1,192 0,400947
CASP9 0,000374 0,000376 1,0046 0,800042
AIFM1 0,001861 0,002074 1,1147 0,58066
TP53 0,003002 0,010998 3,6638 0,014398
BID 0,007357 0,001228 0,1669 0,252893
BAK1 0,000487 0,000514 1,0546 0,807836
BCL2L11 0,00149 0,00159 1,0668 0,678035
BCL2 0,000107 0,000218 2,042 0,156138
BCL2L1 0,001732 0,00357 2,061 0,045619
BAX 0,003058 0,00734 2,4005 0,010911
CFLAR 0,00093 0,000937 1,007 0,921223
FAS 0,000737 0,001583 2,1485 0,07781
FADD 0,001856 0,00146 0,7864 0,339116
TNF 0,000001 0,000001 1,8834 0,154596
TNFRSF1A 0,013952 0,007442 0,5334 0,085374
PARP1 0,009248 0,009334 1,0093 0,824702
RIPK1 0,000447 0,000894 2 0,192995
RIPK3 0,000002 0,000002 1,3348 0,725778
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Tablo 18. U138MG hiicrelerinde 500 uM OL’ in 24 saatte apoptoz ve nekroz ile iliskili genlerin mRNA seviyesinde etkisi

Muamelesiz grup OL 500pM

27(-Avg.(Delta(Ct)) 27(-Avg.(Delta(Ct)) Fold Change p-value
ACTB 1 1 1 0
CASP3 0,004865 0,003561 0,732 0,229328
CASP8 0,002137 0,000777 0,3635 0,022456
CASP9 0,000411 0,000129 0,315 0,001398
AIFM1 0,001066 0,000388 0,3643 0,004634
TP53 0,006615 0,016139 2,4396 0,052877
BID 0,01278 0,005976 0,4676 0,251241
BAK1 0,000819 0,000243 0,2966 0,000552
BCL2L11 0,002524 0,001511 0,5987 0,245058
BCL2 0,000212 0,000249 1,1783 0,608636
BCL2L1 0,003158 0,001852 0,5864 0,00587
BAX 0,004053 0,006244 1,5404 0,709898
CFLAR 0,000733 0,000324 0,4424 0,03044
FAS 0,000083 0,000802 9,6688 0,002366
FADD 0,00147 0,000356 0,242 0,002028
TNF 0,000001 0,000004 3,3636 0,047125
TNFRSF1A 0,021692 0,005166 0,2382 0,000217
PARP1 0,010574 0,002507 0,2371 0,001466
RIPK1 0,000694 0,000608 0,8766 0,51922
RIPK3 0,000002 0,000003 1,8618 0,262101
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Tablo 19. T98G hiicrelerinde 500 uM OL’ in 24 saatte apoptoz ve nekroz ile iliskili genlerin mRNA seviyesinde etkisi

Muamelesiz grup OL 500pM

27(-Avg.(Delta(Ct)) 27(-Avg.(Delta(Ct)) Fold Change p-value
ACTB 1 1 1 0
CASP3 0,004765 0,000594 0,1247 0,041839
CASP8 0,001298 0,000456 0,3511 0,055682
CASP9 0,000801 0,000082 0,1027 0,002598
AIFM1 0,002285 0,00039 0,1708 0,004754
TP53 0,003603 0,001639 0,4548 0,023591
BID 0,012517 0,00822 0,6567 0,171147
BAK1 0,000401 0,000234 0,5837 0,02927
BCL2L11 0,002307 0,000567 0,246 0,036255
BCL2 0,000193 0,000081 0,4204 0,038495
BCL2L1 0,001225 0,000608 0,4965 0,020264
BAX 0,005448 0,001368 0,2512 0,035332
CFLAR 0,001119 0,00016 0,1429 0,000201
FAS 0,000437 0,000198 0,4527 0,08799
FADD 0,001869 0,000099 0,053 0,011526
TNF 0,000008 0,000009 1,0644 0,747941
TNFRSF1A  0,011625 0,001543 0,1327 0,004396
PARP1 0,000522 0,000101 0,1926 0,000237
RIPK1 0,000522 0,000101 0,1926 0,000237
RIPK3 0,000007 0,000006 0,9202 0,982865
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Tablo 20. HUVEC hiicrelerinde 500 uM OL’ in 24 saatte apoptoz ve nekroz ile iliskili genlerin mRNA seviyesinde etkisi

Muamelesiz grup OL 500pM

27(-Avg.(Delta(Ct)) 27(-Avg.(Delta(Ct)) Fold Change p-value
ACTB 1 1 1 0
CASP3 0,005154 0,00588 1,1408 0,477079
CASP8 0,001322 0,001539 1,1647 0,624681
CASP9 0,000655 0,000367 0,5599 0,036958
AIFM1 0,002595 0,002933 1,1303 0,720946
TP53 0,000255 0,000582 2,2815 0,071352
BID 0,002228 0,002619 1,1755 0,555561
BAK1 0,000147 0,000407 2,7702 0,007805
BCL2L11 0,00065 0,000827 1,2716 0,382087
BCL2 0,000216 0,000193 0,895 0,571851
BCL2L1 0,006479 0,011465 1,7695 0,116789
BAX 0,00324 0,005202 1,6058 0,091023
CFLAR 0,002807 0,00491 1,7492 0,27409
FAS 0,001601 0,002147 1,341 0,621537
FADD 0,00063 0,000566 0,8992 0,509826
TNF 0,006419 0,004324 0,6736 0,37598
TNFRSF1A  0,003998 0,003979 0,9954 0,890076
PARP1 0,005627 0,005287 0,9395 0,696377
RIPK1 0,000833 0,000888 1,0668 0,739723
RIPK3 0,000001 0,000001 0,9817 0,786436
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Sekil 61. OL 500 pM ‘m (A) U87 MG, (B) U138 MG, (C) T98G ve (D) HUVEC hiicrelerinde anlamli kat degisimi bulunan
apoptoz ve nekroz ile iliskili genlerin ekspresyon seviyesindeki degisikliklerin gosterilmesi
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4.4.3.0LE’ nin US7TMG, U138MG, T98G ve HUVEC Hiicrelerinde Nekroz ve
Apoptoz Mekanizmalarinda Rol Alan Genlerde mRNA Diizeyinde Etkisinin
Belirlenmesi

OLE’ nin U87MG, U138MG, T98G ve HUVEC hiicrelerinde apoptoz ve
nekroz ile iligkili CASP3, CASP8, CASP9, AIFM1, TP53, BID, BAK1, BCL2L11,
BCL2, BCL2L1, BAX, CFLAR, FAS, FADD, TNF, TNFRSF1A, PARP1, RIPK1 ve
RIPK3 genlerinde mRNA ekspresyon seviyesinde etkisinin belirlenmesi amaci ile
gerceklestirilen istatistiksel analizler sonucunda elde edilen bulgular Tablo 21-24°te

sunuldu.

500 pg/ml OLE uygulanan U87MG hiicrelerinde CASP8, TP53, BAX,
TNFRS1A ve PARP1 genlerinin ekspresyon seviyelerinde sirasiyla 3,4; 17,9; 9; 2,8;
3,8 kat artis belirlenmistir.

U138MG hiicrelerinde TP53, CFLAR, FAS, TNF, RIPK1 ve RIPK3
genlerinin ekspresyon seviyelerinde sirasiyla 3,1; 2.,8; 16,4; 5,7; 2,4; 2,8 kat artis
belirlenmesiyle birlikte BID ve FADD genlerinin ekspresyon seviyeleri sirasiyla
0,32; 0,31 kat azalis tespit edildi. (p<0,05) (Sekil 62).

500 pg/ml OLE uygulanan T98G hiicrelerinde CASP8, FAD, TNF ve RIPK1
genlerinin ekspresyon seviyelerinde sirasiyla 5,3; 10,3; 4,5; 5,9 kat artist
belirlenmesine ragmen, BID, BAK1, PARP1 genlerinde sirasiyla 0,11; 0,16; 0,49 kat
azalig goriildii (p<0,05).

HUVEC hiicrelerinde TP53, BAK1, BAX, RIPK1 genlerinin ekspresyon

seviyelerinde sirasiyla 7,4; 3,5; 4,5; 6,8 kat artis1 belirlenmis olup, FADD geninin
ekspresyon seviyesi 0,12 kat azaldig1 belirlendi (p<0,05) (Sekil 62).
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Tablo 21. US7MG hiicrelerinde 500 pg/ml OLE’ nin 24 saatte apoptoz ve nekroz ile iligkili genlerin mRNA seviyesinde etkisi

Muamelesiz grup OLE 500 pg/ml

27(-Avg.(Delta(Ct)) 27(-Avg.(Delta(Ct)) Fold Change p-value
ACTB 1 1 1 0
CASP3 0,003773 0,00688 1,8234 0,103411
CASPS8 0,001565 0,005336 3,4105 0,021172
CASP9 0,000374 0,000675 1,8025 0,097166
AIFM1 0,001861 0,001359 0,7304 0,237042
TP53 0,003002 0,053909 17,9594 0,029665
BID 0,007357 0,017098 2,3241 0,081795
BAK1 0,000487 0,000961 1,9725 0,065026
BCL2L11 0,00149 0,001539 1,0329 0,77458
BCL2 0,000107 0,000233 2,1785 0,108709
BCL2L1 0,001732 0,003129 1,8067 0,062345
BAX 0,003058 0,027521 9,0005 0,01123
CFLAR 0,00093 0,001597 1,7171 0,171323
FAS 0,000737 0,001004 1,3629 0,391808
FADD 0,001856 0,00148 0,7974 0,407938
TNF 0,000001 0,000001 1,5369 0,37393
TNFRSF1A  0,013952 0,03892 2,7895 0,01458
PARP1 0,009248 0,035239 3,8106 0,018187
RIPK1 0,000447 0,001211 2,7069 0,06948
RIPK3 0,000002 0,000002 1,341 0,714954
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Tablo 22. U138MG hiicrelerinde 500 pg/ml OLE’ nin 24 saatte apoptoz ve nekroz ile iligkili genlerin mRNA seviyesinde etkisi

Muamelesiz grup OLE 500 pg/ml

27(-Avg.(Delta(Ct)) 27(-Avg.(Delta(Ct)) Fold Change p-value
ACTB 1 1 1 0
CASP3 0,004865 0,006785 1,3947 0,185427
CASP8 0,002137 0,003704 1,7331 0,031664
CASP9 0,000411 0,000439 1,0693 0,65826
AIFM1 0,001066 0,002208 2,0705 0,060045
TP53 0,006615 0,020617 3,1167 0,004895
BID 0,01278 0,004139 0,3238 0,010875
BAK1 0,000819 0,000608 0,7423 0,101471
BCL2L11 0,002524 0,001801 0,7137 0,234178
BCL2 0,000212 0,000351 1,6586 0,113732
BCL2L1 0,003158 0,00623 1,9725 0,105016
BAX 0,004053 0,009685 2,3894 0,57407
CFLAR 0,000733 0,002084 2,8415 0,014776
FAS 0,000083 0,001362 16,4119 0,00094
FADD 0,00147 0,000465 0,3164 0,005587
TNF 0,000001 0,000006 5,6962 0,000129
TNFRSF1A  0,021692 0,016592 0,7649 0,237311
PARP1 0,010574 0,014714 1,3915 0,099328
RIPK1 0,000694 0,001689 2,434 0,036025
RIPK3 0,000002 0,000005 2,8024 0,01215
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Tablo 23. T98G hiicrelerinde 500 pg/ml OLE’ nin 24 saatte apoptoz ve nekroz ile iligkili genlerin mRNA seviyesinde etkisi

Muamelesiz grup OLE 500 pg/ml

27(-Avg.(Delta(Ct)) 27(-Avg.(Delta(Ct)) Fold Change p-value
ACTB 1 1 1 0
CASP3 0,004765 0,000658 0,1381 0,051166
CASP8 0,001298 0,006928 5,3394 0,040389
CASP9 0,000801 0,000566 0,7071 0,581265
AIFM1 0,002285 0,003844 1,6818 0,189083
TP53 0,003603 0,013446 3,7321 0,088444
BID 0,012517 0,001436 0,1148 0,00218
BAK1 0,000401 0,000067 0,1669 0,001863
BCL2L11 0,002307 0,005107 2,214 0,154535
BCL2 0,000193 0,000228 1,181 0,553953
BCL2L1 0,001225 0,021051 17,188 0,091605
BAX 0,005448 0,017948 3,2944 0,082747
CFLAR 0,001119 0,001926 1,7211 0,133772
FAS 0,000437 0,000229 0,5249 0,16482
FADD 0,001869 0,019326 10,3388 0,018853
TNF 0,000008 0,000037 45211 0,028938
TNFRSF1A  0,011625 0,009163 0,7882 0,753756
PARP1 0,000522 0,006375 0,4908 0,037158
RIPK1 0,000522 0,0031 5,9381 0,044274
RIPK3 0,000007 0,000009 1,3104 0,442469
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Tablo 24. HUVEC hiicrelerinde 500 pg/ml OLE’ nin 24 saatte apoptoz ve nekroz ile iligkili genlerin mRNA seviyesinde etkisi

Muamelesiz grup OLE 500 pg/ml

27(-Avg.(Delta(Ct)) 27(-Avg.(Delta(Ct)) Fold Change p-value
ACTB 1 1 1 0
CASP3 0,005154 0,003713 0,7203 0,135122
CASP8 0,001322 0,002366 1,7901 0,028483
CASP9 0,000655 0,000924 1,4109 0,128925
AIFM1 0,002595 0,004721 1,8192 0,05664
TP53 0,000255 0,0019 7,447 0,000029
BID 0,002228 0,00318 1,4273 0,188047
BAK1 0,000147 0,000517 3,5227 0,002341
BCL2L11 0,00065 0,00144 2,214 0,186301
BCL2 0,000216 0,000277 1,2834 0,483823
BCL2L1 0,006479 0,012062 1,8618 0,081541
BAX 0,00324 0,014478 4,4691 0,000825
CFLAR 0,002807 0,005324 1,8965 0,186587
FAS 0,001601 0,001561 0,9749 0,735151
FADD 0,00063 0,000078 0,1236 0,003997
TNF 0,006419 0,005238 0,816 0,487051
TNFRSF1A  0,003998 0,003924 0,9817 0,872433
PARP1 0,005627 0,003023 0,5371 0,159437
RIPK1 0,000833 0,005719 6,8685 0,0071
RIPK3 0,000001 0,000005 3,0384 0,067338
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Sekil 62. 500 pg/ml OLE ‘nin (A) U87 MG, (B) U138 MG, (C) T98G ve (D) HUVEC hiicrelerinde anlamli kat degigimi

bulunan apoptoz ve nekroz ile iliskili genlerin ekspresyon seviyesindeki degisikliklerin gosterilmesi
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4.4.4. TMZ (1000 pM)+OL (500 pM) ve TMZ (500 pnM)+OLE (500pg/ml)
Kombin Tedavinin US§7MG, U138MG, T98G ve HUVEC Hiicrelerinde Nekroz
ve Apoptoz Mekanizmalarinda Rol Alan Genlerde mRNA Diizyeyinde Etkisinin
Belirlenmesi

T™™Z (1000 uM)+OL (500 uM) ve TMZ (500 uM)+OLE (500 pg/ml)’nin
USTMG, UI38MG, T98G ve HUVEC hiicrelerinde apoptoz ve nekroz ile iligkili
CASP3, CASP8, CASP9, AIFM1, TP53, BID, BAK1, BCL2L11, BCL2, BCL2L1,
BAX, CFLAR, FAS, FADD, TNF, TNFRSF1A, PARP1, RIPK1 ve RIPK3 genlerinde
mRNA ekspresyon seviyesinde etkisinin belirlenmesi amaci ile gerceklestirilen

istatistiksel analizler sonucunda elde edilen bulgular Tablo 24-27’de sunuldu.

T™Z (1000 uM)+OL (500 uM) uygulanan U87MG hiicrelerinde CASP3,
CASP9, TP53, BAK1, BAX, TNF genlerinin ekspresyon seviyelerinde sirasiyla 2,10;
2,54; 5,05; 2,49; 5,74; 3,84 kat artis belirlenmesine ragmen, AIFM1 gen ekspresyonu
seviyesinde 0,08 kat azalig belirlendi. TMZ (500 uM)+OLE (500 pg/ml) uygulanan
hiicrelerin gen ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir degisim

belirlenmedi (p>0,05) (Sekil 63).

TMZ (1000 uM)+OL (500 uM) uygulanan U138MG hiicrelerinde CASP3,
CASP8, CASP9, BID, BAK1, BCL2L11, CFLAR, TNFRSF1A, PARP1, RIPK1,RIPK3
genlerinin ekspresyon seviyelerinde sirasiyla 0,70; 0,5; 0,23; 0,37; 0,32; 0,10; 0,61;
0,12; 0,31; 0,20; 0,20 kat azalis analiz edilmesi ile birlikte FAS gen ekspresyon
seviyesinde 8,73 kat artig belirlendi (p>0,05) (Sekil 60). TMZ (500 uM)+OLE (500
ug/ml) uygulandiginda ise, CASP3, CASP9, BID, BAK1, BCL2L11, TNFRSF1A,
PARP1, RIPK1 genlerinin ekspresyon seviyelerinde sirasiyla 0.63; 0.37; 0.37; 0.34;
0.09; 0.08; 0.26; 0.08 kat azalis1 belirlenirken, FAS gen ekspresyon seviyesinde
10.36 kat artis belirlendi (p<0.05) (Sekil 63).
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Tablo 25. U87MG hiicrelerinde TMZ (1000 pM)+OL (500 uM) ve TMZ (500 uM)+OLE (500 pg/ml)’nin 24 saatte apoptoz ve

nekroz ile iligkili genlerin mMRNA seviyesinde etkisi

Muamelesiz grup TMZ 1000 pM+OL 500 pM TMZ 500 pM+OLE 500 pg/mL
2\-AACt 2°-AACt  Kat degisimi p 2°-AACt  Kat degisimi p

ACTB 1 1 1 0 1 1 0

CASP3 0,003773 0,00794 2,1043 0,007125 0,009843 2,6087 0,321744
CASP8 0,001565 0,002718 1,7371 0,008303 0,004063 2,5967 0,326343
CASP9 0,000374 0,000952 2,5432 0,005763  0,001132 3,0244 0,313694
AIFM1 0,001861 0,000161 0,0866 0,001806 0,000415 0,2232 0,087171
TP53 0,003002 0,015163 5,0513 0,000225 0,029564 9,8492 0,241406
BID 0,007357 0,011255 1,5298 0,10208  0,016027 2,1785 0,36355
BAK1 0,000487 0,001216 2,4967 0,01073  0,001631 3,3481 0,294201
BCL2L11 0,00149 0,001869 1,2541 0,09812  0,004119 2,7638 0,282648
BCL2 0,000107 0,000094 0,8847 0,575839  0,000163 1,5263 0,474797
BCL2L1 0,001732 0,002769 1,5984 0,146098  0,005576 3,2191 0,313014
BAX 0,003058 0,017579 5,7491 0,002865 0,013571 4,4383 0,317189
CFLAR 0,00093 0,001658 1,7818 0,06433  0,002814 3,0244 0,298219
FAS 0,000737 0,000299 0,4061 0,095939  0,00097 1,3165 0,510075
FADD 0,001856 0,00273 1,4709 0,084301  0,005839 3,1456 0,307867
TNF 0,000001 0,000003 3,8459 0,002318 0,000003 3,5064 0,323227
TNFRSF1A 0,013952 0,026522 1,9009 0,021609  0,047366 3,3948 0,289155
PARP1 0,009248 0,014954 1,617 0,150384  0,024803 2,682 0,319105
RIPK1 0,000447 0,000084 0,1882 0,078844  0,000174 0,3887 0,351559
RIPK3 0,000002 0,000003 1,674 0,345615 0,000008 4,2673 0,317998
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Tablo 26. U138MG hiicrelerinde TMZ (1000 pM)+OL (500 uM) ve TMZ (500 uM)+OLE (500 pg/ml)’nin 24 saatte apoptoz

ve nekroz ile iligkili genlerin mRNA seviyesinde etkisi

Muamelesiz grup TMZ 1000 pM+OL 500 pM TMZ 500 pM+OLE 500 pg/ml

27N-AACt 2N-AACt  Kat degisimi p 2N-AACt  Kat degisimi p

ACTB 1 1 1 0 1 1 0
CASP3 0,004865 0,003424 0,7038 0,001947  0,003108 0,6388 0,000997
CASP8 0,002137 0,001069 05 0,030526  0,001477 0,691 0,101265
CASP9 0,000411 0,000094 0,229 0,000295 0,000154 0,3746 0,002051
AIFM1 0,001066 0,000801 0,7509 0,113504  0,000742 0,6958 0,061303
TP53 0,006615 0,009184 1,3883 0,027747  0,009641 1,4573 0,042893
BID 0,01278 0,004754 0,372 0,01032  0,004831 0,3781 0,011901
BAK1 0,000819 0,000264 0,3223 0,001909 0,000281 0,3431 0,000827
BCL2L11 0,002524 0,00027 0,1071 0,008558  0,00023 0,0911 0,008075
BCL2 0,000212 0,000101 0,4796 0,076017  0,000104 0,4931 0,071227
BCL2L1 0,003158 0,004255 1,3472 0,163814  0,002074 0,6567 0,116138
BAX 0,004053 0,003058 0,7544 0,282152  0,002192 0,5409 0,216456
CFLAR 0,000733 0,000448 0,6113 0,028467  0,00075 1,0234 0,85148
FAS 0,000083 0,000725 8,7341 0,001773  0,00086 10,3627 0,007157
FADD 0,00147 0,001789 1,217 0,123565 0,001381 0,9395 0,608918
TNF 0,000001 0,000001 0,7974 0,202495  0,000002 1,5874 0,033648
TNFRSF1A 0,021692 0,002674 0,1233 0,000018  0,0019 0,0876 0,000016
PARP1 0,010574 0,003338 0,3157 0,000253  0,002814 0,2661 0,000218
RIPK1 0,000694 0,000141 0,2035 0,029388  0,000058 0,0842 0,012068
RIPK3 0,000002 0 0,2026 0,039248  0,000001 0,6462 0,224789
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Sekil 63. TMZ+OL ‘un (A) U7MG, (B) U138MG, TMZ+OLE’ nin (C) U138MG hiicrelerinde anlaml kat degigimi bulunan

apoptoz ve nekroz ile iliskili genlerin ekspresyon seviyesindeki degisikliklerin gosterilmesi
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T™Z (1000 uM)+OL (500 uM) uygulanan T98G hiicrelerinde CASP3,
CASP8, CASP9, AIFM1, TP53, BAK1, BCL2L11, BCL2, BCL2L1, BAX, CFLAR,
FADD, TNFRSF1A, PARP1, RIPK1 genlerinin ekspresyon seviyelerinde sirasiyla
5,84; 7,42; 2,1; 5,52; 11,55; 5,29; 2,39; 5,6; 16,11; 2,65; 5,15; 4,52; 3,99; 2,28;
10,05; 10,05 kat artis1 analiz edildi (Sekil 61). TMZ (500 uM)+OLE (500 pg/ml)
uygulandiginda ise, CASP3, CASP8, AIFM1, TP53, BID, BAK1, BCL2L1, CFLAR,
FAS, FADD, PARP1, RIPK1 genlerinin ekspresyon seviyelerinde sirasiyla 4,82; 5,4;
2,19; 7,34; 2,18; 515; 4; 4; 11,90; 2,77; 3,99; 3,99 kat artis1 belirlenirken,
TNFRSF1A gen ekspresyon seviyesinde 0,37 kat azalis gorildi (p<0.05; p<0.01)
(Sekil 64).

Tablo 27. T98G hiicrelerinde TMZ (1000 uM)+OL (500 pM) ve TMZ (500 uM)+OLE (500 pg/ml)’nin 24 saatte apoptoz ve

nekroz ile iligkili genlerin mRNA seviyesinde etkisi

Muamelesiz grup TMZ 1000 pM+OL 500 pM TMZ 500 pM+OLE 500 pg/mL
2"-AACt 2°-AACt  Kat degisimi p 27-AACt  Kat degisimi p

ACTB 1 1 1 0 1 1 0

CASP3 0,004765 0,027841 5,8428 0,000266 0,022982 4,8232 0,007586
CASP8 0,001298 0,009641 7,4299 0,015486  0,007009 5,4014 0,001787
CASP9 0,000801 0,001704 2,1287 0,002629  0,000577 0,7203 0,091452
AIFM1 0,002285 0,012633 5,5277 0,001191 0,005013 2,1936 0,001216
TP53 0,003603 0,041617 11,5514 0,004868  0,026461 7,3445 0,001594
BID 0,012517 0,024918 1,9908 0,00878  0,027394 2,1886 0,000672
BAK1 0,000401 0,002123 5,2902 0,008745  0,002069 5,1575 0,00001
BCL2L11 0,002307 0,005524 2,395 0,024283  0,002147 0,9309 0,624244
BCL2 0,000193 0,001081 5,6048 0,005258  0,000928 4,8121 0,245573
BCL2L1 0,001225 0,019732 16,1113 0,000547  0,004899 4 0,00021
BAX 0,005448 0,014478 2,6574 0,006042  0,003653 0,6705 0,244068
CFLAR 0,001119 0,005772 5,1575 0,00185  0,004487 4,0093 0,000147
FAS 0,000437 0,001976 45211 0,126932  0,005202 11,9037 0,000693
FADD 0,001869 0,00746 3,9908 0,043608  0,00519 2,7766 0,017628
TNF 0,000008 0,000014 1,6434 0,096622  0,000007 0,8351 0,312315
TNFRSF1A 0,011625 0,026583 2,2868 0,001997 0,004344 0,3737 0,012889
PARP1 0,000522 0,00525 10,0561 0,000002  0,002084 3,9908 0,000239
RIPK1 0,000522 0,00525 10,0561 0,000002 0,002084 3,9908 0,000239
RIPK3 0,000007 0,000003 0,4965 0,067935  0,000005 0,7071 0,594373
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T™MZ (1000 uM)+OL (500 uM) uygulanan HUVEC hiicrelerinde CASP9,
TP53, BID, BAK1, BCL2L11, BAX, FADD, TNFRSF1A, RIPK3 genlerinin
ekspresyon seviyelerinde sirasiyla 2,08; 6,51; 2,98; 2,70; 2,57; 3,02; 5,38; 3,04; 9,36
kat artig1 belirlenirken, AIFM1 gen ekspresyon seviyesinde 0,18 kat azalis analiz
edildi (Sekil 62). TMZ (500 uM)+OLE (500 pg/ml) uygulandiginda ise, CASPS,
AIFM1, TP53, BID, BCL2L11, BCL2L1, BAX, FADD genlerinin ekspresyon
seviyelerinde sirasiyla 3,33; 3,11; 8,63; 2,46; 3,37; 2,24; 2,48; 3,10 kat artisi
belirlendi (p<0,05; p<0,01) (Sekil 64).

Tablo 28. HUVEC hiicrelerinde TMZ (1000 pM)+OL (500 puM) ve TMZ (500 pM)+OLE (500 pg/ml)’nin 24 saatte apoptoz

ve nekroz ile iliskili genlerin mRNA seviyesinde etkisi

Muamelesiz grup TMZ 1000 pM+OL 500 pM TMZ 500 pM+OLE 500 pg/ml

27-AACt 27-AACt Kat degisimi ) 2°-AACt  Kat degisimi P

ACTB 1 1 1 0 1 1 0
CASP3 0,005154 0,003262 0,6329 0,08682  0,004979 0,9659 0,936866
CASPS8 0,001322 0,002577 1,9498 0,043361  0,004405 3,3326 0,046166
CASPY 0,000655 0,001365 2,0849 0,032135 0,001362 2,0801 0,079831
AIFM1 0,002595 0,000475 0,183 0,016891 0,008088 3,1167 0,032021
TP53 0,000255 0,001661 6,5131 0,003001  0,002202 8,6338 0,003803
BID 0,002228 0,006646 2,9828 0,016421 0,005499 2,468 0,020797
BAK1 0,000147 0,000397 2,7007 0,008887  0,000362 2,468 0,153219
BCL2L11 0,00065 0,001677 2,5787 0,008624  0,002197 3,3792 0,03524
BCL2 0,000216 0,000166 0,7702 0413543  0,000283 1,3104 0,497392
BCL2L1 0,006479 0,012402 1,9141 0,087564 0,014545 2,2449 0,045066
BAX 0,00324 0,009798 3,0244 0,017419  0,008051 2,4852 0,034271
CFLAR 0,002807 0,005154 1,8361 0,241575  0,008014 2,8547 0,073175
FAS 0,001601 0,002355 1,4709 0,457603  0,003897 2,434 0,091035
FADD 0,00063 0,003393 5,3889 0,002544  0,001958 3,1095 0,00688
TNF 0,006419 0,010143 1,5801 0,342144  0,012839 2 0,147279
TNFRSF1A 0,003998 0,012174 3,0455 0,002049  0,018496 4,6268 0,07148
PARP1 0,005627 0,006723 1,1947 0,698507  0,008649 1,5369 0,288119
RIPK1 0,000833 0,001874 2,2501 0,266133  0,002003 2,4061 0,212905
RIPK3 0,000001 0,000014 9,361 0,025661  0,000006 43671 0,053698

118



20_ IS'
E
&
83)
3
o]
=
M
N °°q®\“ﬂ’@\\ Y o F AT S > g \ SO NS
IO NI PLELEL L P&
\ ) A Q V’ Y. N
e Q;’c Q’@g o QQQ. T % \<¢ Q)V' Q\) QQVQYS.Q-\QQ?Q
¢ g
&
c D
151
£ g
i :
o) 5}
- °
Vi G
M

Sekil 64. TMZ+OL ‘un (A) T98G, TMZ+OLE’ nin (B)T98G, TMZ+OL ‘un (C) HUVEC ve TMZ+OLE’ nin (D) HUVEC
hiicrelerinde anlamli kat degisimi bulunan apoptoz ve nekroz ile iliskili genlerin ekspresyon seviyesindeki degisikliklerin

gosterilmesi
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5. TARTISMA VE SONUC

Mevcut tez c¢alismasinda, TMZ’ in GB hiicrelerinde terapdtik etkisini
arttirmak amaci ile potansiyel anti-kanserojen 6zelliklerinden dolayr OLE ve onun en
onemli fenolik bilesigi olan OL’ in ayr1 ayr1 ve TMZ ile kombin olarak terapdtik
etkilerinin  U87MG, U138MG, T98G ve HUVEC kontrol hiicre hatlarinda
belirlenerek OL’ in OLE’ nin etkilerinin ortaya ¢ikmasinda temel molekiil olup
olmadiginin arastirilmast ve OLE ve OL’ in hiicre 6liim yolaklarindaki molekiiler

mekanizmasi iizerinde olan etkilerinin aydinlatilmasi hedeflenmistir.

Alkilleyici bir ajan olan TMZ malign gliomlarin tedavisinde kullanilmasina
ragmen, TMZ’e kars1 direng gelismesine neden olan mekanizmalar (MGMT ve MDR
gibi) ve hastaligin agresif seyri, TMZ’ in GB tedavisinde etkinligini kisitlamaktadir
(Caldera ve ark., 2012). Bu nedenle son yillarda potansiyel terapotik etkiye sahip
bitki oziitleri ve etken maddeleri ile farkli kemoterapdtik ilaglarin kombin tedavi

stratejileri dikkat gekmektedir (Jakubowicz-Gil ve ark., 2013)

TMZ’ in literatiirde TMZ’ye farkli direng oranina sahip GB hiicre hatlarinda
sitotoksik etkisinin belirlendigi c¢aligmalar mevcuttur (Kanzawa ve ark., 2003;
Natsume ve ark., 2005; Ryu ve ark., 2012). Ryu ve ark. (2012), TMZ’ye kars1 hassas
U87MG ve direngli U138MG hiicrelerinde 0—1000 uM TMZ’ in sitotoksik etkisini
belirledikleri ¢aligmalarina, 72 saat sonunda TMZ’ in etkin dozunun U87MG ve
UI138MG hiicrelerinde sirasiyla 500 uM’dan az ve fazla oldugunu belirtmislerdir.
Kanzawa ve ark. (2003) ve Natsume ve ark. (2005) tarafindan ise, 0-1000 uM
arasinda farkli konsantrasyonlarda TMZ uygulanan TMZ’ye kars1 direncli T98G
hiicrelerinde 72 saat sonunda TMZ’ in sitotoksik etkisinin 1000 uM
konsantrasyondan itibaren oldugunu belirlemislerdir. Ayrica Kanzawa ve ark.
(2003), 2-6 giin boyunca 10-1000 uM TMZ’ in T98G hiicresinde sitotoksik etkisini
arastirdiklar1 ¢alismalarinda, 4. giin sonunda 1000 uM TMZ uygulanan T98G
hiicrelerinde sitotoksik etkinin artmasi sonucu hiicrelerin apoptotik 6liime gittigi ve

hiicre sayisinin doza ve zamana bagli olarak azaldigin1 belirtmislerdir.
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Mevcut tez g¢aligmasinda, TMZ’e farkli direng oranina sahip GB hiicre
hatlarinda oncelikle TMZ’ in sitotoksik ve apoptotik etkisi analiz edilmistir. TMZ’ye
kars1 hassas ve direncli hiicre hatlar1 olan US7MG, U138MG ve T98G hiicrelerinde
literatiirde belirtilen konsantrasyonlar ile uyumlu olarak TMZ uygulanan hiicrelerde
canlilik oranlarinin doza ve zamana baghi olarak anlamli derecede azaldig
belirlenmistir (p<0.01). Ayrica, US7MG hiicreleri i¢in TMZ’ in IC50 degeri 353.40
uM olarak belirlenirken, U138MG ve T98G hiicreleri i¢in sirasiyla ICsy degeri
556.96 uM, 597.53 uM olarak belirlenmistir.

TMZ’ in GB hiicre hatlarinda (US7MG, T98G) neden oldugu apoptotik
etkinin belirlendigi calismalarda, TMZ’ in ozellikle erken ve ge¢ evre apoptotik
Olime neden oldugu belirtilmistir (Yamini ve ark., 2004; Karpel-Massler ve
ark.2014; Brognara ve ark.,2016). Mevcut tez ¢alismasinda 72 saat sonunda 250,
500 ve 1000 uM TMZ’in US7MG, U138MG ve T98G hiicrelerinde apoptotik
etkisinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen Annexin V/Pl analizi sonucunda,
hiicrelerde TMZ’ in artan konsantrasyonuna bagli olarak erken ve ge¢ evre apoptotik
Olimiin arttig1 belirlenmistir. Ancak, T98G hiicrelerinde hiicrelerin TMZ’ye karsi
direncli olmasindan dolay1 nekrotik 6liimiin erken ve ge¢ evre apoptotik 6liime gore
daha fazla oranda arttig1 analiz edilmistir.

TMZ’in GB hiicre hatlarinda neden oldugu morfolojik ve/veya apoptotik
degisimlerin gorintiilendigi ¢aligma sayis1 literatiirde siirhidir. Jakubowicz-Gil ve
ark. (2013) tarafindan, U87MG hiicre hatlarinda 24, 48 ve 72 saat boyunca 100 uM
ve 150 uM TMZ uygulanan hiicrelerde doza ve zamana bagli olarak apoptozun
arttig1 gorlintiillenmistir.

Mevcut tez ¢alismasinda, TMZ’in US7MG, U138MG ve T98G hiicrelerinde
neden oldugu apoptotik etkinin gozlemlenmesi icin gerceklestirilen AO/EB
boyamasi sonucunda, U87MG ve U138MG hiicrelerinde 250 uM ve 500 uM TMZ
uygulandiginda erken evre ve geg¢ evre apoptotik hiicreler gozlemlenmesine ragmen,
1000 uM TMZ uygulandiginda ise, hiicrelerde o6zellikle ge¢ apoptotik Gliim
gozlemlenmistir. T98G hiicrelerinde ise doza bagli olarak ge¢ apoptotik Olim
miktarinda artis ile birlikte nekrotik 6lim de goriintiilenmistir. Ancak, hiicrelerin

TMZ’ye kars1 yanit oranlarina goére hiicrelerde apoptoz ve nekroz 6liim oranlarinda
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farkliliklar gézlemlenmistir. Sonug olarak, elde edilen bulgular Annexin V/PI analiz
sonuglarmni destekler niteliktedir.

TMZ’ in apoptoz ve nekroz ile iliskili genlerin ekspresyon seviyesinde neden
oldugu degisimler RT-PCR analizinin gergeklestirilmesi ile belirlenmistir. 500 ve
1000 uM TMZ uygulanan U87MG hiicrelerinde apoptotik ve proapoptotik (TP53,
BAX) genlerinin ekspresyonlarinin artiginin yaninda antiapoptotik (BCL2, BCL2L1)
genlerin ekspresyonlarinda artisa neden oldugu gorilmistir (p<0.05). Ancak
Annexin V ve mikroskop sonug¢larimiz dogrultusunda U87MG hiicrelerinin biiyiik
oranda apoptoz ve az oranda nekroza gittigi belirlenmistir. Bu nedenle antiapoptotik
genlerin varlig1 hiicrelerde direng gosterme potansiyelini olusturmasina ragmen
apoptotik ve porapoptotik gen ekspresyon seviyesinin US7MG hiicrelerini 6liime
gbtiirdliigli  disiiniilmektedir. Bunun yaninda nekroz ile iligkili RIPK1 gen
ekspresyonun arttigi da belirlenmistir. TP53 ve PTEN mutasyonlarina sahip
U138MG hiicreleri 500 uM TMZ’ de apoptotik gen TP53 ve BCL2L1 gibi
antiapoptotik gen ekspresyonunun artmasinin yaninda BCL2L11 proapoptotik gen
ekspresyon seviyesinde anlamli azalis belirlenmistir (p<0.05). Ayrica nekroz ile iliski
RIPK1 gen ekspresyon seviyesinde artis goriilmiistiir. Annexin V/Pl ve mikroskop
analizleri dogrultusunda U138MG hiicrelerinde apoptotik ve bir miktar nekotik 6liim
belirlenmistir. Ancak TP53 gen ekspresyonunda anlamli kat artis1 olmasina ragmen,
TP53 mutasyonuna sahip olan bu hiicrelerde analiz edilen genler arasindan
antiapoptotik gen ekpresyonlarinda gozlenen artis ve proapoptotik gen
ekspresyonlarinda belirlenen azalisin nedeni ile TMZ uygulanan U138MG
hiicrelerinde belirlenen hiicre Oliimiinde diger pro-apoptotik genlerin etkili
olabilecegi ongoriilmiistiir. Genlerde mRNA diizeyinde ekspresyon seviyesinde artig
o genin tasidig1 mutasyondan dolay: hatali protein olusumuna ve dogru fonksiyonun
yitirilmesinde neden olmaktadir (Greenbaum ve ark., 2003, Payne 2015). U138MG
hiicrelerine uygulanan 1000 uM TMZ uygulamasi sonucu CASP3 ve BCL2L11 gibi
apoptoza ve RIPK1 gibi nekroza yol acan gen ekspresyon seviyelerinde artig
goriilmiistiir. Bu sebeple elde edilen gen ekspresyon sonuglarimiz diger bulgularimizi
destekler niteliktedir. TP53 mutasyonu igeren T98G hiicrelerinde ise 500 uM TMZ
uygulamasi sonucu apoptotik (CASP8, BAX) ve nekrotik genlerde (FADD, RIPK1)
ekspresyon artig1 belirlenirken, 1000 uM TMZ uygulamast sonucu apoptotik
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(BCL2L11) ve nekrotik genlerde (RIPK1, PARP1) ekspresyon seviyesinde artisi
goriilmiis olup, bu bulgularimiz Annexin V/Pl ve mikroskop degerlendirme
sonuclarini destekler niteliktedir.

OL kumarin-benzeri bilesiklerin bir grubu olarak en ¢ok Olea europaca L. nin
meyve, zeytin yag1 ve yapraklarinda bulunan fenolik bilesiktir (Cardeno ve ark.,
2014, Han ve ark., 2009, Yao ve ark., 2014). OL’ in (100-500 uM) ¢esitli kanser
hiicre hatlarinda (MCF-7, U251 ve Al172, Hep G2, Huh7, RKO, LNCaP ve DU145)
sitotoksik etkisinin belirlendigi ¢alismalar literatiirde mevcuttur (Acquaviva ve ark.,
2012; Han ve ark., 2009; Liu ve ark., 2016). Mevcut tez ¢alismasinda OL’ in (50-750
uM) U87MG, U138MG ve T98G hiicreleri ilizerinde en etkin siiresi olarak 24 saat
belirlenmistir ve hiicrelerde canlilik oraninin doza bagli olarak anlamli azaldigi
analiz edilmistir ve IC50 degerleri GB hiicre hatlarinda sirasi ile 490 uM, 744,1 uM
ve 1277 puM olarak belirlenmistir (p<0.01). Kontrol olarak kullanilan HUVEC
hiicrelerinin canlilik oraninda ise 6nemli bir azalis belirlenmemistir.

Liu ve ark. (2016), 200 ve 400 uM OL’ in U251 ve A172 glioblastoma
hiicrelerinde 24 saat sonunda apoptotik etkisini inceledikleri ¢alismalarinda, 200 pM
ve 400 uM OL uygulanan GB hiicre hatt1 olan U251 hiicrelerinde erken ve geg
apoptotik 6liim oranlari sirasiyla % 8.92 ve % 15.46 belirlenmesine ragmen, diger bir
GB hiicre hatti1 olan Al72 hiicrelerinde sirasiyla %6.18 ve %17.10 olarak tespit
edilmistir (Liu ve ark., 2016). Diger bir ¢alismada ise, 72 saat sonunda 150, 200, 250
ve 300 uM OL uygulanan MCF-7 ve MDA-MB-231 meme kanseri hiicre hatti
hiicrelerinde ve  MCF-10A normal meme doku hiicrelerinde doza bagli olarak
apoptotik ve nekrotik &liimiin arttig1 belirlenmistir (Daghestani ve ark., 2012). insan
kolon adenokarsinoma HT-29 hiicreleri ile yapilan bir caligmada ise, 24 saat boyunca
400, 600, and 800 uM OL uygulanan hiicrelerde OL’ in diisiik konsantrasyonlarinda
belirgin bir apoptotik etki belirlenmemesine ragmen, OL’ in artan konsantrasyonuna
bagli olarak hiicrelerde gec apoptotik Oliimiin arttigi belirtilmistir. Ayrica literatiir
taramas1 sonucunda OL ile iliskili morfolojik analiz sinirlidir. Morfolojik analiz ile
yapilan ¢alismalarda 200 uM OL uygulanan MCF-7, H1299 ve Hela hiicrelerinde
apoptozun karakteristik 6zellikleri olan hiicre membran biitiinliigliniin bozuldugu ve
kormatin yogunlasmasi ile apoptotik cisimciklerin olustugu goriintiilenmistir (Han
ve ark., 2009 ve Yao ve ark. 2014).
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Mevcut tez caligmasinda, OL’ in artan konsantrasyonuna bagli olarak
USTMG, T98G ve HUVEC hiicrelerinde ge¢ apoptotik 6liim oraninin artmasina
ragmen, U138MG hiicrelerinde erken apoptotik 6liim oraninin arttig1 belirlenmistir.
Ayrica, hiicrelerde OL’ in apoptotik etkisi AO/EB boyamasi ile de goriintiilenmistir.
OL’ in U87MG, U138MG ve TI98G hiicrelerinde apoptoz ve nekroz ile iliskili
genlerin ekspresyon seviyesinde etkisi incelendiginde, PTEN mutasyonu igeren
U87MG hiicrelerinde 500 uM OL uygulamasi sonucunda apoptotik genlerin (TP53,
BAX) ekspresyonlarinin arttigi belirlenmistir. TP53 ve PTEN mutasyonu igeren
U138MG hiicrelerine uygulanan 500 pM OL sonucunda ise tez ¢alismasi
kapsaminda analiz edilen genler arasinda apoptoz ve nekroz ile iligkili genlerin
(CASP8, CASPY9, FADD, PARP1) ekspresyon seviyesinin azaldigi, bunun yaninda
FAS geninin ekspresyon seviyesinin 9 kat arttigi goriilmektedir (p<0.05). FAS gen
ekspresyon seviyesinin bazi kanser hiicrelerinde daha fazla oldugu literatiirde
bilinmektedir. Fas hiicre ylizeyinde reseptdr gorevi gorerek, ligandin (FasL)
baglanmasin1 saglar. FasL’ nin Fas ile etkilesime girmesi sonucunda hedef hiicre
tizerinde apotozisin tetiklenmesi saglanir (Wu ve ark., 2001). U138MG hiicrelerinin
TP53 ve PTEN mutasyonuna sahip olmasi bu hiicrelerde farkli mekanizmalarin
aktiflenmesine neden olarak apoptotik ve nekrotik genlerin ekspresyon seviyesinin
azalmasina neden olabilmektedir. U87MG hiicrelerinin PTEN mutasyonu tagimlarina
ragmen OL ile muamelesinde apoptotik genlerin ekspresyonlarinin artmasinda TP53
mutasyonu igermemesi olarak Ongoriilmiistiir. TP53 mutasyonu igeren T98G
hiicrelerinde ise analiz ettigimiz genler arasinda apoptotik ve nekrotik genlerin
ekspresyon seviyesinde artis gorilmiistiir. UI38MG ve T98G hiicrelerinin OL’e
yanit vermesini engelleyen faktorlerden birinin apoptosis ile iligkili TP53” {in bu
hiicrelerde mutasyonlu olmast oldugu Ongoriilmistiir. Ancak, OL uygulanan
U138MG ve TI98G hiicrelerinde gergeklestirilen diger analizler sonucu apoptotik
Olimiin belirlenisinde tez kapsaminda ¢alisilmayan diger apoptotik genlerin etkili
olabilecegi dngoriilmiistiir.

OLE’ nin en Onemli biyoaktif bilesenlerinden biri olan OL disinda,
hidroksitrizol, rutin, dimetil olerepein ve luteolin gibi etken maddelerde yer
almaktadir (Han ve ark., 2009, Marchetti ve ark., 2015). Bu nedenle mevcut tez

calismasi kapsaminda OLE igeriginde OL disinda bagka etken maddelerden kaynakli

124



bir sitotoksik etkiye, apoptotik ve nekrotik Oliime neden olup olmadiginin
belirlenmesi amaciyla OLE’ nin GB hiicre hatlarinda etkisi analiz edilmistir. OLE’
nin (0-3000 pg/ml) farkli kanser hiicre hatlarinda 24, 48 ve 72 saatte (TPC-1,
BCPAP, HL60, HT29, T98G, U138MG, U87MG) sitotoksik etkilerinin arastirildigi
calismalar literatiirde mevcuttur (Anter ve ark., 2011, Bulotta ve ark., 2013, Reyes-
Zurita ve ark., 2009, Tezcan ve ark., 2014). Bu ¢alismalarda hiicrelerde farkli zaman
dilimlerinde uygulanan doza bagli olarak hiicrelerde canlilik oranlarinin anlaml
derecede azaldigi belirlenmistir (p<0.01). Mevcut tez ¢alismasinda, OLE (500-2500
pg/ml) uygulanan US7MG, U138MG ve T98G hiicrelerinin canlilik oraninda anlamli
azalig tespit edilmistir (p<0.01) ve IC50 degerleri sirasiyla 168,01 pg/ml; 233,3
pg/ml; ve 171,84 pug/ml olarak belirlenmistir.

OLE’ nin hiicrelerde apoptotik ve nekrotik 6liime neden oldugu Annexin
V/PI analizi ile belirlenmistir (Anter ve ark., 2011, Tezcan ve ark,. 2014). Mevcut tez
calismasinda, Annexin V/PI analizi ile OLE’ nin artan konsantrasyonuna bagli olarak
US7MG ve U138MG hiicrelerinde ge¢ apoptotik ve nekrotik dliimiin arttigi, T98G
hiicrelerinde ise nekrotik Oliimiin 6nemli derecede arttigi belirlenmistir. US7MG,
U138MG ve T98G hiicrelerinde OLE’ nin neden oldugu apoptotik ve/veya nekrotik
Olimiin, hiicrelerin fenototipik ve genotipik 0Ozelliklerindeki farkliliklardan
kaynaklanabilecegi Ongoriilmiistir. OLE’ nin hiicrelerde neden oldugu o&liim
yolaklart ile iligkili morfolojik degisimlerin belirlenmesi amaciyla ger¢eklestirilen
AO/EB boyamasi sonucunda, US7MG ve U138MG hiicrelerinde ge¢ apoptotik ve
nekrotik  Oliim  belirlenmesine ragmen, T98G hiicrelerinde nekrotik 6lim
gozlemlenmistir. Anter ve ark. (2011) gerceklestirdikleri ¢alismalarinda, 2, 6 ve 24
saat boyunca 160pg/ml OLE uygulanan HL60 hiicrelerinde AO/EB boyamasi
sonucunda nekrotik 6liim oldugunu belirtmislerdir (Anter ve ark., 2011).

OLE’ nin apoptoz ve nekroz ile iligkili genlerin ekspresyon seviyesinde etkisi
incelendiginde, U87MG hiicrelerinde apoptotik ve nekrotik genlerin ekspresyonlarin
artt1g1 belirlenmis olup 6zellikle TP53 gen ekspresyonunda 17 kat artis belirlenmistir.
UI38MG hiicrelerinde de apoptotik ve nekrotik genlerin ekspresyon seviyelerinin
anlaml sekilde arttig1r tespit edilmistir. OL muamelerinde oldugu gibi OLE
uygulanmasi sonucu da FAS gen ekspresyonu 16 kat artis gostermistir. T98G
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hiicreleri analiz edildiginde apoptoz ve nekroz ile iligkili genlerin ekspresyonunun
artmasinin yaninda FADD geninde 10 kat artis belirlenmistir.

Elde edilen veriler dogrultusunda, mevcut tez ¢alismasinda TMZ’ in
hiicrelerde terapotik etkisini arttirmak ve OL ve OLE ile kombin olarak potansiyel
sinerjik veya antogonist etkisini belirlemek amac ile belirlenen konsantrasyonlarda
TMZ+OL ve TMZ+OLE’ nin U87MG, U138MG, T98G ve HUVEC hiicrelerinde
sitotoksik ve apoptotik etkisi belirlenmistir. OLE’ nin farkli kemoterapotik ajanlar ile
kombin etkisinin arastirildigi ¢alisma sayisi literatiirde sinirhidir. Tezcan ve ark.
(2014), T98G, U138MG ve US7MG hiicrelerinde TMZ (300-500 uM), OLE (1, 2
mg/ml) ve OLE-TMZ’ in kombin etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, TMZ-OLE’
nin hiicrelerde tek basina uygulanan TMZ ve OLE’ye gore daha etkili oldugunu ve
bu nedenle sinerjik etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir.

Mevcut tez ¢alismasinda OL ve OLE’ nin TMZ ile kombin olarak US7MG,
U138MG, T98G ve HUVEC hiicrelerinde sitotoksik etkisi WST-1 analizi ile
degerlendirilmistir. Belirlenen konsantrasyonlarda TMZ ve OL uygulanan U87MGQG,
U138MG, T98G ve HUVEC hiicrelerinde canlilik orani anlamli derecede (p<0.05)
azalmasina ragmen, tek olarak TMZ uygulanan hiicrelere gore tiim hiicre hatlarinda
canlilik oran1t TMZ ve OL kombin uygulamasinda daha yiiksek oranda belirlenmistir.
Bu nedenle, TMZ ve OL’ in antagonist etkiye sahip oldugu ongoriilmektedir. TMZ
ve OLE uygulanan hiicrelerde ise, tek basina TMZ ve tek basina OLE uygulanan
US7TMG, U138MG ve T98G hiicrelerine gore canlilik oram1 daha fazla oranda
anlamli bir sekilde azalmistir (p<0.01). HUVEC hiicrelerinde ise tek basina OLE
uygulanan hiicrelere goére canlilik oranmmin TMZ ve OLE birlikte uygulanan
hiicrelerde daha fazla oldugu tespit edilmistir. TMZ ve OLE’ nin hiicrelerde sinerjik
etkiye sahip oldugu ongdriilmiistiir. Sonug¢ olarak, TMZ ve OLE’ nin sinerjik etki
gostermesine ragmen, OL ve TMZ’ in antagonist etkiye sahip olmasi, OLE
iceriginde bulunan diger etken maddeler ile TMZ’ in sinerjik etki potansiyeline sahip
olabilecegini gostermektedir. Bu nedenle bu konuda OLE igeriginde yer alan diger
etken maddeler ile detayli caligmalarin yapilmasi gerekmektedir.

TMZ+OL ve TMZ+OLE’ nin hiicrelerde neden oldugu apoptotik ve nekrotik
Oliim miktarlar1 Annexin V/PI analizi ile degerlendirmistir. TMZ+OL uygulanan

US7MG, U138MG, T98G hiicrelerinde erken, ge¢ apoptotik ve nekrotik 6liimiin
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arttig1 belirlenmistir. Ancak, WST-1 analizi ile elde edilen sonuglara paralel olarak
tek TMZ uygulanan hiicrelere goére, TMZ ve OL uygulanan U§7MG, U138MG ve
T98G hiicrelerinde apoptotik ve nekrotik 6liim oranlarinda azalis tespit edilmistir.
OLE ve TMZ’ in kombin uygulandigi US7MG, U138MG ve T98G hiicrelerinde tek
basina OLE uygulanan hiicrelere gore ge¢ apoptotik ve nekrotik 6liim oranlarinin
daha fazla arttig1 analiz edilmistir. Elde edilen veriler, WST-1 analizi sonuglarini
destekler niteliktedir. Ayrica, GB hiicre hatlarinda TMZ, OL ve OLE’ nin kombin
apoptotik ve nekrotik etkileri AO/EB boyamasi ile goriintiilenmistir. TMZ ve OL’ in
birlikte uygulanmasi sonucu US7MG, U138MG ve T98G hiicrelerinde ge¢ apoptotik
ve nekrotik 6liim daha az gézlemlenmesine ragmen, HUVEC hiicrelerinde ise tek
basina TMZ ve tek basina OL uygulanan hiicrelere gore daha fazla oranda hasar
goriintiilenmigtir. Diger yandan, TMZ ve OLE’ nin snerjik etkisinden dolay:
USTMG, U138MG ve T98G hiicrelerinde tek basina OLE uygulanan hiicrelere gore
daha fazla oranda nekrotik 6lim gozlemlenmesine ragmen, HUVEC hiicrelerinde
daha az nekrotik 6liim goriintiillenmistir. Ancak, TMZ’ in U87MG, U138MG ve
T98G hiicrelerinde neden oldugu apoptotik 6lim TMZ+OLE kombin uygulanan
hiicrelerde gozlemlenmemistir. Bu nedenle hiicrelerde daha fazla oranda nekrotik
Olimiin gergeklesmesine neden olan molekiiler mekanizmalarin arastirilacagi detayl
caligmalarin gerceklestirilmesi gerekmektedir.

TMZ+OL ve TMZ+OLE uygulanan hiicrelerde apoptoz ve nekroz ile iligkili
genlerin ekspresyon seviyesinde degisimler RT-PCR analizi ile degerlendirildiginde,
TMZ+OL uygulanan U87MG hiicrelerinde tek basina OL ve tek basina TMZ
uygulanan hiicrelere gore daha fazla apoptotik genlerin (CASP3, CASP9, TP53, BAX,
TNF) ve nekrotik (TNF) gen ekspresyon seviyesinde anlamli artig belirlenmistir
(p<0.05). U138MG hiicrelerinde TMZ+OL’un birlikte uygulandiginda OL tek basina
uygulandigr durumda oldugu gibi apoptoz (CASP9, CASP9) ve nekroz (PARP1,
RIPK1) ile iligkili gen ekspresyonu seviyesinde azalma goriilmesi ile birlikte, FAS
gen ekspresyonunda yaklagik 9 kat artis belirlenmistir (p<0.05). T98G hiicrelerinde
OL tek basina analiz edildiginde apoptotik (CASP9, BCL2L11) ve nekrotik (RIPK1)
genlerin ekspresyon seviyelerinin azalmalarina neden olurken, TMZ ve OL kombin
olarak verildiginde apoptoz (CASP8, BCL2L11) ve nekroz (RIPK1) genlerinde
yiiksek oranda artiga yol agtig1 belirlenmistir (p<0.05).
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TMZA+OLE uygulanan U87MG hiicrelerinde istasistiksel bir anlam ifade
etmemekle birlikte apoptoz (BAX, BCL2L11) ve nekroz (RIPK3) ile iligkili genlerin
ekspresyon seviyelerinin arttig1r belirlenmistir. TMZ+OLE uygulanan U138MG
hiicrelerinde ise OLE’ nin tek basina ve TMZ’ in tek basmma uygulandiginda
ekspresyon seviyesi diisen genlere benzer gruplarda yer alan genlerde (BCL2L11,
BID) diisiis oldugu belirlenmis olup, kanser hiicresinin genotip/fenotip 6zelligi ile
iliskili oldugunu 6ngérmekte oldugumuz FAS geninin ekspresyonunda 10 kat artis
tespit edilmistir (p<0.05). T98G hiicrelerinde TMZ+OLE birlikte uygulandiginda
apoptotik (AIFM1, FAS) ve nekrotik (RIPK1) genlerin ekspresyon seviyesinde artis
goriildii. T98G hiicrelerinde OLE’ nin tek basina olan etkisinde birka¢ genin (BID,
BAK1) ekspresyon seviyelerinin azalmasi, ancak TMZ+OLE ile birlikte verildiginde
bu genlerin ekspresyon seviyesinin artmasinda, T98G hiicrelerinin genotip/fenotip
ozelligi ve TMZ+OLE’ nin T98G hiicreleri lizerinde sinerjik etkisinin varligi oldugu
Ongoriilmiistiir. Sonug olarak, UI138MG hiicrelerinin apoptoziste rol oynayan TP53
ve PTEN mutasyonlarini birlikte icermesi nedeni ile tek basina OL ve TMZ+OL
kombin uygulamasinda apoptotik ve nekrotik genlerin ekspresyonlarinda anlamli
derecede azalis gosterdigi, bununla birlikte hiicrenin 6zelligine bagli olarak FAS gen
ekspresyon artisinin anlamli olarak goriildigii belirlenmistir. T98G ve U138MG
hiicrelerinde ise OL tek basmma ve kombin olarak (TMZ+OL) verildiginde gerek
WST-1 sonuglar gerekse Annexin V/Pl ve mikroskop goriintiilerinde bu degerlerin
birbirlerine yakin oldugu goriilmekte olup, ekspresyon sonuglarini destekler
niteliktedir.

OLE igerisinde yer alan diger etken maddelerin GB hiicre hatlarinda
potansiyel terapotik etkisinin belirlenecegi detayli in vitro ve in vivo c¢aligmalarin
gerceklestirilmesi gerekmektedir. Ayrica, tek OLE ve OLE+TMZ kombin sinerjik
terapotik etkisi sonucunda hiicrelerde belirlenen nekrotik 6liime yol agan molekiiler
ve epigenetik mekanizmalarin aydinlatilmast ve bu mekanizmalarda rol alan birbiri
ile iliskili spesifik genlerin ekspresyon seviyesinde degisimlerin belirlenmesi ile

mevcut tez ¢alismasi gelistirilebilir.

Sonug olarak mevcut tez ¢calismasinin bulgulart OLE nin sitotoksik etkilerinin
ve TMZ ile sinerjik etkilerinin ortaya ¢ikmasinda onun en 6nemli fenolik bileseni

olan OL’ in tek etmen olmadig literatiirde ilk kez ortaya konmustur. Ayrica mevcut
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tez ¢aligmasinda tek baglarina ve TMZ ile kombin olarak apoptotik, nekrotik ve
nekroptotik 6lim yolaklari iizerine olan etkileri gen ekspresyonu seviyesinde mevcut
ayrintilarda ilk kez ele alinmistir. Elde edilen bulgular GB tedavisine yonelik ileri

analizlere 151k tutacaktir.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

GB: Glioblastoma

EGFR: Epidermal Biiylime Faktor Reseptorii

IDH1: Izositrat dehidrogenaz

MDM2: Mouse Double Minute 2

PTEN: Phosphatase And Tensin

RB: Retinomlastoma

TP53: Tumor Protein P53

CDKNZ2A: Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A
LOH: Loss of heterozygosity

DNMT: DNA methyltransferase

MGMT: O-6-Methylguanine-DNA Methyltransferase
TNFR1: NFRSF1A Associated Via Death Domain
TRAILR1: Tumor Necrosis Factor Receptor Superfamily
TMZ: Temazolamid

OLE: Olea europaea

OL.: Oleuropein
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