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TURKCE OZET

Glioblastoma (GB) merkezi sinir sisteminde en yaygin goriilen ve en agresif olan
primer beyin tiimoriidiir. GB’nin standart tedavisi, maksimum cerrahi rezeksiyon,
kemoterapi ve radyoterapiden olugsmaktadir. Temozolomid (TMZ), GB tedavisinde en
yaygin kullanilan kemoterapi ilacidir ancak TMZ tedavisine ragmen GB hastalarinin
prognozu oldukca kotli seyretmektedir. Bunun sebebi, hastaligin agresif olusu ve
kanser hiicrelerinin TMZ’ye direng gelistirmesidir. Son yillarda kanser tedavisi
tizerine yeni stratejilerin gelistirilmesinde bitki 6ziitlerinden yararlanilmakta ve kanser
tirtine Ozgii farkli kemoterapik ilaglarla birlikte kombin tedavi yoOntemlerine
odaklanilmaktadir. Mevcut tez ¢alismasinda, daha onceki ¢alismalar ile sitotoksik
etkisi bilinen Olea europea yaprak oziitiiniin (OLE) tek basina ve TMZ ile birlikte
kombin kullanilmasiyla tiimdriin agresifligi, ila¢ direnci ve Long noncoding RNA’lar
(LncRNA) iizerine etkilerinin belirlenmesi, aynt zamanda 3 boyutlu (3B) tiimor
modeli ile timor boyutuna olan etkilerinin tespit edilmesi amaglanmaktadir. Bu amag
dogrultusunda OLE’nin tiimoriin agresifligi ile iligkili EMT ve CSC belirteglerine, ilag
direnci ile iligkili MDR genlerine ve LncRNA’larin ekspresyon seviyelerine etkilerinin
belirlenmesi i¢in RT-PCR yontemi kullanilmistir. OLE’nin tiimdriin agresifligi ile
iligkili yara iyilesmesi, koloni olusumu ve ilag direnci ile iligkili hiicre yaglanmasi
tizerine etkilerinin belirlenmesi amaci ile hiicre kiiltiir ¢caligmalarinda fonksiyonel
analizler ile gergeklestirilmistir. OLE’nin tiimdr boyutu {izerine etkisinin tespiti igin
ise 3B tiimor modeli gelistirilmistir. Sonug olarak, OLE’nin tek basina ve TMZ ile
birlikte EMT ve CSC belirteglerini inhibe ederek tiimdriin agresifligini onledigi, ayni
zamanda MDR genlerinin ekspresyon seviyelerini diistirerek ila¢ direncini kirdigi
belirlenmistir. Ayn1 zamanda OLE’nin, TMZ ile birlikte timor boyutunda kiigiilme
gosterdigi saptanmis ve TMZ ile birlikte sinerjik etki olusturarak tedavide kullanilacak
potansiyel bir terapotik ajan olabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Glioblastoma, Olea europaea yaprak 6ziitii (OLE), Tiimérin
agresifligi, [la¢ Direng Mekanizmasi, 3 boyutlu kiiltiir.



INGILIiZCE OZET

“INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF LEAF EXTRACT (OLE) ON
THE BIOLOGICAL BEHAVIOR OF GLIOBLASTOMA CELLS”

Glioblastoma (GB) is the most common and most aggressive primary brain tumor in
the central nervous system. The standard treatment of GB consists of maximum
surgical resection, chemotherapy and radiotherapy. Temozolomide (TMZ) is the most
widely used chemotherapy drug in the treatment of GB. Despite TMZ treatment, the
prognosis of GB patients is very poor. This is because the disease is aggressive and
cancer cells develop resistance to TMZ. In recent years, plant extracts have been used
to develop new strategies on cancer treatment and different chemotherapeutic drugs
specific to the cancer type. In this thesis, it is aimed to determine the effects of Olea
europea leaf extract (OLE) alone and in combination with TMZ on tumor
aggressiveness, drug resistance and Long noncoding RNAs (LncRNA). It was also
aimed to determine the effects of 3D tumor model on tumor size. For this purpose, RT-
PCR method was used to determine the effects of OLE on EMT and CSC markers
associated with tumor aggressiveness and drug resistance-associated MDR genes and
LncRNAs on expression levels. In order to determine the effects of OLE associated
with tumor aggressiveness on wound healing and colony formation and associated
with drug resistance on cell aging such as functional analyzes were performed in cell
culture studies. To determine the effect of OLE on tumor size, a 3D tumor model was
developed. As a result, it was found that OLE alone and in combination with TMZ
inhibited EMT and CSC markers to prevent tumor aggression and decreased drug
resistance by decreasing expression levels of MDR genes. It has been shown that it
can be a potential therapeutic agent to be used in treatment by as been shown to reduce
tumor size and creating synergistic effect with TMZ.

Keywords: Glioblastoma, Olea europaea leaf extract, Tumor aggressiveness, Drug
Resistance Mechanism, 3D culture.
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1. GIRIS

Gliomalar insan primer merkezi sinir sistem tiimorlerinin yaklasik %60’ m1
olusturmaktadir. En yaygin goriilen glioma, Diinya Saglk Orgiitii’niin
simiflandirmasina gore, evre IV (WHO grade V) olarak kabul edilen, 14-16 ay gibi
¢ok kisa yasam siiresi olan Glioblastomadir (GB) (Vigneswaran ve ark., 2015). Nekroz
ve vaskiiler proliferasyon ile karakterize olan GB’lerin standart tedavileri; cerrahi
rezeksiyon, kemoterapi ve radyoterapiden olusmaktadir. GB’ler ile ilgili yapilan
aragtirmalarda ilerlemeler kaydedilmis olsa da bu tiimoérlerin tedavisinde hala

yeterince basartya ulagilamamistir.

Alkilleyici bir ajan olan temozolomid (TMZ), kan-beyin bariyerini asabilen ve oral
kullanimda etkin olan GB’nin tedavisi i¢in kullanilan kemoterapi ilacidir. TMZ
etkinligi hastalarin O6-metil guanine-DNA metil transferaz (MGMT) promotor bolge
metilasyon durumuna gore farklilik gostermektedir (Jiang ve ark., 2014). Ancak
giiniimiizde, MGMT promotor bolge metilasyonu olan hastalarin TMZ tedavisine iyi
cevap vermesi beklenirken hastalarin beklenen cevabi gosteremedigi tespit edilmis ve
yeni terapOtik hedeflerin  bulunmasi ve alternatif yeni tedavi stratejilerinin
gelistirilmesi gerekliligini giindeme getirmistir. TMZ tedavisinin basarisiz olmasi,
ilacin toksik etki gdstermesi ve hastalarda yan etkilerini olusturmasi ile iliskilidir
(Silber ve ark., 2012). Bunun yaninda, kanser hiicrelerinin ¢oklu ilag direnci (MDR)
gostermesi TMZ tedavisini etkileyen en 6nemli etkenlerden biridir (Ambudkar vd.,
1999).

Agresif seyreden GB’lerin yayilim, go¢ ve metastaz yetenekleri yiiksektir. Bu
sebeple tiimoriin agresifligi ile iliskili Epitelyal Mezenkimal Gegis (EMT) ve kanser
kok hiicre (CSC) belirteglerinin inhibe edilmesi yoniindeki yapilacak ¢alismalar GB
tedavisindeki basariy1 arttirabilecektir (Scheel ve Weinberg, 2012). EMT, hiicrelerin
epitel dzelliklerini yitirdigi, epigenetik ve biyokimyasal siireclerle mezenkimal fenotip
edindigi evrimsel bir siiregtir. EMT, GB’nin agresifligi ile biiyiik dlctide iliskilidir ve
siklikla tiimor niiksli ve metastaz ile baglantilidir (Kalluri ve Weinberg, 2009). Bu



sebeple EMT ana regiilator genlerinin (Twist, Snail, Zebl, N-kaderin ve E-kaderin)

GB’deki etkilerinin arastirilmasina ve baskilanmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

GB'de kanser hiicrelerinin bir alt popiilasyonu olan GB kok hiicreleri, timor
olusumu, ilag direnci, yayilim ve gog tizerinde 6nemli etkilere sahiptir. CSC faktorleri
OCT4, NANOG, SOX2 ve CD133 GB dahil olmak iizere gesitli kanser hiicrelerinde
kok hiicre 6zelliklerinin korunmasina ve tiimortin ilerlemesine katkida bulmaktadir
(Duesberg ve ark., 2011). Tiimorlerin agresifligi ile yakindan iligkili olan CSC’lerin

varliginin arastirilmasi ve inhibe edilmesi kanser tedavilerinin basarisi i¢in énemlidir.

Timor hiicre biyolojisini incelemek igin kullanilan hiicre kiltiirii tekniklerinin
gelistirilmesi kanser calismalar1 igin hayati 6neme sahiptir. Genel olarak in-vitro
deneyler, 2 boyutlu (2B) tek tabakali kiiltiir kaplarinda tiimoér hiicrelerinin
davraniglarinin belirlenmesi amaciyla kullanilmaktadir. Ancak kanser hiicrelerinin in-
Vivo deneylerden 6nce 2B kiiltiir teknikler {izerinde denenmesinin giivenilir olup
olmadig1 hakkinda tartigmalar vardir. Glinlimiizde tiimor biyolojisi ¢aligmalarinda
kullanilan 2B hiicre kiiltiir yontemlerinin in-vivo mimariyi ve mikro ¢evreyi dogru bir
sekilde taklit edemedigi savunulmustur (Tibbitt ve Anseth, 2009). Son zamanlarda
gelistirilen 3 boyutlu (3B) in-vitro timor modelleri, in-vivo’ya benzer fizyolojik
ozelliklere sahip oldugu, kanser ve ilag aragtirmalarinda giiglii bir ara¢ olabilecegi
diistiniilmektedir (Hamburger ve Salmon 1997). 3B kiiltiir, in-vitro olarak kullanilan
geleneksel 2B hiicre kiiltiir ile in-vivo olarak kullanilan hayvan test modelleri
arasindaki boslugu doldurabilen bir timdr modeli olarak kullanilmaktadir. 3B timor
modellerinin avantajlar1 g6z oniine alindiginda, kanser ile ilgili yapilacak ¢aligmalarin
3B tiimor modellerinde gelistirmek kanser biyolojisinin daha iyi anlasilmasina ve yeni

tekniklerin gelistirilmesine farkli bir bakis sunacaktir.

Uzun kodlama yapmayan RNA’lar (LncRNA) protein kodlama potansiyeline sahip
olmayan ancak DNA, proteinler ve diger RNA'larla dogrudan etkilesim yoluyla gen
ekspresyonunu diizenleyen bir transkript grubudur. LncRNA’lar, tani, prognoz ve
tedaviye yanit i¢in potansiyel biyobelirtegler olarak kullanilabilmektedir. Caligmalar
LncRNA’larin kanser hiicrelerindeki hiicre proliferasyonunu, gociinii, invazyonunu ve
apoptozunu ¢esitli mekanizmalarla diizenledigini gostermektedir (Batista ve Chang,

2013). Ornegin, LncRNA MALAT1, kanser hiicrelerinin proliferasyonunu,



migrasyonunu ve invazyonunu o6zellikle akciger kanseri metastazini diizenlemektedir
(Ma ve ark., 2015). Ayni1 zamanda GB hiicrelerinde yiiksek ekspresyon seviyelerine
sahip HOTAIR, LOXL1-AS1, PVT1 ve H19 LncRNA’larin diisiik sagkalim ve kot
prognoz ile iliskili oldugu, bu LncRNA’larin ekspresyon seviyelerinin azalmasinin
proliferasyonu, migrasyonu ve invazyonu engelledigi bilinmektedir (Jiang ve ark.,
2016; Wang ve ark., 2018 ve Zhou ve ark., 2015).

Son yillarda bir ¢ok kanser tiiriinde yeni tedavi yontemlerinin belirlenmesinde
siklikla bitkilerden yararlanilmakta ve mevcut kullanilan tedavilerin daha efektif hale
getirilmesi ve olusan sitotoksik etkilerinin azaltilmasi ¢alisilmaktadir (Keles ve ark.,
2001). Ayrica, bazi terapotik 6zelligi belirlenen bitkisel oziitlerinin kemoterapotik
ajanlarla birlikte kullanimimin sinerjik bir etki yaratarak kemoterapdtik ajanin
etkinligini artirdigi, boylece tedavide mevcut ajanin dozunun diisiiriilerek, bu ajanin
yol acabilecegi yan etkilerin azaltilabilecegini ifade eden ¢alismalar mevcuttur (Cragg
ve Newman, 2006 ve Li ve ark., 2010).

Daha onceki ¢alismalarimiz ile Olea europaea (zeytin) yapragindan elde edilen
bitki 6ziitiiniin (OLE), GB ve GB kok hiicrelerinde; hiicre proliferasyonunu azaltigi,
hiicreleri hem apoptotik hem de nekrotik yolla 6ldiirdiigii, MGMT metilasyon oranini
ve TMZ’nin etkinligini arttirdig1, anjiogenezi azalttigi, bevacizumab’in etkinligini
arttirdig1 ve epigenetik etki olarak miRNA ekspresyonlarini etkiledigi belirlenmistir
(Tezcan ve ark., 2017a; Tezcan ve ark., 2017b ve Tunca ve ark., 2012).

Mevcut tez caligmasinda, OLE’nin GB’de tedavi edici yoniiniin tek bagina ve TMZ
ile birlikte in-vivo ¢alismalara yiiksek oranda onciilik eden 3B kiiltiir modeli ile
timoriin agresifligi (Gen diizeyinde, EMT ve CSC belirteglerini; hiicre kiiltiiri
analizlerde, koloni olusturma, yara iyilestirme) ve ilag direnci (Gen diizeyinde, MDR,;
hiicre kdltiirti analizinde, hiicre yaslanmasi) agisindan etkilerinin degerlendirilmesi ve
bu dogrultuda OLE’nin TMZ ile birlikte LncRNA’lar iizerine olan etkilerinin ortaya

konulabilmesi amac¢lanmustir.

Sonug olarak, mevcut tez ¢alismasinda GB hiicre hatlarinda in-vivo mimariye en
yakin olan 3B kiiltiir modelinin kullanilmasiyla OLE’nin anti-tiimoéral etkinliginin,

tiimdriin agresifligi ve ila¢ direnci lizerindeki etkisinin belirlenmesi hedeflenmistir.



Bu calismanin amaci basta GB olmak iizere, kanser tedavisinde klinige
uygulanabilecek yeni bir ilag gelistirmektir. Bu kapsamda mevcut tez galismasi, hem

kanserli hastalarin tedavisinde kullanilabilecek hem de ekonomik degeri olan bir iiriin

gelistirilmesine katki saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER
2.1 Beyin Tiimorleri

Merkezi Sinir Sistemi tiimdrleri, astrositler ve oligodendrositler gibi birgok farkl
hiicresel soydan ortaya ¢ikabilmektedirler (Kleihues ve ark., 2002). Astrositler olarak
adlandirilan yildiz seklindeki beyin hiicreleri, glial hiicrelerden koken almaktadir.
Glioma grubunda olan astrosit tiimoérleri, en sik goriilen beyin tiimori formudur
(Kleihues ve Cavenee, 2000). Diinya Saglik Orgiitii’niin (WHO) siniflandirmasina
gore astrosit kokenli timorler Tablo 1°de gosterildigi gibi malignitelerine gore 6 gruba
ayrilmaktadir (Kleihues ve ark., 1993). En az agresiflik 6zelligi gosteren ve uzun
sagkalim ile iligkili timdrler, evre | astrositoma olarak siniflandirilan, Subependimal
Dev Hiicre ve Pilositik Astrositomalardir. Evre |1 astrositomalar, diffiiz astrositomalar1
icermektedir. Evre Il olarak belirlenen Anaplastik Astrositomalar daha fazla
agresiflik 6zelligi gostermektedir. Evre IV olarak siniflandirilan ve astrositomalarin
arasinda en agresif 6zellik gosteren tiimor grubu Glioblastoma (GB)’dir (Sekil 1). GB,
nekroz ve vaskiiler proliferasyon ile karakterize olan ve yetiskinlerde merkezi sinir

sisteminde en sik goriilen beyin timdriidiir.

Tablo 1. Astrosit tiimorlerin WHO kriterlerine gore gruplandiriimast.

Evre | Evre Il Evre 11 Evre IV

Subependimal Dev Hiicreli Astrositoma @

Pilositik Astrositoma [ ]
Diisiik Dereceli Astrositoma °
Pleomorfik Ksantoastrositoma °

Anaplastik Astrositoma

Glioblastoma




%

Sekil 1. GB’nin radyolojik gériintiisii (Uludag Universitesi Beyin ve Sinir Cerrahisi Anabilim Dal1, GB hastasina
ait radyolojik GB timor goriintiisii).

2.1.1 GB’lerin Epidemiyolojisi

GB'lerin yillik ortalama yasa gore hesaplanmis global insidansi Tablo 2’de
gosterildigi gibi, 100.000 kiside 0,59 ve 3,69 degerleri arasinda degisiklik
gostermektedir (Arora ve ark., 2009; Chakrabarti ve ark., 2005; Dobes ve ark., 2011,
Gausia ve ark., 2009; Lee ve ark., 2010; Ostrom ve ark., 2013 ve Tamimi ve ark.,
2015). GB tim gliomalarin %54'ini, tim beyin timorlerinin ise %16'sim
olusturmaktadir (Ostrom ve ark., 2013). GB’lerin yas insidansi, 75-84 yaslarinda
artmakta, 85 yasindan sonra diisiis gostermektedir (Thakkar ve ark., 2014; Sekil 2).
GB 15 ila 34 yas arahigindaki kisilerin {igilincii en Onemli O6lim nedenini
olusturmaktadir (Ohgaki ve Kleihues, 2005). 1993 yilinda Saglik Bakanligi Kanser
Savas Daire Bagkanligi tarafindan agiklanan Tiirkiye'deki beyin tiimorii insidansinin
1.15/100 000 oldugu bildirilmistir (TC Saglk Bakanligi Kanser Savag Daire
Baskanligi, 1997). Giiniimiizde Tirkiye i¢in primer beyin tiimori tanisi ile ilgili net
bir rakama wulasilmazken, Amerika Birlesik Devletleri’'ndeki orana benzer

olabilecegini sanilmaktadir.



Tablo 2. GB'nin farkl iilkelerde gozlenen 100.000 kisi basina diisen yasa gore ayarli insidans1 (Tamimi ve Juweid, 2017).

Yillar Oran
Amerika 2006-2010 3.19
Avustralya 2000-2008 3.40
Ingiltere 1999-2003 2.05
Kore 2005 0.59
Yunanistan 2005-2007 3.69
Urdiin 2012-2013 0.89

Cinsiyet ve yas gruplarina gore insidans oranlari, 2006-2010.
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Sekil 2. GB i¢in tan1 ve cinsiyete gore ayarlanmis yasa 6zgii insidans oranlari, CBTRUS istatistik raporu: NPCR ve SEER,
2006-2010 (Thakkar ve ark., 2014).

2.1.2 GB’lerde Risk Faktorleri

GB’nin olusum ve gelisimi i¢in yas disindaki risk faktorleri net bir sekilde
tanimlanmamustir (Weller ve ark., 2015). GB insidans1 kadinlarla kiyaslandiginda
erkeklerde daha yliksek oranda oldugu ve beyaz insanlarda siyah insanlara gore daha
stk goriildiigi saptanmistir (Ostrom ve ark., 2014). Ancak bu asimetrik dagilimlarin
nedenleri belirsizdir. GB’nin, %1l1'den az bir oranla Turcot sendromuyla ve
Norofibromatozis tip 1 ve 2 gibi kaliimsal kanser sendromlartyla iligkili oldugu
belirtilmistir (Ohgaki ve ark., 2010). Cep telefonu kullanimi, glioma olusumu
acisindan kapsamli bir sekilde arastirilmis ancak kesin bir iligski bildirilmemistir
(Interphone Study Group, 2010). Bunun yaninda bu tiimoriin olusumunun sigara

icimiyle veya diger kanserojen ajanlarla iliskisi olmadig1 ortaya konmustur (Wirsching



ve ark., 2016). Sitomegaloviriis genlerinin ekspresyonunun ve bu gen iiriinlerinin
GB’nin malign fenotipini destekleyen yolaklarla etkilesimde oldugu tartigilmis ancak
sonucunda Sitomegaloviriis’iin glioma baslatict bir ajan olarak kesin bir roliiniin
oldugu dogrulanamamistir (Dziurzynski ve ark., 2012). Bunlarla birlikte yapilan
calismalar genel olarak iyonlastirici radyasyonun, GB gelisimi i¢in bilinen en 6nemli
eksojen risk faktorii oldugu saptanmistir (Connelly ve Malkin, 2007).

2.1.3 GB’de Tiimor Lokalizasyonu

Gliomalar siklikla frontal (%25.8), temporal (%19.7) ve parietal (%12.2) loblarda
goriilmektedir. Buna karsilik oksipital lob (%3.2), serebellar lob (%2.9), beyin sap1
(%4.2) veya omurilikte (%4.3) goriilen gliomalar oldukg¢a nadirdir (Ostrom ve ark.,
2014). Cogu GB, supratentorial boliim ile sinirli kalsa da genel olarak beyindeki
yerlesim yerleri ile ilgili net bir bilgi bulunmamaktadir. Bunun nedeni hastaligin erken
evrelerinden itibaren GB’yi olusturan hiicrelerin hizla yayilmasidir. Beyin sapi
gliomalart yetiskinlerde nadir gozlenmekte ancak pediatrik GB’lerin biiyiik
¢ogunlugunu olusturmaktadir (Weller ve ark., 2015). Radyasyon Tedavisi Onkoloji
Grubu'nun 6n-temozolomid déneminde tedavi edilen 645 yetiskin hasta grubu ile
yaptigi bir ¢aligmada, timor dokusunun frontal lobta bulunan GB hastalarinin
sagkaliminin, temporal veya parietal lobta bulunan GB hastalarina gore daha uzun
oldugunu gostermislerdir (Simpson ve ark., 1993). Ancak bu yiiksek sagkalimin
hastalardaki daha geng yas ve daha yiiksek rezeksiyon miktar1 gibi olumlu prognostik

ozelliklerle birlesmesinden dolay1 olabilecegi agiklanmustir.

2.1.4 GB Tedavisi

GB, prognozu oldukga kotii seyreden, kan-beyin bariyeri nedeniyle sinirli
kemoterapi etkinligi olan ve en yaygin goriilen beyin tiimoridiir. GB’ler molekiiler
temelde primer ve sekonder olarak iki alt gruba ayrilmaktadir (Cohen ve ark., 2013 ve
Rakheja ve ark., 2013). Primer GB’ler, ileri yasta kendine O6zgii ortaya ¢ikan
lezyonlardir. Bunlar glial 6ncii hiicrelerden direkt olarak gelisen ve ilk histopatolojik
incelemede GB tanisi konulan tiimorlerdir. Sekonder GB’ler ise diisiik dereceli

gliomalardan (grade II ve III) progresyon gostererek gelisen tiimorlerdir. izositrat



dehidrogenaz 1 (IDH1) ve izositrat dehidrogenaz 2 (IDH2) mutasyonlari, primer GB
ile sekonder GB arasindaki ayirict tanida kullanilan genetik belirtecler olarak
tamimlanmiglardir (Yang ve ark., 2012). IDH1 mutasyonlar1 siklikla daha iyi prognoza
sahip olan sekonder GB’ lerde goriilmektedir. Ancak yapilan c¢aligmalar ile primer
GB’lerde de %6 oraninda IDH mutasyonlarinin gézlendigi tespit edilmistir (Chen ve
ark., 2016).

GB’nin standart tedavisi, cerrahi rezeksiyon, radyoterapi ve kemoterapiden
olugsmaktadir. Maksimum cerrahi rezeksiyon, bu hastaligin yasam siiresinin uzatilmasi
icin en 6nemli faktorlerden birisidir. Ancak GB’nin infiltratif 6zelliginden ve timoriin
beyin igerisindeki konumundan dolayr maksimum rezeksiyon her zaman
gerceklestirilememektedir. Cerrahi sonrast uygulanan tedavi, kalan hiicrelerin
cogalmasini engelleyen radyoterapi tedavisidir. Radyoterapi ayn1 zamanda cerrahisi
miimkiin olmayan timor ¢aplarinin kiigtiltiillmesinde de kullanilmaktadir. Alkilleyici
bir ajan olan temozolomid (TMZ), GB’nin tedavisi i¢in kullanilan en etkili kemoterapi
ilacidir (Stupp ve ark., 2005). TMZ ile gergeklestirilen kemoterapi, GB hastalarinin
sagkalim stirelerindeki artisa katki saglasa da kanser hiicreleri, TMZ'ye kars1 direng
gelistirebilmektedir ve bu durum ¢ok sayida hastada kemoterapinin basarisiz olmasina
yol agmaktadir. GB hastalarinin ortalama yasam siiresi 15 aydan daha azdir ve 2 yillik
sagkalim oran1 %26-33'diir (Scott ve ark., 1998). Etkili tedavilerin gelistirilmesi,
timoriin agresif olusu, niiks ve metastaz gozlenmesi ve hastaligin heterojenligi
nedeniyle karmasik ve zordur. Giinlimiizde, ilaglara direng gosteren ve agresif
seyreden GB’nin tedavisinde kullanilacak sitotoksik etkisi daha az ve daha efektif olan
yeni yontemlerinin gelistirilmesine ihtiyag duyulmaktadir. Bu yolda GB’de etkili olan
sinyal yolaklarin ve molekiiler belirteclerin belirlenmesi ve genetik tabanli tedavilerin

gelistirilmesi gerekmektedir.

2141TMZ

TMZ, oral kullanimda etkin olan, kan-beyin bariyerini asabilen ve diisiik toksisite
ozelligi gosteren alkilleyici bir ajandir. TMZ, mide asidi pH'sinda oldukga stabildir
ancak fizyolojik pH'da aktif metabolit MTIC e [5- (3-dimetil-1-triazenil) imidazol-4-

karboksamid] hidrolize olmakta ve bdoylece timor doku tizerindeki aktivitesini



gostermektedir (Lopes ve ark., 2013; Sekil 3). Bu ilag, DNA tizerinde O6-metilguanin
eklentileri olusturmakta ve tek veya cift iplikli DNA kirilmalarinin olusumasina yol
agmaktadir. Bunun sonucunda ise glial hiicrelerde apoptoz ve yaslanma

mekanizmalarmi tetiklemektedir (Aasland ve ark., 2019).
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Sekil 3. TMZ ve MTIC’1n kimyasal yapis1 (Ramalho ve ark., 2019).

TMZ ile tedavi edilen GB hastalarinin tedaviye verdikleri yanit O6-metil guanine-
DNA metil transferaz (MGMT) gen ifadesine gore farklilik gostermektedir. DNA tamir
genlerinden biri olan MGMT gen iiriinii, guaninin O6 pozisyonundan alkilleyici ajanlar
tarafindan eklenen metil gruplarin1 uzaklagtirarak TMZ tedavisine karsi direng
gostermesine sebep olmaktadir. Bu nedenle, hastanin TMZ tedavisine olumlu cevap
vermesi, MGMT geninin promotor bolgesinin metilasyon yoluyla transkripsiyonel
olarak susturulmasi ile iliskilidir. Ancak, MGMT her ne kadar TMZ tedavisinde
biyobelirteg olarak kullanilsa da MGMT geni metile olan ve olmayan bazi hastalarin
TMZ tedavisine beklenildigi gibi cevap vermediginin gosterildigi farkli ¢aligmalar
literatiirde mevcuttur (Jiang ve ark., 2014 ve Silber ve ark., 2012).

2.2 GB Olusumunda Etkili Olan Genetik ve Epigenetik Faktorler

GB’nin heterojenligi sebebiyle, GB hastalarinda goriilen genetik ve epigenetik
faktorler degiskenlik gostermektedir. GB genetik olarak primer ve sekonder GB olarak
ayrilmakta ve bu ayrimda saptanan bircok genetik belirte¢ bulunmaktadir (Sekil 4).
Primer ve sekonder GB’ler birbirlerine benzer yapiya sahip olsa da genetik
mutasyonlar ve epigenetik degisikler yoniinden farklilik gostermektedir. GB’leri
genetik ve epigenetik degisikliklere gore siniflandirmak ve tedavi stratejilerini bu

degisikliklere gore belirlemek, GB tedavisindeki basariyi attirabilecektir.
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| IDH1 mutasyonu |

EGFR amplifikasyonu/mutasyonu ¢ \
NF1 kaybi/mutasyonu
PIK3R1/PIK3CA mutasyonu TP53 mutasyonu 1p-19q kodelesyonu
PTEN kaybi/mutasyonu ATRX mutasyonu TERT promotor bolge mutasyonu
TP53 mutasyonu
RBI kaybi/mutasyonu N z
CDK4 amplifikasyonu
TERT promotér bélge mutasyonu RBI kaybi/mutasyonu
CDKA4/6 amplifikasyonu

PDGFRA amplifikasyonu

l Evre II-111 Astrositoma Evre II-111

Oliaodendroalioma

Primer GB (IDH1 mutasyonu yok) Sekonder GB (IDH1 mutasyonu var)

Sekil 4. Primer ve sekonder GB olusumunda etkili olan genetik degisiklikler (Aldape ve ark., 2015).

2.2.1 Genetik Faktorler

Genom ¢apinda profil olusturma calismalart kapsaminda GB’nin genomik
heterojenligi arastirilmig ve tedavinin gelistirilmesinde yararli olabilecek farkli
molekiiler belirtegler tanimlanmistir (Ohgaki ve Kleihues, 2007). GB’nin olusumunda
PI3K/PTEN/Akt/mTOR, RAS/MAPK, PRB, STAT3/ZIP4 ve
TP53/MDM2/CDNK2A-P14ARF  yolaklarindaki  degisimler, IDH ve TERT
genlerindeki mutasyonlar ve heterozigozite kayb1 (LOH) gibi genetik faktorler siklikla
gozlenmektedir. LOH 10q, hem primer hem de sekonder GB’lerde siklikla
goriilmektedir. Epidermal biiylime faktorii reseptorii (EGFR) amplifikasyonu, PTEN
ve TERT mutasyonlari, primer GB’ye 0zgli genetik degisikliklerdir. Sekonder
GB’lerde ise TP53 ve IDH mutasyonlari sik goriilen genetik degisikliklerdir (Crespo
ve ark., 2015).

2.2.1.1 PIBK/PTEN/Akt/mTOR Yolag

PIBK-PTEN-Akt-mTOR yolagi, proliferasyon, apoptoz ve hiicre gogii gibi timor

olusumunda ve gelisiminde kritik rol oynayan hiicresel fonksiyonlari diizenlemektedir
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(Sekil 5). Bu sinyal yolagmin ilk hiicre i¢i tiyesi fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)
kompleksidir. Bu kompleksin aktivasyonu, epidermal biiyiime faktorii (EGF) ve
epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) gibi birgok biiytime faktorleri tarafindan
diizenlenmektedir. Aktive edilen PI3K, fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfat liretmekte ve
bu da Akt’nin harekete gecmesini saglamaktadir. Akt daha sonra mTOR'u aktive
etmektedir. PTEN gibi tiimor baskilayicilar ise bu yolu inhibe etmektedir (Zoncu ve
ark., 2011).

Biiyiime faktorleri

Tirozin kinaz
reseptorii

sitoplazma

Hiicre sagkalimi
Apoptoz inhibisyonu

Sekil 5. PI3K/PTEN/Akt/mTOR Yolag: (Molinari ve Frattini, 2013).

PI3K kompleksi, hiicresel proliferasyon, farklilagma, metabolizma ve hayatta
kalma gibi fonksiyonlar ile biiylime faktorlerini birbirine baglamaktadir. PI3K sinyal
yolaginin aktivasyonu veya mutasyonunun, GB gelisiminde biiyik 6nemi vardir
(Cancer Genome Atlas Research Network, 2008). PI3K yolagi, PTEN delesyonlari
veya EGFR velveya vaskiiller endotelyal biiyime faktorii reseptorii
(VEGFR)/trombosit tiirevli bitylime faktorii reseptoriiniin (PDGFR) amplifikasyonlari
ile GB'lerin yaklasik %70'inde degisime ugramaktadir (Zhi ve ark., 2009). EGFR'nin

asir1 ekspresyonu, GB'de en sik goriilen durumdur ve bu anormal amplifikasyon PI3K
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yolaginin aktivasyonunun artmasina neden olmaktadir (Shinojima ve ark., 2003).
EGFR geninin 2-7. ekzonlarmin delesyonuyla EGF ligandindan bagimsiz bir
mutasyon olarak olusan EGFRvIII mutasyonu, GB'de yaygin goriilen bir diger
mutasyondur ve kotli prognozun 6nemli bir gostergesidir (Wong ve ark., 1992). GB'de
EGFR i¢in ortalama amplifikasyon orani yaklagik %35, EGFRvIII mutasyonunun
orani ise yaklasik %40'tir. Aralarinda goriilen bu yakin iligki sebebiyle EGFR ve
EGFRVIIItin GB’lerde terapétik yaklasimlar i¢in kullanilabilir bir hedef olabilecegi
diistiniilmektedir (Mischel ve Cloughesy, 2003).

MTOR, mTOR kompleksleri 1 ve 2 (MTORC1, mTORC2) olmak iizere iki
kisimdan olusmakta ve PI3K'min hem asagi akis efektoriinde hem de yukari akis
regiilatoriinde gorev almaktadir. Boylece GB tliimoérigenezinde Onemli bir rol
oynamaktadir (Akhavan ve ark., 2010; Sekil 6). mTORC1, onkogenlerin
translasyonunda gorev alarak onkogenlerin olusumunu desteklemekte, ayni zamanda
otofajiyi inhibe ederek, anjiyogenez olusumunu tesvik etmektedir. mTORC2, Akt
aktivasyonu yoluyla glikoz alimmi uyarmakta ve hayatta kalmaya yardimci olan
serum/glukokortikoid regiile edilmis kinazi uyararak kanser biiylimesini tesvik

etmektedir.

@ mTORC2
{ompro—%

4 1

@ %_g- ”i hiicre iskeleti

organizasyonu

g \ mTORC1
y
h Rapamycin

« '3
Hiicre Proliferasyon

¢ogalmast

Sekil 6. mTOR, PI3K/Akt yolagi iizerinden sinyal gondererek, hiicre biiylimesini ve ¢ogalmasini diizenlemektedir (Lasarge CL
ve Danzer, 2014).
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PTEN (10. kromozomda bulunan fosfataz ve tensin homologu), tiimor baskilayici
gen olarak gorev almakta ve PTEN'deki mutasyonlar GB dahil olmak iizere bir¢ok
kanserin gelismesinde onemli rol oynamaktadir (Mao ve ark., 2012). PTEN, hiicre igi
fosfatidilinositol-3,4,5 trifosfat seviyelerini azaltarak Akt sinyalini inhibe etmekte ve
PIBK/AKT/PKB yolagimi negatif olarak diizenlemektedir (Lu ve ark., 2005). Bu
nedenle PTEN, asag1 akis hedef genlerini diizenlemede kritik bir rol oynamaktadir.
PTEN'in mutasyonlarina neden olan kromozom 10'un heterozigotluk kaybi, GB'lerde
siklikla goriilmektedir. Bu nedenle PTEN'in indiiklenmis ekspresyonu, amplifiye
olmus veya mutasyona ugramis EGFR-PI3K-Akt-mTOR yolag1 goézlenen GB'lerde

terapotik bir strateji olarak islev gdrmektedir.

2.2.1.2 RAS/IMAPK Yolag

Insan RAS genleri (Rat Sarcoma), H-Ras, N-Ras ve K-Ras adi verilen birbiriyle
iligkili ti¢ gen ile onkogenik aktivasyon gergeklestirmektedirler (Hurley ve ark., 1984).
RAS, G protein ailesine aittir; bu nedenle, RAS"n aktivasyonu veya inaktivasyonu,
guanosin trifosfat (GTP) veya guanosin difosfat (GDP) 'a baglanarak kontrol
edilmektedir. Aktif RAS, direkt olarak RAF kinazi aktive etmekte ve mitojenle aktive
olan protein kinaz (MAPK) yolaginin asag1 akisini diizenlemektedir (Thomas ve ark.,
1992). RAS, PI3K yolagi da dahil olmak iizere diger yolaklarin faaliyetleri ile iligkili
olmakta ve RAS yolagt, hiicre ¢ogalmasi, farklilagmasi, sinyal iletimi ve apoptozda rol

oynamaktadir.

EGFR, PDGFR, ve reseptor tirozin kinazlar (RTK'ler) gibi biiylime faktor
reseptorleri, RAS"in aktivitelerinin diizenlenmesinde dnemli bir role sahiptir. Aktive
edilen RAS daha sonra RAF'1 aktive etmekte ve RAS'!n asagir akis hedef gen
transkripsiyonunu ve hiicre aktivitelerini diizenleyen MEK ve MAPK dahil bir dizi
kinazi fosforile etmektedir. RAS/MAPK yolundaki farkli ekspresyon seviyeleri, hiicre
biliyiimesi ve ¢ogalmasi gibi kanser gelisiminde goriilen hiicresel fonksiyonlarin

olusumuna sebep olmaktadir (Sekil 7).

14



RAS-GDP

{—*—\

CKRAS) (NRAS ) (HRAS

V-

CERK1 )(ERK2 )

Cekirdek
Transkripsiyon
diizenlenmesi
Proliferasyon
Farklilagsma

Sekil 7. RAS/MAPK sinyal yolag: (Takagaki ve ark., 2012).

Bircok kanserde RAS/MAPK yolaginin anormal ekspresyon seviyeleri
goriilmektedir. Yiiksek dereceli astrositoma ve GB'lerde, RAS'in yiiksek ekspresyon
seviyesi tespit edilmistir (Arvanitis ve ark., 1991) Bu sebeple RAS/MAPK yolunun
anormal aktivasyonunun, glioma tedavisi ic¢in potansiyel bir hedef olabilecegi

diistiniilmektedir.

2.2.1.3 pRB Yolag

Bir timor baskilayict olan retinoblastom (pRB), E2F ailesinin transkripsiyon
faktorlerini inhibe ederek hiicre dongiisiiniin ilerlemesini ve hiicre g¢ogalmasini
onlemektedir. pRB, siklin bagimli kinazlarin (CDK'lar) kompleksleri tarafindan
diizenlenen RB geni tarafindan kodlanmaktadir. RB geni, 13q14.1-q14.2'de
bulunmakta ve burada olusan mutasyonlar astrositomalarin malign 6zellik

gostermesinde rol oynamaktadir (Henson ve ark., 1994). Ayn1 zamanda bu alandaki
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mutasyonlar, yiiksek dereceli gliomalarin %?20'sinden fazlasinda goriilmektedir

(Tortosa ve ark., 2000).

pRB normalde, Gl fazinda, cyclin D/CDK4/CDKG6 tarafindan olusturulan
fosforilasyon ile etkisiz hale gelmekte ve bu da pRB'nin E2F'den salinmasina ve daha
sonra S fazinda hiicresel ilerlemenin tesvik edilmesine yol agmaktadir. CDK inhibit6rii
olan ve genellikle GB'de etkisiz hale getirilen CDKN2B, CDK4 veya CDKG6 ile
kompleks olusturmakta ve bodylece CDK'lerin aktivasyonunu onlemektedir. Bu
inhibisyonun asag1 yondeki etkisi, pRB'nin aktivasyon durumunu koruyarak hiicre
dongiistinin G1’e ilerlemesini onlemektedir. CDKN2B'in etkisizlestirilmesinin
yaninda CDK4 ve CDK6'nin amplifikasyonu da GB’lerde olduk¢a yaygindir, bu
durum hem CDK4 hem de CDK6'nin astrositik tiimdrlerinin olusumunda ve gliomanin

ilerlemesinde 6nemli rol oynadigini gostermektedir.

PRB yolagi, CDK4/CDK6/Cyclin D kompleksinin kinaz aktivitesi tarafindan
inaktive edildiginden dolayr CDK4/6'nin inhibisyonunun, yiiksek pRB ekspresyonuna
sahip GB hastalarinda yeni bir kemoterapotik tedavi stratejisi olabilecegi

diistiniilmektedir.

2.2.1.4 STAT3/ZIP4 Yolag:

STAT protein kompleksleri, transkripsiyon faktorii olarak islev géren SH2 (Src
Homology-2) alanlarina sahip sitoplazmik proteinlerin bir ailesidir. STAT proteinleri,
plazma membranindan ¢ekirdege gelen sinyalleri ileterek sitokinlerin ve biiyiime
faktorlerinin hiicresel tepkilerini belirlemektedirler (Abal ve ark., 2006). Boylece
hedef genlerin transkripsiyonunu aktive ederek proliferasyon, go¢ ve apoptoz gibi
hiicre aktivitelerini diizenlemektedir. STAT3, EGF tarafindan aktive edilebilen STAT
ailesi proteinlerinden biridir ve GB dahil olmak iizere bir¢ok tiimorde asiri eksprese
edilmektedir (Rahaman ve ark., 2002) Yapilan ¢alismalar ile STAT3'lin, noral kok
hiicre ve astrositlerin gelisiminde 6nemli rol oynadig1 kanitlanmistir (Rajan ve McKay,
1998). Onceleri sadece onkogenik &zellige sahip oldugu diisiiniilen STAT3’{in son
zamanlarda yapilan ¢alismalar ile GB'de tiimor baskilayict ya da onkogenik rollere
karsi islev gosterdigi bulunmustur (De la Iglesia ve ark., 2008). Son ¢alismalar, eser

element olan ¢inko seviyeleri ile kanser riski arasinda ciddi iliskinin bulundugunu
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saptamislardir. Cinko tastyicist olan ZIP4'in, insan pankreas kanserinde asir1 eksprese
edildigi ve devaminda hiicre proliferasyonuna ve kanser ilerlemesine katkida
bulunabilecegi gosterilmistir (Li ve ark., 2007). Bu ¢alismalar 1s18inda ZIP4’iin GB
hiicrelerinde de yiiksek eksprese edildigi ve diisik sagkalim ile iliskili oldugu
belirlenmistir. ZIP4, STAT3'lin ve ilgili molekiillerin aktivitesini diizenlemektedir. Bu
sebeple ZIP4 ve STAT3"in glioma malignitesini ve gogiinii kontrol etmede terapotik

bir hedef olabilecegi savunulmustur (Mao ve ark., 2012).

2.2.1.5 TP53/MDM2/CDKN2A-P14ARF Yolag:

P53 yolagi, birgok kanserde goriilen ve tiimorigenezde mutasyona ugramis en
yaygin yolaktir. Timor baskilayict bir gen olan p53, hiicre dongiisii ve apoptozu
indiikleyerek DNA hasarina sebep olmakta ve ¢esitli genotoksik ve sitotoksik streslere
cevap vermektedir (Sekil 8). P53 geni ayni zamanda genis bir transkripsiyon
faktoridiir. Cogunlugu tiimor gelisimi ve timor gogi ile iligkili olan 2.500'den fazla
geni diizenlemektedir. P53 mutasyonlari genellikle sekonder GB’lerin gelisiminde rol
oynamaktadirlar ve diisiik dereceli diffiiz astrositomalarin yaklagik %65'inde
bulunduklarindan dolay1 tiimoriin erken evrede tespitini saglayabilmektedirler (Huse
ve Holland, 2010).

MDM2, p53 yolaginin 6nemli bir diizenleyicisi olan E3 ubikuitinin ligazidir. P53,
transkripsiyonel inhibisyon ve E3 ligaz aktivitesindeki degradasyon olmak tizere iki
sekilde negatif olarak diizenlenmektedir. MDM2 ekspresyonunun artmasi, tiim

GB'lerin yaklasik %10'unda meydana gelmektedir.
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Sekil 8. Hiicresel strese karsilik gelen p53, apoptoz, hiicre dongiisii tutuklama, farklilagsma, DNA tamiri veya hiicresel yaglanma
gibi cesitli hiicresel tepkilerde yer alan genlerin ekspresyonunu diizenlemektedir (Chen ve Tweddle, 2012).

Timor baskilayict protein olan ARF (pl4ARF), p53 yolagimin yukari akis
diizenleyicilerinden biridir. ARF, p53'iin transkripsiyonel aktivitelerini, dogrudan
MDM2'ye baglayarak ve E3 ubikuitin ligaz aktivitesini inhibe ederek diizenlemektedir
(Haupt ve ark., 1997 ve Kubbutat ve ark., 1997). ARF'nin inaktivasyonu veya
mutasyonu, hem diisiik dereceli hem de yiiksek dereceli gliomalarda yaygin olarak
bulunmaktadir. Her ikisi de CDK2A lokusu tarafindan kodlanan ARF ve INK4a
(p16INK4A), sirasiyla, pS3 ve pRB anahtar biiylime kontrol yollarmin 6nemli
diizenleyicileridir. GB'de en sik goriilen mutasyonlardan biri, bu lokusun homozigot
delesyonudur (p16INK4a/p1l4ARF/p15INK4b) (Solomon ve ark., 2008) Ayrica, fare
modeli c¢aligmalarinda ve insan glioma numunelerinin analizlerinde, Labuhn ve
ark.’lar1 (2001) ARF ve INK4a'nin birlikte delesyonunun, diisiik ve yiiksek dereceli
gliomalardan tiimor progresyonunu arttirdigini bulmuslardir. Bu bulgu, ARF ve
INK4a'y1 iceren lokusun GB patogenezine onemli bir katkida bulundugunu ve bu
lokusun  delesyonunun GB gelisiminde oOnemli bir olay olabilecegini

diistindiirmektedir.
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2.2.1.6 IDH 1/2 Mutasyonu

IDH geni, izositratin a-ketoglutarata (a-KG) doniisiimiinde goérev alan enzimi
kodlamakta ve NAD(P)+’nin NAD(P)H’a indirgenmesini katalizlemektedir (Dang ve
ark., 2010; Sekil 9). Insanda 3 adet IDH Katalitik izoenzimini kodlayan 5 adet IDH
geni (IDH1, IDH2, IDH3A, IDH3B ve IDH3G) bulunmaktadir. GB’de siklikla IDH1
geninde 132. aminoasit olan arjinin histidine (CGT—->CAT) donmesi sonucunda olusan
R132H mutasyonu gézlenmektedir. /DH2 nin en sik goriilen mutasyonu ise R172K
mutasyonu (G515A) olan arjinin lizine doniisiimiidiir (Cohen ve ark., 2013). Daha iyi
prognoza onciilikk eden IDH mutasyon durumunun bu tiimérdeki biyolojik katkisinin

anlasilabilmesi tedavi stratejilerinin gelistirilmesine yardimci olabilecektir.

0. _.OH 0 0

NADP:
OH i HO
0 i NADFH D-2-hydroxyglutarate
oxalosuccinate
0 0

co.

‘ IDH1/2 mutasyonsuz forward
HO OH

i) IDH1/2 mutasyonsuz reverse

isocitrate u-ketoglutarate ::> " IDHY2 mutasyoniu

Sekil 9. IDH1 ve IDH2 mutasyonsuz ve mutasyonu enzimlerin biyokimyasal reaksiyonlar: (Molenaar ve ark., 2018).

2.2.1.7 TERT Mutasyonu

Insan telomerazlari, kromozomlarin ucundaki telomerik bélgelerde bulunan,
DNA'nin uzunlugunu diizenleyen, hiicresel dliimsiizlesme ve onkogenezde 6nemli rol
oynayan riboniikleoproteinlerdir. Kanserin belirtilerinden biri, telomer kontroliiniin
diizensizlesmesidir ve bu islem, tiim gelismis kanserlerin %90'inda aktif olan
telomeraz enzimi tarafindan diizenlenmektedir. Telomeraz ters transkriptaz (TERT),
telomeraz kompleksinin katalitik alt birimidir. Degisen TERT ekspresyonunun, meme
kanseri, sarkomlar ve beyin tiimdrleri gibi bir¢ok tiimorde kisa sagkalim siiresi ile
iligkili oldugu bulunmustur. TERT promotor bolge mutasyonlar: ise melanomlar,
liposarkomlar, mesane kanseri ve gliomalar dahil olmak iizere bir¢cok kanser tipinde
siklikla goriilmektedir (Ducrest ve ark., 2002; Gertler ve ark., 2004 ve Lu ve ark.,
2011) TERT promoter mutasyonlarinin primer GB'lerin %70-80'inde ve
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oligodendrogliomalarin %70'inden fazlasinda meydana geldigi ancak IDH1/2 mutant
sekonder GB’lerde daha az siklikla g6zlendigi tespit edilmistir (Baylin ve ark., 2001)

2.2.1.8 Heterojenite kayb1 (LOH)

Heterojenite kaybi1 (LOH), kanserde genetik sapmalart tanimlamis etkili bir
alternatif yaklasimdir. LOH 10q, 10g25-qter'de goriilen delesyon ile GB’lerde
meydana gelen en sik saptanan genetik degisimdir. LOH 10q, hem primer (%60) hem
de sekonder GB’lerde (%80) benzer siklikla goriilmektedir (Rasheed ve ark., 1995).
LOH 10qg25-qter, diisiik dereceli veya anaplastik astrositomadan GB’ye gecis ile
iligkili oldugu bulunmus, primer ve sekonder GB’lerin patogenezinde rol oynadigi
tespit edilmistir (Fujisawa ve ark., 1999). 1p ve 19q kromozomal kollarinda genetik
madde kaybi, dengesiz translokasyondan 1 hibrit kromozom kaybina ve dolayisiyla
LOH’a neden olabilmektedir. 1p kayb1 GB’lerin yaklasik %30’unda goriilmektedir.
1p/9q' kaybi, diisiik dereceli oligodendrogliomalarin yaklasik %80'inde, anaplastik
oligodendrogliomalarin %60'1nda, oligoastrositomalarin %30'unda ve GB’lerin de
dahil oldugu astrositik gliomalarin %10'unda goriilmektedir. Bu sebeple 1p/19q

kodelesyonu GB’de prognostik 6neme sahiptir (Riemenschneider ve ark., 2010).

LOH 22g sekonder GB’lerde (%82), primer GB’lere (%41) gore daha sik
goriilmektedir. Primer GB’de goriilen 22q delesyonu, 22012.3-13.2 ve 22q13.31
olarak iki bolgedeki delesyon ile tanimlanmistir. LOH 19q sekonder GB’de daha sik
bulunmasina ragmen, LOH 1p ve 13q primer ve sekonder GB’lerde benzer bir siklikta

goriilmektedir (Crespo ve ark., 2015).

2.2.2 Epigenetik Faktorler

Son yillarda gergeklesen galigsmalar ile genetik mekanizmalar ile birlikte epigenetik
mekanizmalarin kanserde 6nemli rol oynadig belirlenmistir. Epigenetik degisiklikler,
DNA dizisinde herhangi bir degisiklik olusturmadan gen ifadesini diizenleyen
mekanizmalardir. Epigenetik degisiklikler DNA ya da RNA temelli olabilmektedir.
DNA tabanli olarak; DNA metilasyonu, histon modifikasyonu, RNA tabanli olarak;
mikroRNA’lar (MiIRNA) ve kodlama yapmayan uzun RNA’lar (Long noncoding;
LncRNA) kanserde siklikla galisilmaktadir.
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2.2.2.1 DNA Metilasyonu

DNA metilasyonu, gen ekspresyonunu diizenleyen major epigenetik
modifikasyondur. DNA metilasyon durumu, kalitimsal ve geri doniistimliidiir. Ayni
zamanda hiicre boliinmesi sirasinda  korunmaktadir. DNA  metilasyonunun
ekspresyonu, transkripsiyon faktorlerinin inhibisyonu yoluyla baskilanmaktadir.
Anormal DNA metilasyonu, kanserin baslatilmasinda ve ilerlemesinde ciddi bir
oneme sahiptir. DNA metilasyonu, DNA’daki sitozin ve guanin CpG adalarina metil
grubu ekleyen bir enzim olan DNA metiltransferazlar (DNMT) tarafindan
gercelestirilmektedir ve memelilerde ii¢ temel DNMT bulunmaktadir; DNMTL,
DNMT3A ve DNMT3B (Kim, 2014 ve Maleszewska ve Kaminska, 2013).

Birgok kanserde oldugu gibi GB'lerde de anormal DNA metilasyon durumu tespit
edilmistir. GB'de DNA metilasyonu, TMZ tedavisine verilen cevap ile giiclii bir
iliskiye sahiptir (Sekil 10). Alkilleyici bir ajan olan TMZ, N-7 ve O-6 pozisyonundaki
guanini ve N-6 pozisyonundaki adenini metillemektedir. TMZ'nin etkisi, yanlis
eslesme tamir sistemi (DNA Mismatch Repair) ve ilacin aktivitesini baskilayan O-6
eklentilerini uzaklagtiran MGMT geninin iriinii ile sinirlanabilmektedir. MGMT geni,
mutasyon ve delesyon gibi genetik degisikliklerden etkilenebilmekte ve MGMT
metilasyon durumu promotor bolge metilasyonu ile diizenlenebilmektedir (Alel u-Paz
ve ark., 2012). MGMT promotériiniin metilasyonu, DNA onarimindaki hata ile
sonuglanmakta ve GB hastalar1 TMZ gibi alkile edici ajanlarla yapilan tedaviye daha
iyi yamt vermektedir (Sciuscio ve Hegi, 2013). MGMT metilasyon durumu, GB

hastalarinda ilag yanitin1 tahmin etmek igin rutinde de kullanilan bir biyobelirtegtir.
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Sekil 10. TMZ mekanizmasi, MMR; Yanhs Eslesme Tamiri, BER; Baz Eksizyon Onarimi (Schreck ve Grossman, 2018).

2.2.2.2 Histon Modifikasyonu

H1, H2A, H2B, H3 ve H4 olarak isimlendirilen histonlar, DNA ile birlikte ti¢
boyutlu kromatin kompleksini olusturan pozitif yiiklii proteinlerdir (Kornberg ve
Lorch, 1999; Sekil 11). Histon modifikasyonlari, asetilasyon, metilasyon,
fosforilasyon, ubikitinasyon, sumolasyon, ADP ribozilasyon ve deaminasyon gibi
olaylar1 icermektedir. Bu belirtilen histon modifikasyonlarinin her biri dogrudan ya da
dolayli olarak kromatin yapisin1 etkilemekte ve sonucunda DNA onarimi,
replikasyonu ve gen transkripsiyonunda degisikliklere neden olmaktadir (Kondo ve
ark., 2014).

Asetilasyon ve deasetilasyon, dengeli asetilasyon durumunu koruyan, histon
asetiltransferazlar ve histon deasetilazlarin (HDAC) aracilik ettigi dinamik bir siirectir.
HDAC’in artan ekspresyonu, GB dahil olmak iizere bir¢ok tiimorde tespit edilmis ve
HDAC inhibitorleri (HDAC1), GB tedavisi i¢in kapsamli bir sekilde arastiriimistir.
Klinik 6ncesi ¢alismalar HDACi'nin GB hiicrelerine karsi yiiksek derecede etkili
oldugunu gostermistir ancak klinik calismalarin  devami hayal kirikligr ile
sonuglanmistir. Yetiskin hasta grubunda yapilan bir ¢alismada HDACIi olarak
kullanilan FDA onayli Vorinostat’in, tek ajan ve biyolojik tedavilerle kombinasyon

olarak kullanilmasi durumundaki etkileri arastirilmis, tek ajan olarak kullanildiginda
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kiiciik hasta grubunda uzun siireli hastalik stabilizasyonu gézlenmis ancak biyolojik
tedavilerle kombinasyonunun sonucunda sagkalimi etkilemedigi tespit edilmistir

(Kim, 2014).

Sekil 11. Histonlar, kromatin yapisinin temel birimi olan niikleozomun temelini olugturmaktadirlar (Kim, 2014).

Histon metilasyonu, histon asetilasyonu ile birlikte kesfedilmis ancak iglevi yillarca
belirsizligini korumustur. Bunun sebebi metilasyonun, DNA-protein etkilesimlerini
etkilemediginin diisiiniilmesidir. ilk kesfedilen histon demetilaz olan LSD1
tanimlandiginda, histon metilasyonunun, farkli smiflara boliinmiis yaklasik 30
enzimin aracilik ettigi geri doniisiimlii bir iglem oldugu ve kanser, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve norolojik hastaliklar dahil olmak {izere gesitli fizyolojik ve patolojik
durumlarla baglantili oldugu ortaya ¢ikmustir (Shi ve ark., 2004). Histon metilasyonu,
H3 ve H4'n belirli lisin ve arjinin aminoasidini igermekte ve transkripsiyonu aktive
edebilmekte veya baskilayabilmektedir. GB’lerde histon metilasyonu pediatrik ve
yetiskin hastalarda farkli etki gostermektedir. Histon varyantt H3.3 (H3F3A) aktif
kromatin alanlarini isaretlemekte ve pediatrik timdrlerde 27. pozisyondaki lizinde
(K27M) ve 34. pozisyondaki glisinde (G34R/V) olmak iizere iki bolgede mutasyona
ugrayabilmektedir (Schwartzentruber ve ark., 2012). H3F3A mutasyonlarinin
pediatrik diisiik dereceli gliomalarda, embriyonel tiimoérlerde veya ependimomlarda
goriilmesinin net bir kanitinin olmamasina ragmen pediatrik yiiksek dereceli gliomalar
icin %100 6zgiil oldugu bildirilmistir (Gielen ve ark., 2013). Ancak histon H3.3
mutasyonlarinin eriskin GB’lerde tanimlanmadigi bildirilmistir (Gielen ve ark., 2013).
K27M ve G34R/V mutasyonlar1 gocukluk ¢agi yiiksek dereceli gliomalarda farkli yas
ve timor yerlesimi ile iligkili oldugu saptanmistir (Khuong-Quang ve ark., 2012).
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K27M histon H3.3 mutasyonlar1 daha kiigiik ¢ocuklarda daha sik goriilmekte ve orta
hat beyin sap1 ve talamik GB’nin %70-80'inde bulunmaktadir (Sturm ve ark., 2012).
G34R/V histon H3.3 mutasyonlarimin daha biiyiik yastaki ¢ocuklarda daha sik
goriilmekte ve hemisferik gliomalarda gozlendigi belirtilmektedir. K27M histon H3.3
mutasyonu saptanan hastalarda, mutasyon gbézlenmeyen hastalara kiyasla daha kisa
sagkalim gozlendigi belirtilmistir (Sturm ve ark., 2012). Bununla birlikte, kisa
sagkalimm kismen pediatrik gliomalarin beyin sapin1 ve orta hatta lokolize

olmalarindan kaynaklandig1 diigiiniilmiistir.

2.2.2.3 miRNA Ekspresyon Seviyelerinin Degisimi

miRNA'lar, 18-25 niikleotid uzunlugunda kodlayict olmayan, mRNA hedeflerini
susturarak gen ekspresyonunun transkripsiyon sonrasi diizenleyicileri olarak islev
goren korunmus RNA'lardir (Burgess ve ark., 2008). miRNA'lar, GB’ler dahil olmak
tizere kanser hiicrelerinin gesitli fonksiyonlarinda 6nemli rollere sahiptirler. Ayni
zamanda kemoterapi ve radyoterapi tedavisindeki direng ile iliskili genlerinin %6011
diizenledigi tahmin edilmektedir (Virant-Klun ve ark., 2016). GB'de diizensiz
mikroRNA'lar tarafindan hedeflenen genlerin, hiicre ¢ogalmasi, apoptoz direnci,
otofaji, hiicre gogli ve metastaz, anjiyogenez ve ilag direnci dahil olmak {izere bir¢ok
stiregte iliskili oldugu bulunmustur (Yang ve ark., 2015). MikroRNA'lar farkl
dokularda c¢oklu hedeflere yonelebildiklerinden dolay1, onkogenik veya anti-
onkogenik etkilere sahip olabilmektedirler. GB olusumu ve gelisimi ile iligkili

miRNA’larin ekspresyonunda meydana gelen degisimler Tablo 3’de gosterilmistir.
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Tablo 3. GB'de belirlenen etkili miRNA'lar.

Etkili oldugu siiregler miRNA'lar

Timor olusumu mIRNA-124 () miRNA-34a (-) MiRNA-326 (-)

MIRNA-125b (+) miRNA-302-362 (-) mMiRNA-34a(-) mMiRNA-128 ()

Hiicre yayilmasi ve gogii

miRNA-326 (-) miRNA-218 (-) miRNA-124 (-)

miRNA-9/9 (+) miRNA-124 (-) miRNA-34a(-) miRNA-137 (-)
Kok hiicre olusturma 6zelligi

miRNA-146a (-) miRNA-18 (-) miRNA-128 (-)

miRNA-137 (+)  miRNA-34a (+) miRNA-128 (-) miRNA-146a (-)

Hiicre ¢ogalmast
miRNA-17-92 (-) miRNA-125b (-) miRNA-451 (-)

lag direnci MIRNA-9 () miRNA-10a (+) MiRNA-195 (+) mMiRNA-455-3p (+)

(-): Diisiik eksprese, (+): Yiiksek eksprese

2.2.2.4 Long-noncoding RNA Ekspresyon Seviyelerinin Degisimi

Uzun kodlama yapmayan RNA'lar (LncRNA), 200 niikleotitten daha uzun olan ve
protein kodlama potansiyeline sahip olmayan bir transkript grubudur (Ulitsky ve
Bartel, 2013). LncRNA'lar, embriyonik gelisim, hiicresel farklilagsma ve kanser dahil
olmak {izere birgok biyolojik siiregte rol oynayan 6nemli diizenleyiciler olarak islev
gormektedirler (Batista ve Chang, 2013). LncRNA'lar, hedef genlerini
transkripsiyonel veya transkripsiyon sonrasi seviyelerde diizenlemektedirler (Sekil
12). LncRNA’lar protein kodlayan genlerle karsilastirildiginda, LncRNA'larin
biyolojik fonksiyonlar ve tiimor durumlart ile daha yakindan iliskili oldugu
gosterilmistir. Yakin zamanda yapilan caligsmalar LncRNA'larin glioma ile iligki i¢inde
olduklarin1 ancak rollerinin ve altinda yatan mekanizmalarin belirsiz kaldigini
gostermektedir (Tablo 4). Bu sebeple gliomanin biyolojik davranislarinin
diizenlenmesindeki olas1 islevlerinin aragtirilmasina ihtiyag¢ duyulmaktadir. Bu
dogrultuda LncRNA’larin gelecek zamanda tedavide kullanilabilecek biyobelirteg

adaylar1 olabilecekleri diisiiniilmektedir.
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Sekil 12. LncRNA'lar, mRNA'lar ve miRNA'lar ile hiicre ¢ogalmasini, hiicre dongiisiinii, apoptozu, migrasyonu, invazyonu,
timor olusumunu ve metastazi diizenlemektedirler (Li ve ark., 2016).
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Tablo 4. Gliomalar ile iligkili LncRNA'lar.

LncRNA Biyolojik fonksiyon Molekiiler mekanizmalar / hedefler

HOTAIR (+) (?TB .I.u.%crelf:rl.nde.: ].)ro.h.ferasyon ve o )
tiimorigeniz ile iliskili Wnt / B-katenin sinyali

CRNDE (+) Cr.ho.rga hiicrelerinde bilyiime ve gog ile mIR-13'6-5p, miR-186 ve miR-384 i¢in
iliskili ceRNA'lar

NEAT1 (+) Glioma patogenezini destekler EZH2

XIST (+) Glioma hiicrelerinin kemo davraniglari ile miR-152, miR-429, miR-29¢ ve miR-137 i¢in
iligkili ceRNA'lar

H19 (+) GB hiicrelerinde hiicre gogii ve anjiyogenez RB1 ekspresyonunu negatif olarak
ile iligkili diizenlemekte

UCAL (+) .G.Iiom.a hiicrelerinin gogalmasi ve gocii ile  miR-182 ve miR-122 i¢in ceRNA'lar
iligkili

MDM2, p53

MEG3 (-) Glioma hiicre proliferasyonunun bozulmasi
ile iligkili

MALATI (+) .G.ho.rr?ada timor baskilayici fonksiyon ile . N - N -
iligkili ERK / MAPK sinyalinin etkisizlestirilmesi
Hiicresel proliferasyon ve glioma

TUSCY () hiicrelerinin gégiinii engelleme ve TMZ

direncinin baskilanmast ile iliskili miR-23b ve miR-10a igin ceRNA'lar

(-): Diistik eksprese, (+): Yiiksek eksprese

Metastaz ile iligkili akciger adenokarsinom transkript 1 (MALATL1), 11g13.1
kromozomu {iizerinde bulunan 8.7 kb uzunlugunda bir LncRNA’dir (Wang ve ark.,
2016). MALATL1 ilk olarak metastatik kiigiik hiicreli olmayan akciger kanserinde
tespit edilmis ve yiiksek ekspresyonunun kanser gelisimi ile iligkili oldugu ortaya
konmustur. MALATZ2’in, kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri i¢in potansiyel bir
terapotik hedef olarak kullanilabilirligi kabul edilmistir (Ji ve ark., 2003). Gliomalarda
yapilan calismalar ile MALATI1 ekspresyonunun gliomalarin malign durumuyla
iliskili oldugu ve yiiksek MALAT1 ekspresyonunun glioma hastalarinda ilag direncine
bagli olarak kotii prognoz ile yakindan baglantili oldugu ortaya konmustur (Ma ve ark.,
2015). Beyin tiimori hiicrelerinde  MALATI1 yikiminin, timor hiicrelerinin
biiylimesinin engellenmesi ve gliomalarda hiicre apoptozunun baslatilmas: ile

sonuglanmustir (Xiang ve ark., 2016).
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HOX transkript antisens RNA (HOTAIR), kromozom 12 igerisinde HOXC geninin
lokusundaki antisensinden kopyalanan bir LncRNA’dir (Cai ve ark., 2014).
HOTAIR'in yiiksek ekspresyonunun, hepatoselliiler karsinom, mide ve akciger kanseri
dahil olmak tizere ¢esitli kanser tiirlerinde, tiimor hiicrelerinin proliferasyonu, gocii ve
kemoterapi ilaglarina karsi olusan direng ile iligkili oldugu gosterilmistir (Xue ve ark.,
2016). Bu nedenle, HOTAIR, bir¢ok kanser tiirtinde kotii prognozun bir belirtici olarak
kullanilmaktadir. Bunun yaninda HOTAIR’in, gliomalarda da molekiiler alt
tiplendirme i¢in potansiyel bir terapotik hedef olarak kullanilabilecek onemli bir
belirteg aday1 olabilecegi arastirilmistir. HOTAIR’in yiiksek ekspresyonunun, GB
hastalarinda genel sagkalim ile iligkili oldugu belirlenmistir. Ek olarak, GB
hiicrelerinde HOTAIR’in inhibisyonu, hiicre dongiisiiniin durdurulmasina ve hiicre

gOciiniin zayiflamasina katki saglayacagi gosterilmistir (Zhou ve ark., 2015).

LncRNA H19, kromozomun 11pl15.5 bolgesinde, telomerik alana yakin bir
konumda bulunmaktadir (Raveh ve ark., 2015). H19’un, ilk 6nce bir tiimor baskilayici
olarak gorev aldigi tanimlanmis, daha sonraki ¢alismalarda ise H19’un fonksiyonel
olarak tiimdr gelisim evrelerinde rol oynadigi gosterilmistir (Liu ve ark., 2016).
Gliomalarda H19, ¢esitli mekanizmalar ile tiim6r olusumuna ve tiimoriin ilerlemesine
katkida bulunmakta ve H19’un yiiksek ekspresyonu GB hiicrelerinin go¢ ve
anjiyogenezini desteklemektedir. Farelerde yapilan bir ¢alisma ile artmis H19
seviyesinin ksenograft timorlerinin bilyliime oranini arttirdigini tanimlanmstir (Jia ve

ark., 2016 ve Jiang ve ark., 2016).

LncRNA LOXL1 antisens RNA 1 (LOXL1-ASl1), kromozomun 15q24.1
bolgesinde bulunmakta ve 10.781 niikleotitten olusmaktadir (Hauser ve ark., 2015).
LOXL1-AS1, akciger, hepatoseliiler karsinom, glioma, meme kanseri, prostat kanseri
gibi ¢esitli insan kanserlerinde arastirilmistir ve timdrigenezde 6nemli rol oynadigi
tanimlanmistir (Wang ve ark., 2018 ve Zhang ve ark., 2018). GB’lerde LOXL-AS1’in
yiiksek ekspresyonu, kemoterapi ilaglarina direng ve kotli prognoz ile iligkili oldugu
tespit edilmis ve LOXL-AS1’in baskilanmasi durumunda hiicre proliferasyonunun

engellendigi tespit edilmistir (Wang ve ark., 2018).

LncRNA PVTI1, kromozomun 8q24. bolgesinde bulunmakta ve onkogen aday1
olarak tamimlanmaktadir (Ding ve ark., 2015). LncRNA PVTL, hiicre ¢ogalmasi,
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apoptoz ve go¢ gibi biyolojik islemlerde gorev almakta ve meme, prostat, yumurtalik,
mide ve akciger kanserlerinde asiri eksprese edilmektedir (Chen ve ark., 2018;
Nagoshi ve ark., 2012; Wan ve ark., 2018 ve Yu ve ark., 2018). GB’lerde yapilan
calismada, yiiksek PVT1 ekspresyonunun, GB’nin agresifligi ile iliskili oldugu ve
baskilanmasiin hiicrelerdeki proliferasyonun azalmasina, apoptozun artmasina ve

go¢ yeteneklerinin baskilanmasina neden oldugu gosterilmistir.

2.3 GB’lerin Agresifliginde Etkili Olan Molekiiler Ozellikler
2.3.1 Epitelyal-Mezenkimal Ge¢is Mekanizmasi

Epitelyal-mezenkimal gecis (EMT), epitelyal hiicrelerin c¢esitli biyokimyasal
degisikliklere maruz kalmasiyla epitelyal 6zelliklerini kaybederek mezenkimal 6zellik
kazanmalar1 durumudur (Kalluri ve Weinberg, 2009). Hiicrelerde EMT, hiicre
adezyon Ozelliginde azalma ve yiiksek go¢ kapasitesine sahip hiicrelerin olusumu ile
karakterize edilmektedir. EMT, i¢inde bulunduklar1 biyolojik siireci temel alan Tip 1,
Tip 2 ve Tip 3 olmak iizere ii¢ farkl tipte siniflandirilmaktadir (Sekil 13). Tip 1
EMT ler, implantasyon, embriyo olusumu ve organ gelisimi ile iliskilendirilmektedir.
Tipl EMT’lerde fibrozise neden olma ve ¢evre dokulara yayilma ile sonuglanan gog
ozelligi yiiksek bir fenotip gozlenmemektedir. Ek olarak Tip 1 EMT ler, ikincil epitel
olusturmak ig¢in mezenkimal-epitelyal gecis (MET) potansiyeline sahip mezenkimal
hiicreler liretebilmektedir (Zeisberg ve Neilson, 2009). Tip 2 EMT ’ler, yara iyilesmesi,
doku yenilenmesi ve organ fibrozu ile iliskilendirilmektedir. Tip 2 EMT’ler, travma
ve enflamasyon sonucunda olusan hasar1 onarmak ve dokular1 yeniden olusturmak igin
fibroblastlar ve diger ilgili hiicreleri tiretmektedir (Kalluri ve Weinberg, 2009). Tip 3
EMT'ler, genetik ve epigenetik degisiklikler gegirmis neoplastik hiicrelerde, anomal
hiicre biiytimesini ve tiimorlerin  gelisimini  destekleyen genlerde meydana
gelmektedir. Tip 3 EMT’ye sahip hiicreler go¢ ve metastaz yapabilmekte ve
devaminda yasami tehdit edici belirtiler olusturabilmektedir (Kalluri ve Weinberg,
2009).
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Sekil 13. EMT'nin farkls tiirleri. A. Tip 1 EMT. B. Tip 2 EMT. C. Tip 3 EMT (Kalluri ve Weinberg, 2009).

EMT ile ilgili ilk calisma, 1960'larin sonlarinda, Hay (1968) tarafindan yayinlandi.
Bu caligma ile epitel hiicrelerin embriyogenez sirasinda, embriyonun i¢ kismina
gecerek mezoderm olusturduklarini  gostermislerdir (Trelstad ve ark., 1967).
1980'lerde ise Greenburg ve Hay (1982), yetiskin ve embriyonik epitel hiicre
fenotipinde gerceklesen epitelyal-mezenkimal degisiklikleri tanimlamiglardir. 1990
yillara gelindiginde biriken galismalar ile embriyogenez sirasinda gozlenen bu gegise
benzer bir siirecin, kanser ilerlemesi ile de iliskili oldugu gosterilmistir (Thiery, 2002).
Ayrica, hiicrelerin morfolojilerinde degisiklik gostererek kemoterapiye direng
olusturdugu kanitlanmistir (Lee ve ark., 2006). EMT nin baglamasi ve tamamlanmasi
i¢in ¢esitli molekiiler islemler ger¢eklesmektedir. Bunlar, transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonu, hiicre yiizey proteinlerinin ekspresyonu, yeniden diizenlenme ve
sitoskeletal proteinlerin ekspresyonu ve spesifik miRNA'larin ekspresyonu gibi bir¢ok
durumda gorev almaktadir. Bu siirecte gorev alan genler hiicrenin EMT sini gostermek

i¢in biyobelirte¢ olarak kullanilmaktadirlar (Sekil 14).
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Sekil 14. Epitel hiicrelerin mezenkimal hiicrelere gegcisi (Kalluri ve Weinberg, 2009).

EMT siirecinin baslamasinda ve olusan mezenkimal durumun siirdiriilmesinde
farkli sinyaller rol oynamaktadir. EMT'nin en 6nemli 6zelliklerinden birisi, CDH1
geni tarafindan kodlanan hiicre-hiicre yapisma glikoproteini olan E-kaderin’in
kaybidir. Bunun sonucunda hiicre-hiicre etkilesimlerinin kaybi1 ve ara filament
bilesimindeki hiicrelerin sito-keratinlerden vimentine doniisiimleri gézlenmektedir. Bu
sayede hiicrelerin go¢ kapasitesi artmaktadir. Bunun yaninda EMT mekanizmasi ile
iligkili Zeb1, Snail, Twist ve N-kaderin’in yiiksek ekspresyonu mezenkimal gecisi
desteklemekte ve hiicre gogline sebep olmaktadir. E-kaderin ekspresyonunun
arttirilmasi, Zebl, Snail, Twist ve N-kaderin eksresyonlarinin azaltilmasi timdriin

ilerlemesini 6nlemekte ve kemoterapi ilaglarina karsi duyarli hale getirmektedir.

Gliomalardan koken alan hiicreler, kok hiicreler, sinir kok hiicreleri ve
oligodendrosit hiicreleri olabilmektedir (Lindberg ve ark., 2009 ve Liu ve ark., 2011).
Glial hiicreler gelisimsel olarak noroepitelyal soydan tiiretilmektedir ve klasik
epitelyal hiicrelerden farkli bir davranig sergilemektedirler. Gliomalar birkag yonden
mezenkimal olarak kabul edilebilecek bir fenotip sergilediklerinden dolay1 glialden
mezenkimale gecis (GMT) veya mezenkimal gecis (MT) terimi Onerilmektedir
(Mahabir ve ark., 2014).

GB’ler son derece yiiksek go¢ potansiyeline sahip olmalar1 nedeniyle cevre
dokulara yayilim gostermektedir. MT, GB hiicrelerine bu go¢ 06zelligini veren
mekanizmalardan biridir (Iser ve ark., 2017). Farkli transkripsiyon faktorlerinin
arasindaki isbirligi, GB’de MT mekanizmasinin baslatilmasinda biiyiik Oneme
sahiptir. Diger kanser tiirlerinde oldugu gibi GB’lerde de EMT ile iliskili Zebl, Snail,

Twist ve N-kaderin genlerinin ekspresyonunundaki degisimler hiicrelerin mezenkimal

31



fenotip kazanimini desteklemektedir. Bu nedenle, EMT siireci ile iligkili faktorlerin
inhibisyonunu saglayan yeni molekiillerin gelistirilmesi, GB tedavisine yardimci

olabilmektedir.

2.3.2 Kanser Kok Hiicrelerinin Varhg:

Kanser Kok Hiicresi (CSC), sinir kok hiicrelerinin 6zelliklerine sahip kiiglik bir
kanser grubu olarak tanimlanmaktadir. Bu hiicreler, kendi kendini yenileme,
farklilagsma, tiimor kitlesi olusturma ve gog¢ edebilme yeteneklerine sahiptirler (Sekil
15).

Gerekli Fonksiyonel Karakterler

)

N s

l/ ]
\a/ /| ¥
/ \! "--':-'/L / N v
{ NN
e S
. Kalic hiicre gogalmasi
~
Kanser Kok Hiicresi
/C
Cesitli soylar boyunca

Siirekli kendini yenileme Tiimor baslangici

Tiimér siklig Kok hiicre belirteg ekspresyonu farklilasma yetenegi
Y -
- \" rL .
o A

Ortak karakterler {'4\

Sekil 15. CSC'lerin fonksiyonel karakterleri (Lathia ve ark., 2015).

GB dahil olmak tizere diger beyin tiimorleri, potansiyel bir farklilasma yetenegine
sahip hiicresel o6zellik gostermektedirler (Duesberg ve ark., 2011). GB’ler glial
belirtegleri ifade eden hiicrelerin yani sira, sinir belirteclerini ifade eden hiicreleri de
icermektedir. Bu da GB’lerin olusumunda multipotent noral kok hiicrelerin varligim
gostermektedir. Bu gibi karigik tip GB’ler, noral kok hiicrelerden veya multipotent kok
hiicre benzeri 6zellikler edinmis farkli hiicre tiplerinden gelisebilmektedirler. GB
kanser kok hiicrelerinin (GBCSC), normal néral kok hiicrelerle ortak ozellikleri
bulunmaktadir. Noral kok hiicrelerinin tipki GBCSC’ler gibi, kendilerini yenileme,

yiiksek proliferasyon kapasitesi ve sinir sistemi soylarindan farklilasma yetenegi
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(ndronlar, astrositler ve oligodendrositler) gibi 6zellikleri bulunmaktadir (Schneider
ve ark., 2016). Ancak CSC’ler proliferasyon, farklilasma genlerinin anormal
ekspresyonu, kromozomal anormallikler ve tiimor olusumu gibi 6zellikleriyle noral
kok hiicrelerden farklilik géstermektedir. GBCSC’lerin giiglii bir tiimér baslatma,
kemoterapi ilaglarina direng gosterme ve olusan timoriin korunumu gibi ciddi
fonksiyonel ozellikleri vardir. GBCSC’lerin varlhigir ile iligkili olarak cesitli
biyobelirtegler tanimlanmistir. Bu biyobelirtegler hiicresel konumlarina gore
smiflandirilmistir. Bunlar; hiicre yiizey biyobelirtegleri (CD133, CD44, A2BS5, CD15,
CD81 ve TPT1), transripsiyonel faktorler (SOX2, SALL4, OCT4, STAT3, NANOG),
post-transripsiyonel faktdrler (MiIRNA, LncRNA) ve transkripsiyonel baskilayicilardir
(Li ve ark., 2009; Olmez ve ark., 2015; Rahaman ve ark., 2002 ve Zhang ve ark.,
2015). Aym1 zamanda Notch, Hedgehog-Gli, RTK-Akt, Wnt-B-katenin, STAT3 gibi
sinyal yolaklari, GBCSC olusumunda rol oynamaktadirlar (Borah ve ark.,2015).

2.3.3 Koloni Olusturma Yetenegi

Puck ve Marcus (1956), hiicre kiiltiirii teknigine bagli olarak kiiltiir kaplarinda
memeli hiicresinin uygun besiyeri kullanilarak koloni olusturma yeteneginin
degerlendirilmesi ile ilgili bir makale yayinlamiglardir. Koloni olusumlar igin test
edilecek az sayidaki hiicrenin mikro ¢evresini kosullandirmak ig¢in ¢ok sayida
"besleyici" hiicre kullanmiglardir. Koloni olusum deneyi ilerleyen yillarda, besleyici
hiicrelere ihtiya¢ olmadan, gelismis kompleks kiiltiir ortami kullanilarak bir¢ok farkl
hiicre tipiyle yapilan ¢ok cesitli ¢alismalar icin kullanilmigtir. Kullanilan bu deney,
apoptoz ve nekroz gibi hiicrenin 6liimiine neden olabilecek, tedavilerden sonra
¢ogalma kapasitesini koruyan tiim hiicreleri tespit edebilmektedir (Brown ve Attardi,
2005). Kolonojenik testler ayrica in-vivo tekniklerle ¢esitli dokulardaki kok hiicreler
icin de gelistirilmistir. 1961'de, farelerin kemik iliginden alinan kok hiicrelerle agir
1sinlanmis hayvanlarin dalaklarinda kolonilerin iiretilebilecegi gosterilmistir (Till ve
McCulloch, 1961). Daha sonra, cilt kok hiicrelerinde hiicrelerin ¢ogalmasini
engelleyen doz isleminden sonra 1sinlanmis farelerin derisinde nodiillerin

tiretilebildigi gosterilmistir.
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Koloni olusum deneyi, ilag veya bitki 6ziitleri ile tedavi edilen ve 6liime gitmeyen
hiicrelerin agresifligini test etmede kullanilan giincel bir testtir. Tedavide kullanilmas1
planlanan ve ¢alismalar1 hizla devam eden bitki Oziitlerinin bir¢ok kanser tiiriinde
koloni olusumunu baskiladigi tespit edilmistir. Bu kapsamda yapilan birgok ¢alisma,
timorler ve normal dokular arasinda kemoterapotik veya bitkisel ajanlara
duyarhiliktaki farkliliklari, g¢esitli sartlar ve uygulama sekilleriyle tedavi etkinligi
hakkinda bilgi vermistir (Sekil 16). CSC’lerin dokulardaki siirekli ¢ogalma kapasitesi,
normal dokularin devam eden biitiinligiini ve islevini bozmaktadir. Oldukga agresif
seyreden GB’lerdeki kok hiicrelerin sinirsiz  ¢ogalma kapasitesinin  ortadan
kaldirilmasi rekiirrenslerin 6nlenmesi i¢in gereklidir. Bu sebeple tedavi edildikten
sonra 6liimden kagan ve ¢ogalan hiicrelerin agresifliginin test edilmesi yeni tedavi

yontemlerinin gelistirilmesine yardimci olacaktir.

Sekil 16. Akciger timor hiicresine ait SW-1573 hiicrelerinden iiretilen kolonilerin alt: kuyulu plakalarda goriintiilenmesi (Franken
ve ark., 2006).

2.3.4 Yara lyilestirme Yetenegi

Yara iyilesme deneyi, kolektif hiicre gogiinii arastirmak i¢in kullanilan iki boyutlu
standart bir in-vitro tekniktir (Friedl ve ark. 2009; Friedl ve Wolf, 2010; Ilina ve Friedl,
2009; Rorth, 2009 ve Vedula ve ark., 2013). Bu yontem, tek bir tabaka tizerindeki
hiicrelerin fiziksel veya mekanik olarak dislanmasiyla hiicre icermeyen alanin
olusturulmasi ile gerceklestirilmektedir (Jonkman ve ark., 2014). Hiicresiz alana
maruz kalan hiicreler bosluga dogru yonelmeye ve boslugu gegmeye baglamaktadirlar.
Endotelyal hiicreler ilizerinde gergeklestirilen bir yara iyilesme deneyinden alinan

goriintii dizisi Sekil 17°de gosterilmektedir.

34



Sekil 17. Yara iyilesmesi deneyinde, farkli zaman araliklarinda (A,B,C) elde edilen goriintiiler (Jonkman ve ark., 2014).

Yara iyilesme deneyi hiicre gogiiniin bir tiirii olarak bilinmektedir. Bu gog, hiicreler
aras1 baglantilar ile iki boyutta hareket eden epitel ve endotel hiicreler tarafindan
olusturulmaktadir. G¢, metastaz, embriyonik morfogenez ve doku hasar1 gibi ¢esitli
islemlerde ortaya ¢ikabilmektedir (Fujisawa ve ark., 2012; Lecomte ve ark., 2011;
Martin ve Parkhurst, 2004 ve Pouliot ve Burrows, 2000). Yara iyilesmesi deneyinden
elde edilebilecek en yaygin bilgilerden birisi, hiicrelerin kolektif hareket hizinin bir
Olciisii olan bosluk kapanma hizidir. Bosluk kapanma hizi, hiicrelerin RNA girigimi
(RNAI) ile muamele edilmesi, hiicre dis1 matris bilesiminin diizenlenmesi veya
substrat sertligi gibi ¢esitli gevresel siireglerin degistirilmesi gibi farkli kosullar altinda
olgtilebilmektedir (Simpson ve ark., 2008 ve Vitorino ve Meyer, 2008). Hiicre gogilinii
diizenleyen cesitli hiicresel mekanizmalar bulunmaktadir. Ozellikle hiicre gocii ve
metastazi ile iligkili oldugu tespit edilen EMT siirecinin yara iyilesme deneyinde,
hiicrelerin boslugu kapatmasinda etkili olan mekanizma olarak islev gordiigi
belirlenmistir (Yarrow ve ark., 2005). Yara iyilesme deneyi, hiicrelerin molekiil

taramasi veya ilag kesfi gibi verimli uygulamalar i¢in de kolayca uyarlanabilmektedir.

2.4 GB’lerin Tedavisinde Etkili Olabilecek Siiregler
2.4.1 Coklu Ila¢ Direnci

Beyin tiimoriiniin tedavisi onkolojinin en giigliik yasadigi alanlardan birisidir.
Beyin tiimorlerinin ve Ozellikle GB’nin, radyoterapi ve kemoterapi tekniklerinin
ilerlemesine ragmen prognozlart oldukga kotiidiir. Karsilasilan zorluklardan birisi,
cerrahi rezeksiyonun tam gergeklestirilememesi ve ¢evrede kalan hiicrelerin anormal

¢ogalmasiyla tiimoriin tekrardan olugmasidir. Adjuvan kemoterapi tedavisi, beyin

35



tiimorleri i¢in kullanilan esas tedavi segenegi olarak kabul edilmektedir. Ancak, bu
kemoterapi tedavisinin etkinligini sinirlayan en dnemli problem ¢esitli mekanizmalar

ile iliskili olan ¢oklu ilag direnci (MDR)’dir. (Régina ve ark., 2001; Sekil 18).

ILAC HEDEF MEMBRAN ILAG DNA TAMIR
YAPISINDA DEGISIM TRANSPORTER

y

N\

HUCRE OLUMUNUN EMT EPIGENETIK

INHIBISYONU DUZENLEME

Sekil 18. MDR’nin etkili oldugu ¢esitli mekanizmalar.

MDR, sentetik ve dogal sitotoksinlere karsi kendiliginden olusan veya sonradan
kazanilmis bir diren¢ mekanizmasi olarak tanimlanmaktadir. Kendiliginden olusan
direng, timorin ilk kez alinan kemoterapi ilacina kars1 olduk¢a az oranda cevap
vermesi veya hi¢ cevap vermemesidir. Sonradan kazanilmis direng ise, tiimoriin ilk
baslarda ilaca cevap vermesi ancak bir silire sonra cevap vermemesi ile
gosterilmektedir. Bir¢cok primer beyin tiimorii dogal olarak kemoterapiye direnglidir.
Bunun yaninda sitotoksik ila¢larin kan-beyin bariyeri boyunca sinirli gegisi, membran
transport proteinlerini kodlayan genlerin ekspresyonundaki degisime bagli olarak
hiicre igine ilag giriginin azalmasi, fazla sayida kullanilan ilaca bagli olarak DNA tamir
sistemlerinin verdigi cevap ve hedeflenen molekiiliin ilaca baglanma o6zelliginin
kisitlanmasi gibi mekanizmalar ile tiimor hiicrelerinin ilaca karsi zayif yanit

gostermesi gézlenebilmektedir.

MDR'nin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayan P-glikoproteini (P-gp) kodlayan
MDR1 geni, kan-beyin bariyerinde yiiksek oranda eksprese edilmektedir (Gros ve ark.,
1986). P-gp, kan-beyin bariyerindeki kilcal damar endotel hiicrelerinde
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sentezlenmekte ve kemoterapi ilaglarinin hedeflenen beyin hiicrelerine giris ve
¢ikigsinda rol oynamaktadir ve bu sebeple ilag direncinde etkilidir. GB’lerde P-gp
yiikksek miktarda eksprese olmakta ve bu da GB’lerde kotii prognoz ile
iliskilendirilmektedir (Nagane ve ark., 1999). P-gp, esas olarak MDR ile iliskili
protein ailesini (MRP) iceren ABC protein ailesine aittir. MRP ailesinin dokuz
iyesinin en iyi ¢alisildigi MRP1 geni, glioma hiicre hatlarinda ve klinik 6rneklerde
tespit edilmis ve ila¢ direncinde rol oynadigi tespit edilmistir (Tivnan ve ark., 2015).
MRP familyasindan, MRP1, MRP3 ve MRP5 kan-beyin bariyerinde eksprese
edilmekte ve toksik bilesiklere karsi savunmada rol oynamaktadirlar. MRP1, MRP5,
LRP1 genleri MDR ile yakindan iligkilidir. Bu genleri hedef alacak yeni yontemlerin
gelistirilmesi, ilaca karst olusan direncin kirilmasina ve GB tedavilerinin

gelistirilmesine katki saglayacaktir.

2.4.2 Hiicre Yaslanmasi

Kanser hiicrelerinde goriilen anormal hiicre cogalmasina karsi, gilinlimiizde
hiicresel boliinmelerini  durdurmayr hedefleyen bir¢cok anti-kanser stratejisi
kullanilmaktadir. ~ Bu kullanilan stratejiler apoptoz ile iliskilendirilmekte ancak
genellikle hiicreler igin apoptoz yeterli kalmamaktadir (Lin ve ark., 2017). Hiicresel
yaslanma, hiicrelerin mitotik aktivite kayb1 ile boliinmelerin durmasiyla sonuglanan,
cesitli yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerle karakterize edilen bir durumdur (Schmitti,
2017). Bu nedenle, kanser hiicrelerinin anormal ¢ogalmasini durdurmak igin
hiicrelerin tamamini apoptoza gotiirmek yeterli degildir. Bunun yaninda, tedavi
edildikten sonra apoptoza gitmeyen hiicrelerin hiicresel yaglanmaya girmesinin tedavi

icin yeterli olabilecegi 6ngoriilmektedir (Pawlowska ve ark., 2018).

Yasglanmus hiicreler, hiicre dongiisiinde durmakta ve bu siiregte hiicre gogalmasini
gerceklestirememektedirler. Genel olarak, yaslanma iki sekilde goriilmektedir;
replikasyona bagli yaslanma ve erken yaslanma (De Magalhaes ve Passos, 2018).
Replikasyon ile baglantili yaslanma tipinde, DNA polimeraz, kromozom uglarinin
replikasyonunu baglatamamakta ve her hiicresel boliinme sonrasinda kromozom
uglarinin kisalmasina neden olmaktadir (Rincheval ve ark., 2002). Bunun sonucunda

hiicre yaslanmaya maruz kalmakta ve boliinmeyi durdurmaktadir. Erken yaslanma ise
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oksidatif, genotoksik ve replikatif stres gibi birgok hiicresel stresler sonucunda ortaya
¢ikmaktadir (Goligorsky ve Hirschi, 2016). Kemoterapi ilaglarindan kaynakli hiicresel

yaslanma bu durum ile iliskilidir.

Hiicre ¢ogalmasimin durmasmin yani sira, yaslanan hiicreler, genisletilmis
sitoplazma ve sitoplazmik graniiller ile birlikte yaslanma ile iliskili B-galaktosidaz
(SA-B-gal) aktivitesinin arttiritlmasi gibi baska morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklere
sahiptir (Pawlowska ve ark., 2018). Bunun yaninda yiiksek oranda DNA hasar1 ve
kromozomal sapma gostermektedirler. Bu gibi diger 6zellikler, yaslanan hiicreler igin
standart olan yaslanma ile iliskili salg1 fenotipini (SASP) belirler. SASP goriilen
hiicreler, kemokinler, sitokinler, biiyiime faktorleri ve diger ¢oziiniir faktorleri serbest
birakmakta ve makrofajlar, dogal 6ldiiriicti hiicreler (NK hiicreleri) ve T-lenfositler
gibi immiinolojik sistem bilesenleri tarafindan temizlenmektedir (Sekil 19). Bu da,
organizmanin yaslanmasina katkida bulunan diisiik dereceli bir enflamasyona yol
acabilmektedir. Giiniimiizde yapilan c¢aligmalar ile hiicresel yaslanmanin,
organizmalarin yaslanmasinda ve yasa bagli hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda nemli
bir rol oynadig1 belirtilmistir (Naylor ve ark., 2013). Yaslanan hiicreler, insan doku ve
organlarinda birikmekte ve ciddi fonksiyon bozukluklarina yol agmaktadirlar (Baker
ve ark.,, 2011). Ayrica yaslanan hiicreler, goriilme sikligi yasla birlikte artan

hastaliklarin baglamasina ve ilerlemesine katkida bulunmaktadir (Baker ve ark., 2016).

® -
Geri doniisiimii olmayan
. SA-B- GAL hiicre dongiisiiniin durmast
I . .

e
&{’ \’ Hiicre dis1 vezikiiller

v

DNA hasari \ Kemokinler,

Kromot_in kararsizlik Biiyiime faktorleri,
P53 aktivasyonu Sitokinler

T hiicreleri

Sekil 19. SASP gésteren bir yaslanma hiicresinin gésterimi, NK; Natural Killer Cells, Dogal Oldiiriicii Hiicreler, MC; Mitotic
Catastrophe, Mitotik felaket. (Pawlowska ve ark., 2018).

Kanser hiicrelerinde goriilen yaslanma, geri doniisii olmayan bir sekilde boliinme

kabiliyetini yitiren hiicre toplulugu olarak ortaya ¢iktigindan ciddi bir problemi teskil
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etmektedir (Mikula ve ark., 2018). Bununla birlikte, yaslanan hiicrelerin kanserojenik
ozelliklere sahip oldugu ve apoptoza direng gosterdigi tespit edilmistir. GB hiicre
hatlarinda yapilan c¢alismalarda, erken yaslanmanin, p53'e bagimli bir sekilde
baslatilabilecegi gosterilmistir (Jeon ve ark., 2016 ve Paget ve ark., 2012). GB hiicre
olusumunda gorev alan birkag proteinin hiicresel yaglanma ile baglantili oldugu tespit
edilmistir. EMT ile iligkili bir protein olan Forkhead Box O1'in (FOXO1) ve histon
deasetilaz olan sirtuin 1 (SIRT1) ekspresyonlar1 yaslanmay1 kolaylastirmaktadir (Yan
ve Wu, 2018).

Yaslanmay1 ertelemenin, doku hasarinin engellenmesinde ve yasa bagl belirli
hastaliklarin  geciktirilmesinde biiylikk 6nemi vardir. Yaslanma semptomlarini
geciktirebilecek dogal bilesikler yogun bir sekilde ¢alisilmaktadir. Bunlardan 6rnek
olarak verilecek biri kurkumindir (Bielak-Zmijewska ve ark., 2019). Kurkumin
yaslanma semptomlarini hafifletmekte ve hiicresel yaslanmanin dogrudan dahil
oldugu yasa bagl hastaliklarin ilerlemesini ertelemektedir (Bielak-Zmijewska ve ark.,
2019). Bunun gibi dogal bilesiklerin gelistirilmesi yaslanma ile ortaya ¢ikan

semptomlarin yok edilmesine yardime1 olabilecektir.

Hiicrelerdeki yaslanma tespiti i¢in, yaslanmanin bir biyolojik isareti olan yaslilik
ile iligkili beta-galaktosidaz siklikla kullanilmaktadir (Kurz ve ark., 2000). Bu teknik,
yaslanan hiicrelerin gen¢ hiicrelere gore daha yiiksek oranda beta-galaktosidaz
aktivitesi gostermesiyle iliskilendirilen bir yontemdir. Aktivitedeki bu artis, beta-
galaktosidaz protein seviyelerindeki artisla es deger olarak ortaya c¢ikmaktadir.
Acridine Orange boyama, replikatif yasi ve lizozom igerigindeki beta-

galaktosidazdaki artis1 gosterilmektedir.

2.5 Tiimoriin Agresifliginin Belirlenmesinde 3 Boyutlu Tiimér Modelinin
Gelistirilmesi

Doku ve organlarin olusumunun, fizyolojisi ve fizyopatolojisinin altinda yatan
molekiiler mekanizmalarin anlagilabilmesi ic¢in hiicre kiiltiir sistemleri ve hayvan
modelleri siklikla kullanilmaktadir (Sekil 20). /n-vitro hiicre kiiltiirleri, hiicre
davraniglarinin altinda yatan mekanizmalarin anlasilmasini ilerletmek igin kullanilan

bir tekniktir. Bu teknik, tek tabaka hiicre kiiltiir popiilasyonlarinin, iki boyutlu (2B)
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substratlar iizerinde kiiltiirlenmesi ile gerceklestirilmektedir. 2B hiicre yapilariyla
yapilan deneyler, molekiiler biyoloji, kok hiicre farklilasmasi ve doku morfogenezi
gibi karmasik biyolojik olaylarin yorumlanmasina ve agiklanmasina yardimci
olmaktadir (Jaiswal ve ark., 1997). Aymi zamanda 2B hiicre kiiltiir deneyleri, hiicre
fonksiyonlar1 ve hiicrelerin mikro gevresi ile etkilesimleri arasindaki iliski hakkinda
bilgi vermektedir. Discher ve ark. (2005), insan mezenkimal kok hiicrelerinin
farklilasma yeteneginin 2B kiiltlirlin mekanik sertligi ile iliskili oldugunu tespit
etmistir. Gliniimiize kadar yapilan ¢alismalar ile 2B hiicre kiiltiirliniin, molekiiler
diizeyde epigenetik faktorlerin fizyolojik olaylar1 nasil etkiledigini incelemek igin
etkin bir yontem oldugu dogrulanmistir. Ancak son ¢aligmalar ile baz1 durumlarda 2B
yontemin, in-vivo cevabina es deger olmayan ve saptiran hiicre biyoaktivitelerine yol
acabilecegi gosterilmistir. Ornegin, kanser hiicrelerinin, kanser olusum ve
gelisimindeki birgok oOnemli Ozellikleri, 2B hiicre kiiltiirinde uygun sekilde
modellenemedigi, tek katmanla sinirli olduklarinda dogal olmayan davranis gosterdigi
tespit edilmistir. Bu kisitlamanin iistesinden gelmek igin, kanser hiicrelerinin biyolojik
davraniglarin1 in-vitro kosullarda daha dogru bir sekilde anlayabilmek ve in-vivo
kosullar1 daha iyi taklit etmek igin yeni ti¢ boyutlu (sferoid, organoid kiiltiir, 3B) hiicre
kiiltir platformlari olusturulmaktadir. Bissell ve arkadaslari, insan meme epitel
hiicrelerinin 2B hiicre modelinde kiiltiirlendiklerinde timor hiicreleri gibi agresif
gelistigini ancak 3B hiicre modelinde kiiltiirlendiklerinde normal biiyiime davranigina
geri dondiklerini gostermislerdir (Petersen ve ark., 1992). 3B ¢alismalarindan elde
edilen sonuglar, hiicre dis1 matriks elemanlarimin  2B'den 3B'ye dogru
boyutlandirilmasini, hiicre ¢ogalmasini, farklilasmasini, mekanik tepkilerini ve hiicre
sagkalimini 6nemli ol¢lide etkileyebilecegini gostermektedir (Tibbitt ve Anseth,
2009). Bu sebeple ozellikle tiimor biyolojisinin altinda yatan mekanizmalarin

anlasilmasinda yalnizca 2B tiim6r modelinin kullanilmasi yetersiz kalmaktadir.
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- @an.

Hiicre-hiicre etkilesim yiizeyi Hiicre-kiiltiir kabi etkilesim yiizeyi iskele

Hiicre-medyum etkilesim yiizeyi .
Hiicre-medyum Hiicre-hiicre

etkilesim yiizeyi etkilesim

Hiicre-medvum etkilesim viizevi

Hiicre-hiicre etkilesim viizevi

Sekil 20. Arastirma calismalarinda yaygin olarak kullanilan hiicre kiiltiirii yontem tiirleri. A. Kiiltlir kabmim dibinde bir tek
tabakada yassilastirilmig hiicreler. B. Bir iskeleye baglh hiicreler. C. Kiiltiir ortaminda siispanse edilmis veya jel benzeri bir
maddede yetistirilen bir hiicre grubu (Kapatczynska ve ark., 2018).

3B hiicre kiiltir modellemesi ilk olarak 1970'lerde Hamburger ve Salmon
tarafindan yumusak agar ¢ozeltisi ile gerceklestirilmistir (Hamburger ve Salmon
1997). Yapilan bu calisma ile tiimor hiicrelerinde ve 3B hiicre kiiltiir ortaminda
cogalan hiicrelerin morfolojisi ve davramiglari arasindaki ciddi benzerlikler
tanimlanmis ve belgelenmistir. 3B kiiltiirlerde, hiicrelerin morfolojisi ve polaritesi
korunmakta ve 3B ortamda ¢ogalan hiicreler, hiicresel topoloji, gen ekspresyonu,
sinyallesme ve metabolizma bakimindan in-vivo olarak biiyiiyen hiicrelere yiiksek
benzerlik gostermektedir. Doku ve organlarin in-vivo etkilesimlerinin modellenmesini
amaglayan 3B hiicre kiiltiirii yaklasgimlarinin hizla ¢alisilmasi, kanser biyolojisinin
altinda yatan biyokimyasal ve biyomekanik sinyallerin ¢alisilmasina yeni olanaklar
saglamaktadir. Bu kapsamda 3B kiiltiriin 2B kiiltiire gore ciddi farkliliklari
belirlenmis ve giincel galismalar ile bu farkliliklar gelistirilmeye ¢alisilmigtir (Tablo
5).
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Tablo 5. 2B ve 3B hiicre kiiltiir yontemlerinin karsilastirilmas: (Kapatczynska ve ark., 2018).

2B Kiiltiir Modeli

3B Kiiltiir Modeli

Kiiltiir olusum zamani

Birkag dakika ile birkac saat arasinda

Birkag saat ile birkag giin aras1

Kiiltir kalitesi

Yiiksek performans, tekrar
tiretilebilirlik, uzun vadeli kiiltiir,
yorumlamasi kolay, basit kiiltiir yapimi1

Daha kotii performans ve tekrar
iiretilebilirlik, yorumlanmasi
zor, kiiltiirleri gergeklestirmesi
daha zor

In-vivo taklit yetenegi

Dokunun dogal yapisini veya timor
kitlesini taklit etmez

In-vivo dokular ve organlar 3D
bigiminde tiretilmektedir

Hiicre etkilesimleri

Hiicre-hiicre ve hiicre-hiicre-gevre
etkilesimi yoksun

Hiicre-hiicre ve hiicre-dist
ortamin uygun etkilesimleri
yiiksek

Hiicrelerin 6zellikleri

Degisen morfoloji ve béliinme
bigimleri; cesitli fenotip ve polarite
kayb1

Korunmus morfoloji ve
boliinme yolu, gesitli fenotip.

Temel bilesiklere erigim

Oksijene, besin maddelerine,
metabolitlere ve sinyal molekiillerine
SInIrsiz erigim

Oksijene, besin maddelerine,
metabolitlere ve sinyal
molekiillerine degisken erisim
(in-vivo ile benzer)

Molekiiler mekanizmalar

Gen ekspresyonunda degisiklikler,
mRNA eklenmesi, hiicrelerin topolojisi
ve biyokimyasi

Genlerin ekspresyonu,
eklenmesi, topolojisi ve
hiicrelerin in-vivo olarak

biyokimyasi

Kiiltiir maliyeti

Ucuz, ticari olarak temin edilebilen
testler

Daha pahali, daha az piyasada
mevcut olan testler

Tedavide kullanilmasi planlanan terapotik hedeflerin, in-vivo’ya yiiksek benzerlik
gosteren 3B modellerinde uygulanmasi hedefin basarisin1 daha dogru gostermektedir
(Sekil 21). Bu sebeple 3B kiiltiir, timdr ve ilgili ilag arastirmalarinda giiclii bir yontem
olabilmektedir. 3B tiimor modellerinin avantajlari goz 6niine alindiginda bu kapsamda

yapilacak caligmalar, 3B tlimor hiicre kiiltiiriinii uygulamak i¢in basarili bir sekilde

tasarlanan yontemlere ve tekniklere genel bir bakig sunabilecektir.
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Sekil 21. Terapdtik ajanlarm 2B ve 3B yontemler ile uygulanmasinin karsilagtirilmig basit semasi.

2.6 GB Tedavisinde Bitkisel Oziitlerin Kullanim

Bitkisel Oziitler yillardan beri anti-septikler, anti-depresanlar ve anti-
enflamatuvarlar olarak kullanilmaktadir. Bunun yaninda bagisiklik sistemini
kuvvetlendirici ve kanser risklerini onleyici etkilere sahip olduklar1 kabul edilmistir
(Mohammadi ve ark., 2015). Bir¢ok hastaliklarin tedavisinde, sentetik ilaglara gore
daha giivenli ve etkili olan bitkisel ilaglar kullanilmaktadir. Bitkisel ilaglar, 6zellikle
kanser tedavisi i¢in sik kullanilan alternatif ve tamamlayici ilaglardir. Arastirmacilar,
kanser tedavisi alan her on kisiden altisinin tedavide kullanilan sentetik ilaglara ek
olarak bitkisel ila¢ kullandigini tespit etmislerdir (Huang ve ark., 2012). Bunun
sebebini ise bitkisel ilaglarin, tedavi sirasinda veya sonrasinda yan etkilerinin ve toksik
etkilerinin olmamasina ve ilag bagimlilig1 goriilme olasiligmin ¢ok daha diisiik

olmasina dayandirmiglardir.

Son zamanlarda yapilan ¢alismalar ile dogal bilesiklerin, kanserin gelisiminde,
ilerlemesinde ve metastazinda biiylik 6neminin oldugu vurgulanmigtir. Anti-oksidan
yapilar1 nedeniyle soya izoflavonlari, kurkumin, epigallokatesin, resveratrol ve
retinoidler gibi c¢esitli dogal bilesiklerin kanserdeki etkileri arastirilmis ve GB
tedavisinde kemoterapotik ilaglarin  etkinligini  arttirmada  kullanilabilirligi
belirlenmistir (Puli ve ark., 2010; Singh-Gupta ve ark., 2011 ve Virk-Baker ve ark.,
2010).
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GB tedavisi, tiimor hiicrelerinin heterojenligi, yiiksek agresif 6zellik gostermesi,
cevre dokulara yayilmasi ve kan-beyin bariyeri varligi nedeniyle olduk¢a giigtiir.
Coklu tedavi yaklasimlarinda tiimor hiicreleri lizerinde, diisiik sitotoksik etki yaratan
farkli  molekiiler ~mekanizmalara sahip terapdtik ajanlarin  kullanilmasi
hedeflenmektedir. Coklu tedavi yaklasimlarinin, GB tedavisi igin etkili bir yontem
olabilecegi disiiniilmektedir. Bu sebeple giiniimiizde GB {izerinde cesitli bitkisel
oziitlerin ve kemoterapétik ilaglar ile c¢oklu tedavi yaklasimlarin gelistirilmesi

amaclanmaktadir.

2.6.1 Olea europaea Yaprak Oziitii

Ulkemizin dogal zenginliklerinden biri olan Olea europaea (Zeytin), Avrupa ve
Akdeniz iilkelerinde bir¢ok hastaligin tedavisinde ilag olarak kullanilan gii¢lii bir anti-
oksidandir (Sekil 22). Olea europaea’nin yapraklarindan elde edilen 6ziitler (OLE)
yiikksek oranda sekoiridoid, triperten ve flavonoidler gibi biyoaktif bilesenleri
icermektedir. (Hamdi ve Castellon, 2005; Ryan ve Robards, 1998 ve Tabera ve ark.,
2004). Bu oziitin igerdigi en Onemli biyoaktif bilesen bir sekoiridoid olan
oleuropeindir (Han ve ark., 2009). Bugiine kadar OLE’nin anti-tiimoral 6zellikleri
birkag farkli ¢aligmada ele alinmig olup, bu makalelerde 16semi, kolon, melonoma ve
meme kanseri hiicre hatlar1 degerlendirilerek, bu bitki Oziitiiniin anti-proliferatif ve

apoptotik etki gosterdigi belirlenmistir.

Sekil 22. Zeytin yapragi ve OLE’nin goriintiisii.
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Anabilim Dalimiz tarafindan gergeklestirilen ¢alismalarda, OLE’nin insan GB
hiicre hatt1 olan T98G hiicre hatlar1 iizerinde anti-proliferatif etki olusturdugu ve
proliferasyonu anlamli derecede azalttigi gosterilmistir (Tunca ve ark., 2012). T98G
hiicrelerin OLE varliginda TMZ ile tedavi edildiginde miRNA hedef genlerinin (miR-
181b, miR-153, miR-145, miR-137) belirgin sekilde yukar1 dogru diizenlendigi ve
hiicreleri hem apoptotik hem de nekrotik yolla dldiiriildiigi gosterilmistir (Tunca ve
ark., 2012). Benzer sckilde OLE'nin MGMT metilasyon hizi {izerindeki etkisi
degerlendirilmis ve OLE’nin, GB hiicrelerinin metilasyon oranini anlamli derecede
arttirdigr (P<0.001) belirlenmistir. MGMT'nin metilasyonunun arttirilmasi, TMZ'nin
mekanizmast i¢in faydali oldugundan, OLE'nin disiik metillenmis MGMT'li
hastalarin TMZ cevabina katkida bulunabilecegini varsayillmistir (Tezcan ve ark.,
2017a). Yapilan bir baska ¢alismada, OLE'nin CSC (+) tiimérleri tizerinde VEGFA,
MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonunun azaltilmast ile anti-anjiyojenik ve anti-invaziv etki
gosterdigi ve sinerjistik olarak bevacizumab’in etkinligini artttirdigi kanitlanmigtir
(Tezcan ve ark., 2017b). Calismalar ile OLE'nin GB hiicreleri ve CSC (+) tiimorlerinde
anti-kanser etkisinin epigenetik mekanizmalar1 modiile ederek ortaya koydugu

belirlenmistir (Tezcan ve ark., 2014).
Mevcut tez kapsaminda;

e OLE’nin glial timérler tizerindeki tedavi edici yoniiniin, in-vivo ¢alismalara 6ncii
bilgiler sunabilen 3B kiiltiir yonteminin kullanilmasiyla degerlendirilmesi
e OLE’nin tiimdriin biyolojik davraniglarinin tiimoriin agresifligi ile iliskili olarak
degerlendirilmesi
o EMT belirtegleri (Twist, Snail, Zebl, N-kaderin, E-Kaderin)
o CSC belirtegleri (CD133, NANOG, SOX2, OCT4)
o Koloni olusturma
o Yaraiyilestirme
e OLE’nin ila¢ direnci lizerine etkilerinin degerlendirilmesi
o MDR (MDR; MRP1,MRP5, LRP1 gen ekspresyonlart)
o Hiicre yaslanmasi
¢ Bu mekanizmalarda OLE’nin LncRNA’lar iizerine olan etkilerinin belirlenmesi

hedeflenmistir.
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Boylece OLE’nin in-vivo ¢alismalar i¢in dngdriilen tedavi potansiyelinin ve etkili

olabilecegi hiicresel mekanizmalarin daha iyi agiklanabilmesi amaglanmistir.

Mevcut projede elde edilecek anlamli bulgular ile giiniimiiz tedavisinde kullanilan
ilaglara direng gosteren ve agresif seyreden GB’lerin tedavisinde kullanilabilecek
sitotoksik etkisi daha az ve daha efektif olan tedavi yontemlerinin gelistirilmesine

katki saglayacaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

3.1.1 Kullanilan Aletler ve Cihazlar

+4°C Sogutucu (Alaska, Tiirkiye)

+4°C Sogutucu (Asterm, Tiirkiye)

-20°C Derin Dondurucu (Bosch, Tiirkiye)
-20°C Derin Dondurucu (Vestel, Tiirkiye)
-80°C Derin Dondurucu (Niive, Tiirkiye)
-150°C Derin Dondurucu (Panasonic, Japonya)
Santrifiij (Niive, Tiirkiye)

Sogutmal1 Santrifiij (Labogene, Danimarka)
Sogutmal1 Santrifiij (Bechman Coulter, ABD)
Mikro Santrifiij (Cleaver Scientific, Ingiltere)
Laminal Kabin (Labogene, Danimarka)

UV Laminal Kabin (Biosan, Lethonya)
Hassas Terazi (AND, Japonya)

Vortex (Velp Scientifica, Italya)

Vortex (Biosan, Lethonya)

UV/Vis Spektrofotometre (Beckman Coulter, ABD)
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Isitic1 Blok (Cleaver Scientific, ingiltere)

24 Kuyulu Calkalayacili Isitic1 Blok (Biosan, Lethonya)
20 Kuyulu Isitic1 Blok (Techne, Ingiltere)

Yatay Elektroforez (Biorad, ABD)

Yatay Elektroforez Jel Sistemi (Maxicell, ABD)

UV Goriintiileme Cihazi (Vilber, Fransa)

Mikrodalga Firin (White - westinghouse, ABD)

Etliv (Ecocell, Almanya)

CO2 Inkiibator (Panosomic, Japonya)

Profilex PCR Sistemi (Thermo Fisher Scientific, ABD)
Thermal Cycler (Biorad, ABD)

Light Cycler 482 Real Time PCR (Roch, Isvigre)

Step One Plus Sistem Real- Time PCR (Applied Biosystem, ABD)
Otomatik DNA Dizi Analizi Cihazi (Beckman Coulter, ABD)
Multi mod Reader (Berthold Technologies, ABD)

Isik Mikroskobu (Olympus, Japonya)

Inverted Mikroskop (Labomed, ABD)

Fluoroskan Microplate Fluorometer (Thermo Fisher, ABD)
Muse Cell Analyzer (Milipor Merc, Almanya)

Multipipet (Boeco, Almanya)

0.5-10 ul Pipet (BrandTech Scientific, Ingiltere)

10-100 pl Pipet (BrandTech Scientific, Ingiltere)
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20-200 pl Pipet (BrandTech Scientific, ingiltere)
100-1000 pl Pipet (BrandTech Scientific, Ingiltere)

Pipet Controller (Acumax, Hindistan)

3.1.2 Kullanilan Kimyasal Malzemeler

%95°1ik Ethanol (Sigma Altrich, ABD)

Methanol (Sigma Altrich, ABD)

izopropanol (Sigma Altrich, ABD)

TRIzol Reacent (Termo Scientific, ABD)

Agoraz (Nonza, Isvicre)

Etidyum Bromiir (Amresko, ABD)

DNA Jel Loading Soliisyon (Thermo Scientific, ABD)
DNA Leader (Gibco, Thermo Scientific, ABD)

Zymo RNA Isoltion Kit (Zymo Research, ABD)

Tris Base Buffer (Multicell, Wisent Bio Products, Kanada)
Boric Asit (Multicell, Wisent Bio Products, Kanada)
Edta (Multicell, Wisent Bio Products, Kanada)

HS Prime Premix (GeNET Bio, Kore)

Multi HS Prime Premix (GeNET Bio, Kore)

Exprime Tag Premix (GeNET Bio, Kore)

Dye Labeled Oligos (Bio-Synthesis, ABD)

DNA Size Standard Kit 600bp (Beckman Coulter, ABD)

GenomeLab Separation Buffer (Beckman Coulter, ABD)
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Separation Gel LPAI (Beckman Coulter, ABD)

Sample Loading Solution (Beckman Coulter, ABD)

RNeasy FFPE Kit (Qiagen, Hollanda)

High Pure RNA Isolation Kit (Roche, Isvigre)

High-capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific, ABD)
SuperScript IV VILO Master Mix (Thermo Fisher Scientific, ABD)
QuantiTect Primer Assays (Qiagen, Hollanda)

QuantiTect SYBR Green PCR Kit (Qiagen, Hollanda)

Dimetil Siilfoksit (Sigma Aldrich, ABD)

HCI (Sigma Aldrich, ABD)

Paraformaldehit (Sigma Aldrich, ABD)

Gluteraldehit (Sigma Aldrich, ABD)

Tripan Blue (Thermo Fisher Scientific, ABD)

Dulbecco’s modification of Eagle medium (DMEM) (Sigma Aldrich, ABD)
Fetal Bovine Serum (FBS) (Biological Industries, ABD)

Phosphate Buffered Saline (PBS) (Sigma Aldrich, ABD)

Sodium Pyruvate (Merck Biochom, Almanya)

Penicillin-Streptomycin (Gibco, Thermo Fisher Scientific, ABD)

Tripsin EDTA (%0.25), fenol red (Gibco, Thermo Fisher Scientific, ABD)
Cell Proliferation Reagent WST-1 kit (Boster, ABD)

L-Glutamin (Gibco, Thermo Fisher Scientific, ABD)

Ribodamin 123 (Sigma, Aldrich, ABD)
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CellMAX™ Colonogenic Assay Kit (BioPioneer, ABD)

Senescence B-Galactosidase Staining Kit (Cell Signaling Technology, ABD)
Tagman Gene Expression Assay (Thermo Fisher Scientific, ABD)

TagMan Non-coding RNA Assay (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, ABD)
Tagman Gene Expression Master Mix (Thermo Fisher Scientific, ABD)
Hanging Drop System (PerkinElmer, ABD)

Transwell Migration Assay (Thermo Fisher Scientific, ABD)

CytoSelect 24-well Wound Healing Assay Kiti (Fluorometric) (Boivison, ABD)
EZCell Cell Invasion Assay Kit (Boivison, ABD)

EZCel Cell Migration/Chemotaxis Assay Kit (Boivison, ABD)

Multidrug Resistance Assay Kit (Fluorometric) (Sigma Aldrich, ABD)

Temozolomide (Sigma, ABD)
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3.2. Yontem
3.2.1 OLE’nin Temini ve Hazirlanisi

OLE (05.06.2007,10-00014-00015-0), Kale Naturel (Edremit, Balikesir)’den
ticretsiz olarak temin edildi. Firma tarafindan OLE, %15 oleuropein igerigi, stabilitesi
ve mikrobiyolojik saflig1 kontrol edilerek hazirlandu. Ik filizlerini Subat ayinda veren
Olea europaea’nin cv tiiriiniin yapraklari, Balikesir, Edremit bolgesinden budama
mevsimi olan Subat ayinda budanan dallardan toplanip yikatilip gdlgede kurutuldu.
Olea europaea cv tiiriiniin yapraklari bu ayda toplandigi i¢in budanan dallarin pestisit
ve herbisit gibi aragtirmamizin sonuglarini olumsuz yonde etkileyecek kimyasal
maddeler igerme ihtimali ortadan kaldirildi. Yapraklar bir ay siiresince karanlikta ve
oda sicakliginda kurutuldu ve daha sonra bitki degirmeninde toz haline getirilerek %80
etanolde oda sicakliginda bekletildi. Olea europaeamin etken maddesi olan
oleouropeininin bozulmasint engellemek igin, etanol ekstresinin etanolii Spray Dryer
sisteminde diisiik basingta ve 55°C’yi ge¢meyen 1sida ugurularak 6ziit toz haline

getirildi.

3.2.1.1 Hiicre Hatlarinin Temini

Tez projesi kapsaminda calisilan, TMZ’ye direng gosteren insan GB hiicre hatti
olan T98G, TMZ’ye duyarlilik gosteren U87MG hiicre hatti ve kontrol olarak
kullanilan Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVEC) hiicre hatt1 AnaBilim

Dali stoklarimizdan temin edildi. Hiicre hatlarinin 6zellikleri Tablo 6’da belirtilmistir.

Tablo 6. Calismada kullanilan hiicre hatlarmimn 6zellikleri.

Hiicre Hatlarinin Ozellikleri

T98G U87MG HUVEC
Organizma Insan Insan insan
. . Gobek
Doku Beyin Beyin bag
Morfoloji Epitel Epitel Epitel
Biiyiime Ozellikleri Yapiskan  Yapiskan  Yapiskan
Hastahk GB GB Normal
Yeni
Yas 61 44 dogan
TMZ yamti iliskisi Direngli Direngsiz
MGMT metilasyon durumu un-metile  metile
mutasyon  mutasyon
p53 mutasyon durumu var yok

52



3.2.2 in-Vitro Analizler

3.2.2.1 OLE ve TMZ’nin GB Hiicrelerinin Biyolojik Davramislarina Olan

Etkilerinin Arastirilmasi

OLE ve TMZ’nin tek bagina ve kombin olarak verilmesi ile tiimoriin agresifligi,
koloni olusumu, yara iyilestirme ve hiicre yaglanmasi iizerine etkileri, TMZ’ye direng

gosteren T98G ve TMZ’ye duyarlilik gosteren US7MG hiicre hatlarinda arastirildi.

3.2.2.2 Kiiltiir Ortaminin Optimizasyonu ve Hiicrelerin Cogaltilmasi

Kryo tiiplerde stoklanan T98G, U87MG ve HUVEC hiicre hatlar1 Anabilim
Dali’'mizda bulunan -150°C derin dondurucudan alinarak 37°C su banyosunda
¢ozdiiriildi. Hiicreler, %10 oraninda fetal bovine serum, %1 penisilin-streptomisin, 2
mM L-glutamin ve 1 mM sodium pyruvate iceren DMEM-F12 besiyeri ile 15 mi
falkonlara aktarildi. Hiicreler 1200 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant kisimlari
dokiilerek hiicrelerin tizerlerine 1 ml DMEM-F12 eklendi. Pipetaj yapilarak homojen
hale gelmesi saglanan hiicreler, daha énceden 5 ml DMEM-F12 eklenen T25 cm?
boyutundaki filtreli flasklara aktarildi. Hiicrelerin 37°C sicaklik ve %5 COg igeren

inkiibatorde cogalmasi beklendi.

3.2.2.3 Hiicrelerin Pasajlanmasi

T98G, U87MG ve HUVEC hiicre hatlarinin, T25 cm? boyutunda filtreli
flasklardaki hiicre yogunlugu %80-90’a ulastiginda pasajlama islemi gerceklestirildi.
Flask igerisindeki 5 ml besiyeri pipet ile uzaklastirildi. Ardindan hiicrelerin {izerine 2
ml fosfat tamponlu tuz soliisyonu (PBS) eklenerek hiicrelerin yikanmasi saglandi.
Hiicreleri yikadiktan sonra flask icerisindeki PBS pipet yardimi ile ¢ekildi. Hiicreleri
tutunduklar flask yiizeyinden kaldirmak i¢in her bir hiicreye 2 ml 1X Tripsin-EDTA
(9%60.25 tripsin 1 mM EDTA) eklenerek 37°C sicaklik ve %5 COz igeren inkiibatorde
5 dk bekletildi. Hiicreleri flask yiizeyinden kaldirdiktan sonra flasklarin igerisine 4 ml
DMEM-F12 eklendi. Hiicre siispansiyonlar1 15°lik falkona aktarildi ve ardindan 1200
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rpm’de 5 dk boyunda santiriif edildi. Santrifiijden sonra pellet kisminin tizerinde
bulunan siipernatant kisim dokiilerek uzaklastirildi. Pellet {izerine 1 ml besiyeri
eklendi ve pipetaj yapilarak homojen hale gelmesi saglandi. Hiicreler sayilarak hiicre
yogunluklarina gore flasklara ayrildi. Flasklar 37°C sicaklik ve %5 CO: igeren
inkiibatorde inkiibe edildi.

3.2.2.4 Hiicre Sayimi

Hiicrelerin saymmi, canli ve 6lii hiicrelerin ayirt edilmesinde kullanilan Tripan
mavisi (%0,4’liikk) boyasi ile gergeklestirildi. Pasajlama islemi sirasinda 15°lik falkon
tiip icerisinde olusan pelletin {izerine 1 ml besiyeri eklendi ve homojen karigim
olugmasi saglandi. Daha sonra hiicrelerden 10 pl ¢ekilerek steril epenforf tiip icerisine
aktarildi. Uzerine 90 pl Tripan mavisi boyasi eklenerek pipetaj yapildi. Bu karisim
Thoma lamu1 {izerine alinarak {izeri lamel ile kapatildi. Hiicre sayim1 gerceklestirmek
tizere Thoma lami 151k mikroskobu altinda incelendi. Thoma lamui iizerinde bulunan 16
biiyiik karenin igerisindeki 25 kiiciik karenin {ist ve sag bolgelerindeki cizgileri kesen
hiicreler sayildi. Sayma islemi ii¢ kez tekrarlandi. Sayilan hiicrelerin ortalamasi

alinarak diliisyon faktorii ve 10% ile ¢arpilarak hiicre sayisi belirlendi.

3.2.2.5 Hiicrelerin Stoklanmasi

Flasklardaki hiicrelerin yogunlugu %80-90’a ulastiktan sonra pasajlama
asamasinda anlatildigi gibi hiicreler kaldirildi. Daha sonra hiicre saymm
gerceklestirildi. Stoklanacak her hiicre sayisinin 10.000.000 (olmasi gereken aralik
5.000.000-20.000.000) olmas1 saglandi. Her bir hiicre igin kryo tiipler hazirland1 ve
etiketlendi. Icerisinde 10.000.000 hiicre bulunan DMEM F-12"den 900 ul, DMSO’dan
100 pl alinarak kryo tiiplere aktarildi. Kryo tiipler 6ncelikle -20°C’ye aktarildi. 3-4

saat sonunda hiicreler -150°C derin dondurucuya alinarak stoklama iglemi tamamlandi.

3.2.3 Ana Stoklarin Hazirlanmasi ve Uygun Konsantrasyonlarm Belirlenmesi
3.2.3.1 TMZ Ana Stogunun Hazirlanmasi ve WST-1 Analizi

TMZ’nin ana stogu 10 mg/ml DMSO icerisinde ¢ozdiiriilerek hazirland1 ve ana stok

TMZ -20°C’de saklandi. Anabilim Dali’mizda daha 6nceki ¢alismalarda belirlenen
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TMZ dozlar1 dikkate alinarak WST-1 deneyleri i¢in uygun konsantrasyon aralifi
belirlendi (Tunca ve ark., 2012; Tablo 7).

Ana Stok Konsantrasyonu: 50.000 uM

Ara Stok Konstasyonu (AR1): 30 ul Ana Stok TMZ + 1470 ul Besiyeri

Tablo 7. 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri boyunca T98G ve U87MG hiicrelerine uygulanan TMZ konsantrasyonlari.

Uygulanan dozlar ARI TMZ (pul) Besiyeri (ul)
200 pM 20 80
250 uM 25 75
300 uM 30 70
350 uM 35 65
400 uM 40 60
450 uM 45 55
500 uM 50 50

TMZ’nin T98G, U87MG ve HUVEC hiicrelerindeki hiicre proliferasyonu ve
canlilik miktar1 lizerine etkisinin dlgiilmesi icin WST-1 analizi gergeklestirildi. WST-
1 analizi, WST-1 kit protokoliine uygun olarak gergeklestirildi. Hiicreler dncelikle 96
kuyulu hiicre kiiltiirii kaplarina her bir kuyuya 20.000 hiicre olacak sekilde ekildi.
Daha sonra Tablo 7°de belirtilen dozlar verildi ve 24, 48 ve 72 saat boyunca 37°C
sicaklik ve %5 COz igeren inkiibatorde inkiibe edildi. Belirlenen her saat sonunda her
bir kuyuya 10 ul WST-1 (Biovision, ABD) boyasi eklendi ve hiicre kiiltiir plakalari
37°C sicaklik ve %5 COz igeren inkiibatdrde 45-60 dk inkiibe edildi. Deney sonunda
dlgiimler 460-520 nm referans dalga boyu araliginda Elisa Reader’da (Tecan, Isvicre)
gerceklestirildi. Muamele edilmeyen hiicreler, kontrol hiicresi olarak belirlendi ve
canliligt %100 olarak kabul edildi. Muamele goren hiicrelerinin canlilik oranlari ise
kontrol hiicreye kiyasla yiizdelik olarak ifade edildi. Deney 3 tekrarli olarak
gergeklestirildi.

3.2.3.2 OLE Ana Stogunun Hazirlanmasi ve WST-1 Analizi

OLE Ana Stogu 1g/4ml (0.25 mg/Iml) olacak sekilde hazirlandi ve -20°C’de
saklandi. Ayni sekilde Anabilim Dali’mizda daha 6nceki ¢alismalarda belirlenen OLE

55



dozlar1 dikkate alinarak WST-1 deneyleri i¢in uygun konsantrasyon aralig belirlendi
(Tunca ve ark., 2012, Tablo 8).

Ara Stok Konstasyonu (AR1): 40 ul Ana Stok OLE + 60 ul dH.O

Tablo 8. 24 ve 48 saatlik inkiibasyon siireleri boyunca T98G ve U87MG hiicrelerine uygulanan OLE konsantrasyonlari.

Uygulanan dozlar ARI OLE (ul) Besiyeri (ul)
100 pg/ml 0,1 99,9
250 pg/ml 0,25 99,75
500 pg/ml 0,5 99,5
1 mg/ml 1 99
1,5 mg/ml 15 99,5
2 mg/ml 2 98
2,5 mg/ml 2,5 97,5
3 mg/ml 3 97

OLE’nin T98G, U87MG ve HUVEC hiicrelerindeki hiicre proliferasyonu ve
canlilik miktar1 tizerine etkisinin olglilmesi i¢in 3.2.3.1°de belirtildigi gibi WST-1

analizi gerceklestirildi.

3.2.4 OLE’nin Tek Basina ve TMZ ile Birlikte Muamele Edilmesinin Tiimoriin

Agresifligi Uzerine Etkilerinin Degerlendirilmesi

3.2.4.1 OLE’nin Tek Basina ve TMZ ile Birlikte Yara Iyilestirmesi Uzerine

Olan Etkilerinin Belirlenmesi

OLE’nin yara iyilestirmesi tizerine olan etkilerinin belirlenmesi i¢in 6 kuyulu hiicre
kiiltiir kaplarma 1x10° T98G ve U-87MG hiicreleri ekildi. Kuyulardaki hiicre
yogunlugu %90’a ulasincaya kadar 37°C sicaklik ve %5 CO2 igeren inkiibatorde
inkiibe edildi. Hiicre yogunlugu %90’a ulastiginda hiicrelerin {izerindeki besiyeri
cekildi ve bir kez 1X PBS ile yikandi. Kuyularin igerisinde yaklasik olarak 1 mm
genislik olusturabilmek igin 200 pl mikropipet ucu ile ¢izik olusturuldu (Sekil 23).
Kuyular tekrar 2 defa 1X PBS ile yikandiktan sonra goriintiileme islemi
gerceklestirildi (0. saat). T98G ve U87MG ig¢in belirlenmis etkin OLE, TMZ ve OLE
+ TMZ igeren besiyerleri, 6 kuyulu kiiltiir kaplarina eklendi (Sekil 24). Hiireler 37°C
sicaklik ve %5 COz igeren inkiibatorde inkiibe edildi. 0, 6, 12 ve 24 saat sonlarinda
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ters (inverted) mikroskop ile 20X biiyiitme ile goriintiilleme islemi gergeklestirildi.

Deney 3 tekrarli olarak gerceklestirildi.

Sekil 23. Yara iyilesme deneyinde ¢izik olusumu.

A B

Kontrol 350 uM Kontrol 300 uM
(Dozsuz) T™Z (Dozsuz) T™Z

2mg OLE
+400 pM

1 mg OLE
+ 350 yM

T™Z /

400 pM
™Z

350 uM

T™Z / T™™Z

Sekil 24. A. T98G hiicreleri i¢in 6 kuyulu hiicre kiiltiir kap diizeni. B. U§7MG hiicreleri igin 6 kuyu hiicre kiiltiir kap diizeni.

Olusan c¢izik araliklarimin kapanma yiizdeleri, ii¢ ayri gorlintii kullanilarak
PowerPoint ile dlgiilerek hesaplandi. Sonuglar, muamele edilmeyen kontrole kars1 yara

kapanmasi orani olarak ifade edildi ve Two-way Anova testi ile belirlendi.

3.2.4.2 OLE’nin Tek Basina ve TMZ ile Birlikte Koloni Olusumu Uzerine Olan

Etkilerinin Belirlenmesi

OLE’nin T98G ve U87MG hiicrelerindeki koloni olusumu iizerine olan etkilerinin

belirlenmesi igin CellMAX™ Colonogenic Assay Kit (BioPioneer, ABD) kullanild1.
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T98G ve US7MG hiicreleri 6 kuyulu hiicre kiiltiir kaplarma her bir kuyuda 25x10*
hiicre olacak sekilde ekildi. Kiiltiir kaplar1 %70 yogunluga ulasincaya kadar 37°C
sicaklik ve %5 COz igeren inkiibatorde inkiibe edildi. %70 yogunluga ulasan hiicrelere
her hiicre i¢in ayr1 olan etkin OLE, TMZ ve OLE + TMZ dozlar verildi. Kiiltiir kaplar1
37°C sicaklik ve %5 COz igeren inkiibatorde 24 saat inkiibasyona birakildi. 24 saatin
sonunda hiicreler tripsinizasyon iglemi ile kaldirilarak tekrardan 6 kuyulu hiicre kiiltiir
kaplarina bu defa her bir kuyuda 1x102 hiicre olacak sekilde ekildi ve hiicreler 10 giin
boyunca inkiibe edildi (Sekil 25). Hiicrelerin besiyeri 5. giinde degistirildi. Inkiibasyon
sonunda kuyulardaki besiyeri ¢ekilerek 2 kez 1X PBS ile yikandi. Hiicrelerin iizerine
1 ml Fiksasyon Tamponu eklendi ve 15 dk boyunca oda 1sisinda bekletildi. Daha sonra
hiicrelerin tizerine 1 ml Boyama Soliisyonu eklendi ve 45 dk boyunca oda 1sisinda
bekletildi. Boyama sonlarinda hiicreler 3 kez 1X PBS ile yikandi. Mavi renk ile
boyanan koloniler ters (inverted) mikroskop ile 20X biiyiitme altinda sayildi.
Hiicrelerin koloni olusturma oranlari ve canlilik franksiyonlari asagida verilen

formiillere gore hesaplandi. Deney 3 tekrarli olarak gergeklestirildi.

. 1e3ew. Olusan Koloni Sayisi
Kaplama verimliligi: ——— Y= x 100
Ekilen Hiicre Sayisi

Doz Verilen Hiicrenin Kaplama Alani

Koloni olusum oranlar: 100

Kontrol Grubu Kaplama Verimliligi
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Kontrol
(Dozsuz)

400 pM
T™Z

2mgOLE +
350 uM TMZ

2mgOLE +
400 uM
T™Z

Kontrol
kuyucugundan
ekilen 1000
hiicre

2mg OLE
kuyucugundan
ekilen 1000
hiicre

350 uM TMZ
kuyucugundan
ekilen 1000 hiicre

2 mg OLE + 350

400 uM TMZ

kuyucugundan {:M TMF g , z
kilen 1000 hii uyucugundan uyucugundan
o Here S\ ekilen 1000 ekilen 1000

hiicre

Kontrol
(Dozsuz)

350 uM 1mgOLE + 2mg OLE +
T™Z 300 uM TMZ 350 uM
T™Z

300 uM TM)

kuyucugundan
ekilen 1000 hiicre

Kontrol
kuyucugundan
ekilen 1000
hiicre

1 mg OLE
kuyucugundan

ekilen 1000

350 uM TMZ
kuyucugundan
ekilen 1000 hiicre

1 mg OLE + 35
uM TMZ
kuyucugundan
ekilen 1000

kuyucugundan
ekilen 1000
hiicre

Sekil 25. A. T98G hiicrelerine verilen dozlar ve 1000 hiicre ekiminin gésterimi. B. U§7MG hiicrelerine verilen dozlar ve 1000

hiicre ekiminin gosterimi.

3.2.4.3 OLE’nin Tek Basina ve TMZ ile Birlikte EMT Belirtecleri Uzerine

Etkisinin Incelenmesi

EMT mekanizmasinin GB’lerde

invazyona ve metastaza neden oldugu

bilinmektedir. OLE’nin EMT mekanizmasi {izerine etkisinin degerlendirilebilmesi

icin EMT mekanizmasinda gorev alan 5 farkli EMT belirteclerinin ekspresyon
durumlart incelendi (Tablo 9). Kontrol gen olarak GAPDH (Hs02786624_g1)

kullanildi. Ekspresyon durumu 3.2.5.3.3’te gosterildigi gibi Tagman Master Mix
kullanilarak RT-PCR analizi ile belirlendi.

Tablo 9. EMT belirtegleri ve primer numaralari.

Primer
Genler Numaralari
E-Kaderin Hs01013959_m1
N-Kaderin Hs00983056_m1
Twist Hs01675818_s1
Snail Hs_00195591_m1
Zebl Hs01566408_m1
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3.2.4.3.1 RNA izolasyonu

Hiicrelerden RNA izolasyonu gergeklestirmek igin, 6 kuyulu kiiltiir kaplarma 1x10°
T98G ve U87MG hiicreleri ekildi. Kiiltiir kaplart %90 yogunluga ulasincaya kadar
37°C sicaklik ve %5 CO2 igeren inkiibatorde inkiibe edildi. %90 yogunluga ulagan
hiicrelerin lizerideki besiyeri ¢ekilerek 1X PBS ile yikandi. Her iki hiicre i¢in ayr1 ayri
belirlenen etkin OLE, TMZ ve OLE + TMZ dozlarindan olusan besiyeri 6 kuyulu
hiicre kaplarina eklendi ve 24 saat siiresince 37°C sicaklik ve %5 CO: igeren
inkiibatérde inkiibe edildi. inkiibasyondan alman hiicreler tripsin ile kaldirilarak
12.000 x g’de 5 dk santrifiij edildi. Zymo RNA Isoltion Kit (Zymo Research, ABD)
kullanilarak kit protokoliine uygun olarak RNA izolasyonu gergeklestirildi. Buna gore,
hiicre pelletinin iizerine 400 ul RNA Lysis Buffer eklenerek 12.000 x g’de 1 dk
santrifiij edildi. Karisim Zymo-Spin IIIC filtreli tiipe alindi ve 8.000 x g’de 30 sn
santrifiij edildi. Altta kalan kisim tizerine 320 pl ethanol eklenerek Zymo-Spin 1IC
filtreli tlipe aktarildi ve 12.000 x g’de 1 dk santrifiij edildi. Altta kalan kisim atild1 ve
filtreli tliplerin iizerine 400 pl RNA Prep Buffer eklendi. 12.000 x g’de 2 dk santrifiij
edildikten sonra yikama asamasina gecildi. Ilk yikama islemi igin 800 pl, iKinci
yikama islemi i¢in 400 ul RNA Wash Buffer eklendi ve her bir yikama isleminin
sonunda 12.000 x g’de 1 dk santrifiij edildi. Yikama islemleri tamamlandiktan sonra
filtreli tiipler steril 1.5 ml’lik ependorf tiiplerinin igerisine alinarak 30 pl sulandirma
soliisyonu eklendi ve 10.000 x g’de30 sn santrifiij edildi. Santrifiij isleminin sonunda
RNA eldesi gerceklestirildi. Elde edilen tiim RNA ’larin kaliteleri ve 260/280 nm dalga
boyundaki optik dansitileri Nanodrop 2000 spectrophotometer’da kontrol edildi.

3.2.4.3.2. Komplementer DNA (Complamenter DNA, cDNA) Sentezi

Elde edilen kaliteli total RNA’dan ¢cDNA sentezi yapildi. Oncelikle cDNA
sentezinde kullanilacak RNA’larin konsantrasyonlarinin esit olmasi i¢in tiim
RNA’lardan 500 ng olacak sekilde yeni ara stoklar olusturuldu. 500 ng’lik ara stok
RNA lardan High Capacity ¢cDNA Synthesis Kit kullanilarak ¢cDNA sentezi
gerceklestirildi. Kit’in reaksiyonu ve PCR kosullar1 Tablo 10 ve Tablo 11°de
belirtildigi gibi yapildi. Elde edilen cDNA’lar -20 °C’ye kaldirildi.
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Tablo 10. High Capacity cDNA Synthesis reaksiyonunun hazirlanmast.

10X RT Buffer 2.0 uL
25X dNTP Mix (100 mM) 0.8 Ml
10X RT Random Primer 2.0 uL
MultiScribeTM Reverse

Transcriptase 1.0 uL
RNase Inhibitor 1.0 uL
Nuclease-free H20 32 uL
Total 10.0 uL

Tablo 11. High Capacity cDNA Synthesis reaksiyon kosullari.

25°C 10 dk
37°C 120 dk
85°C 5dk
4°C o0

3.2.4.3.3 RT-PCR Analizi

Genlerin ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi i¢in elde edilen cDNA’lardan
Tagman Master Mix kullanilarak RT-PCR analizi gergeklestirildi. RT-PCR analizi
icin gerekli reaksiyon karigimi ve RT-PCR reaksiyon kosullar1 Tablo 12 ve Tablo
13’de gosterilmistir. RT-PCR analizi Step one Plus™ RT-PCR (Applied Biosystem,
ABD) cihazinda gergeklestirildi. RT-PCR’dan elde edilen sonuglar Applied Biosystem
StepOneTM RT-PCR Software araciligi ile CT degeri seklinde alindi. Elde edilen CT
degerleri “RT2 Profiller PCR Array Data Analysis version 3.5” kullanilarak
degerlendirildi.

Tablo 12. RT-PCR reaksiyon karigimi.

20X Tagman Gene Expression Assay 0.5 ul
2X Tagman Gene Expression Assay Master Mix SuL
cDNA (500 ng) 2 uL
RNase-free water 2.5uL
Toplam 10 pL

Tablo 13. RT-PCR reaksiyon kosullart.

50 °C 2 dk

95 °C 10 dk

95 °C 15sn 40 dongii
60 °C 60 dk
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3.2.4.4 OLE’nin Tek Basina ve TMZ. ile Birlikte CSC Biyobelirteclerinin

Ekspresyon Seviyeleri Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

OLE’nin CSC mekanizmasi lizerine etkisinin belirlenebilmesi i¢in 4 farkli CSC
biyobelirteglerinin ekspresyon durumlar1 incelendi (Tablo 14). Kontrol gen olarak
GAPDH kullanildi. ¢cDNA sentezi 3.2.5.3.2°de, ekspresyon durumu ise 3.2.5.3.3’te
gosterildigi gibi Tagman Master Mix kullanilarak Tablo 13’deki reaksiyon kosullari
ile RT-PCR analizi ile belirlendi.

Tablo 14. CSC biyobelirtegleri ve primer numaralari.

Primer
Genler Numaralari
CD133 Hs01009259_m1
NANOG Hs02387400_g1
SOX2 Hs01053049_s1
OCT4 Hs04260367_gH

3.2.4.5 OLE’nin Etkilerinin 3B Tiimér Modelinde Degerlendirilmesi

3B kiiltiir ortaminin olusturulmasi i¢in PerkinElmer’in CellCarrier Spheroid ULA
96 kuyulu mikroplakalari kullanildi (Sekil 26 A, B). Bu mikroplakalar farkli
hiicrelerde yuvarlak sekillerde sferoid olusumunu saglayan Ultra Diisiik Eklenti
(Ultra-Low Attachment, ULA) kapli yiizeylerden olusmaktadir. PerkinElmer’in
CellCarrier Spheroid ULA mikroplaka kaplamasi satellite sferoid biiylimesini
onlemede yardimci olmakta ve bunun yaninda daha kolay veri toplamay1 ve analiz
yapmay1 saglamaktadir. T98G ve U87MG hiicrelerinin 3B ortamina bagli olarak
sferoid yapilarinin olusturulabilmesi i¢in T75 hiicre kiiltiir flasklarinda g¢ogaltildi.
Flasklar igerisindeki hiicre yogunlugu %90’a ulastiginda hiicrelerin iizerindeki
besiyeri ¢ekilerek bir kez 1X PBS ile yikandi. Daha sonra hiicreler tripsinizasyon
islemi ile kaldirilarak 12.000 x g’ de 5 dk santrifiij edildi ve hiicre sayimi
gerceklestirildi. CellCarrier Spheroid ULA mikroplakadaki her bir kuyu icin gerekli
hiicre sayisi, farkli hiicre konsantrasyonunda ve farkli hiicre tiplerinde degisiklik
gosterebilecegi i¢in dncelikle optimizasyon islemi gergeklestirildi. Her bir kuyunun
toplam hacmi 100 pl olacak sekilde planlandi. En yiiksek hiicre sayisi iceren kuyuya
40.000 hiicre, en diisiik hiicre sayis1 igeren kuyuya 40 hiicre olacak sekilde hiicreler
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2X seyreltilerek hazirland1 ve toplam 11 farkli hiicre sayis1 iceren mikroplate elde
edildi. Hiicre ekilmeyen 1. kuyuya yalnizca 100 ul besiyeri eklenerek negatif kontrol
olarak kullanildi. Farkli hiicre sayilar1 igeren hiicre siispansiyonlar1 96’11 Spheroid
plaka’nin kuyularina ekildi (Tablo 15). Hiicrelerin ekilme islemleri manuel pipet
yardimt ile yapildi ve pipet uclariin kuyu igerisindeki 3B yapinin olugmasini saglayan
ULA yiizeyine zarar vermemesine dikkat edildi. 3B sferoid mikroplaka 37°C sicaklik
ve %5 CO; igeren inkiibatérde inkiibe edildi. Sferoid yapinin olusumu ve biiyiimesi
giinlik olarak ters (inverted) mikroskop ile izlendi ve goriintiilendi. Hiicreler
tizerindeki besiyeri degisikligi, sferoid yapidaki hiicrelerin zarar gérmemesi i¢in 100
ul olan toplam hacimden 50 pl ¢ekilip 50 pl yeni besiyeri eklenmesi ile gergeklestirildi.
3. giiniin sonunda sferoid yapinin tamamlanmasi ile hiicreler iizerindeki etkinligi
belirlenen dozlar (T98G i¢in 2 mg OLE, 350 uM TMZ, 400 uyM TMZ, 2 mg OLE +
350 uM TMZ, 2 mg OLE + 400 uM TMZ, U87MG i¢in 1 mg OLE, 300 uM TMZ, 350
uM TMZ, 1 mg OLE + 300 uM TMZ, 1 mg OLE + 350 uM TMZ) hiicrelere verildi
(Tablo 16). Optimizasyon gergeklestirildikten sonra en uygun olan 2 hiicre sayist ile
deneye devam edildi (Tablo 17). Olusan tiim6r modelleri ters (inverted) mikroskop
20X biiylitme ile goriintiilendi. 3B tiimdr boyutunun 6l¢iimii Sekil 26 C’de gosterildigi
gibi 4 farkli yaricap Olgiilerinin ortalamasi ile hacminin hesaplanmasi seklinde

gerceklestirildi.

e ad adad
0. 72

8 24. 48.
saat saatten saat saat saat
daha az

Kiiltiir flask:

Sekil 26. A. PerkinElmer CellCarrier Spheroid ULA 96 kuyulu mikroplaka. B.Hiicrelerden sferoid olusumunun gorsel olarak
gosterimi. C. 3B tiimor kitlesinin yarigap 6lglimii.
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Tablo 15. 96 kuyulu mikroplakaya eklenen farkli hiicre sayilarinin gésterimi

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | Kontrol 40 80 156 312 625 1.250 | 2.500 | 5.000 | 10.000 | 20.000 | 40.000
hiicre | hiicre | hiicre | hiicre | hiicre | hiicre | hiicre | hiicre hiicre
(Hiicresiz) hiicre hiicre
B | Kontrol 40 80 156 312 625 1.250 | 2.500 | 5.000 | 10.000 | 20.000 | 40.000
hiicre | hiicre | hiicre | hiicre | hiicre | hiicre | hiicre | hiicre hiicre
(Hiicresiz) hiicre hiicre

C | Kontrol 40 80 156 312 625 1.250 | 2.500 | 5.000 | 10.000 | 20.000 | 40.000
hiicre | hiicre | hiicre | hiicre | hiicre | hiicre | hiicre | hiicre hiicre
(Hiicresiz) hiicre hiicre

D | Kontrol 40 80 156 312 625 1.250 | 2.500 | 5.000 | 10.000 | 20.000 | 40.000
hiicre | hiicre | hiicre | hiicre | hiicre | hiicre | hiicre | hiicre hiicre
(Hiicresiz) hiicre hiicre

E | Kontrol 40 80 156 312 625 1.250 | 2.500 | 5.000 | 10.000 | 20.000 | 40.000
hiicre | hiicre | hiicre | hiicre | hiicre | hiicre | hiicre | hiicre hiicre
(Hiicresiz) hiicre hiicre

F | Kontrol 40 80 156 312 625 1.250 | 2.500 | 5.000 | 10.000 | 20.000 | 40.000
hiicre | hiicre | hiicre | hiicre | hiicre | hiicre | hiicre | hiicre hiicre
(Hiicresiz) hiicre hiicre

G | Kontrol 40 80 156 312 625 1.250 | 2.500 | 5.000 | 10.000 | 20.000 | 40.000
hiicre | hiicre | hiicre | hiicre | hiicre | hiicre | hiicre | hiicre hiicre
(Hiicresiz) hiicre hiicre

H | Kontrol 40 80 156 312 625 1.250 | 2,500 | 5.000 | 10.000 | 20.000 | 40.000
hiicre | hiicre | hiicre | hiicre | hiicre | hiicre | hiicre | hiicre hiicre
(Hiicresiz) hiicre hiicre
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Tablo 16. 96 kuyulu mikroplakadaki hiicrelerin tizerine verilen dozlar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | Kontrol Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol
(Hticresi | (Hucrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hucrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel
) i, i, i, i, i, i, i, i, i, i, i,
dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz)
B | Kontrol 1mg 1mg 1mg 1mg 1mg 1mg 1mg 1mg 1mg 1mg 1mg
OLE OLE OLE OLE OLE OLE OLE OLE OLE OLE OLE
(Hiicresi
7)
C | Kontrol 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300
uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM
(Hiicresi T™Z T™MZ T™MZ T™MZ T™MZ T™Z T™Z T™MZ T™MZ T™MZ T™Z
7)
D | Kontrol 350 350 350 350 350 350 350 350 350 350 350
uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM
(Hiicresi T™Z T™Z T™Z T™MZ T™MZ T™Z T™Z T™MZ T™MZ T™MZ T™Z
7)
E | Kontrol 1mg 1mg 1mg 1mg 1mg 1mg 1mg 1mg 1mg 1mg 1mg
OLE + OLE + OLE + OLE + OLE + OLE + OLE + OLE + OLE + OLE + OLE +
(Hiicresi | 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300 300
2) uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM M
T™Z T™Z T™Z T™Z T™Z T™Z T™Z T™™Z T™Z T™Z T™™Z
F | Kontrol 1mg 1mg 1mg 1mg 1mg 1mg 1mg 1mg 1mg 1mg 1mg
OLE + OLE + OLE + OLE + OLE + OLE + OLE + OLE + OLE + OLE + OLE +
(Hiicresi | 350 350 350 350 350 350 350 350 350 350 350
7) UM uM uM uM uM uM uM UM uM uMm uM
T™Z T™Z T™Z T™Z T™Z T™Z T™Z T™™Z T™Z T™Z T™Z
G | Kontrol Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol
(Hiicresi (Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hucrel | (Hiicrel | (Hicrel | (Hiicrel
) i, i, i, i, i, i, i, i, i, i, i,
dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz)
H | Kontrol Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol
(Hiicresi (Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hucrel | (Hiicrel | (Hicrel | (Hiicrel
) i, i, i, i, i, i, i, i, i, i, i,
dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz)
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Tablo 17. A. T98G ve U87MG hiicreleri i¢in belirlenen en uygun hiicre sayilarinin 96 kuyulu mikroplakadaki gosterimi. B. T98G
ve U87MG hiicreleri i¢in belirlenen dozlarin verilmesi.

A

T98G U87MG
\ A
[ i

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 40 40 40 40 80 80 40 40 40 40 80 80

hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre
B 40 40 40 40 80 80 40 40 40 40 80 80

hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre
C 40 40 40 40 80 80 40 40 40 40 80 80

hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre
D 40 40 40 40 80 80 40 40 40 40 80 80

hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre
E 40 40 40 40 80 80 40 40 40 40 80 80

hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre
F 40 40 40 40 80 80 40 40 40 40 80 80

hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre
G 40 40 40 40 80 80 40 40 40 40 80 80

hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre
H 40 40 40 40 80 80 40 40 40 40 80 80

hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre hiicre

66



T98G UBAYMG

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol

(Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hucrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel
i, i, i, i, i, i, i, i, i, i, i, i,
dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz)

B |2mg 2mg 2 mg 2mg 2 mg 2 mg 1mg 1mg 1mg 1mg 1mg 1mg
OLE OLE OLE OLE OLE OLE OLE OLE OLE OLE OLE OLE

C 350 350 350 350 350 350 300 300 300 300 300 300
M uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM
T™Z T™™Z T™™Z T™Z T™™Z T™™Z T™Z T™Z T™Z T™Z T™Z T™Z

D 400 400 400 400 400 400 350 350 350 350 350 350
uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM
™Z ™Z ™Z ™Z ™Z ™Z ™Z ™Z ™Z ™Z ™Z ™Z

E 2mg 2mg 2mg 2mg 2mg 2mg 1mg 1mg 1mg 1mg 1mg 1mg
OLE + OLE + OLE + OLE + OLE + OLE + OLE + OLE + OLE + OLE + OLE + OLE +
350 350 350 350 350 350 300 300 300 300 300 300
uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM
T™Z T™™Z T™™Z T™Z T™™Z T™™Z T™Z T™Z T™Z T™Z T™Z T™Z

F 2mg 2mg 2mg 2mg 2mg 2mg 1mg 1mg 1mg 1mg 1mg 1mg
OLE + OLE + OLE + OLE + OLE + OLE + OLE + OLE + OLE + OLE + OLE + OLE +
350 350 350 350 350 350 350 350 350 350 350 350
uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM uM
T™MZ T™Z T™MZ T™MZ T™MZ T™MZ T™MZ T™MZ T™MZ T™MZ T™MZ T™MZ

G Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol

(Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel
i, i, i, i, i, i, i, i, i, i, i, i,
dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz)

H Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol | Kontrol

(Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Huicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel | (Hiicrel
i, i, i, i, i, i, i, i, i, i, i, i,
dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz) | dozsuz)

3.2.5 OLE’nin Tek Basina ve TMZ. ile Birlikte Muamele Edilmesinin Tedavi

Yamt ile iliskili Mekanizmalar Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

3.2.5.1 OLE’nin Tek Basina ve TMZ ile Birlikte MDR 1le iliskili Gen Expresyon

Seviyeleri Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

OLE’nin MDR ile iligkili gen expresyon seviyeleri {iizerine etkisinin

belirlenebilmesi i¢in 3 farklt MDR belirteclerinin ekspresyon durumlar1 incelendi
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(Tablo 18). Kontrol gen olarak GAPDH kullanildi. ¢cDNA sentezi 3.2.5.3.2°de,
ekspresyon durumu ise 3.2.5.3.3’te gosterildigi gibi Tablo 13’deki RT-PCR kosullar

ile analiz edildi.

Tablo 18. MDR biyobelirtegleri ve primer numaralari.

Primer
Genler Numaralari
MRP1 Hs00184500_m1
MRP5 Hs00981089_m1
LRP1 Hs00233856_m1

3.2.5.2 OLE’nin Tek Basina ve TMZ ile Birlikte Hiicre Yaslanmasi Uzerine

Etkisinin Incelenmesi

Hiicre yaslanmasi deneyi Senescence -Galactosidase Staining Kit (Cell Signaling
Technology, ABD)’in prosediiriine uygun olarak gergeklestirildi. 6 kuyulu hiicre
kiiltiir kaplarina 25x10* T98G ve U-87MG hiicreleri ekildi. Kiiltiir kaplar1 37° C
sicaklik ve %5 COz igeren inkiibatdrde %90 yogunluga ulasincaya kadar inkiibe edildi.
Hiicre yogunlugu %90°’a ulastiginda hiicrelerin lizerindeki besiyeri ¢ekildi ve 1X PBS
ile yikand1. T98G ve U-87MG hiicreleri i¢in belirlenen OLE, TMZ ve OLE+TMZ nin
etkin dozlarindan olusan besiyeri 6 kuyulu hiicre kaplarina eklenerek 24 saat siiresince
37°C sicaklik ve %5 CO2 igeren inkiibatdrde inkiibe edildi. Oncelikle kit icerisinde
10X verilen fiksatif ve boyama soliisyonlar1 deneyde kullanilmak {izere distile su ile
1X’e seyreltildi. X-Gal ¢ozeltisini hazirlamak i¢in 1 ml DMF igerisinde 20 mg X-Gal
¢ozeltisi ¢ozdiiriildi. Lekelenecek her kuyu igin; 930 pl 1X boyama soliisyonu, 10 pl
100X soliisyon A, 10 pl 100X soliisyon B ve 50 pl 20mg/1ml X-Gal stok ¢ozeltisinden
olusan [B-Galactosidaz Boyama Soliisyonu hazirlandi. 24 saat sonunda hiicrelerin
tizerindeki besiyeri ¢ekilerek 2 defa 1X PBS ile yikandi. Her kuyuya 1 ml 1X fiksatif
soliisyon eklendi ve oda sicakliginda 10-15 dk beklendi. Hiicrelerin iizerinden fiksatif
soliisyon ¢ekilerek 2 defa 1X PBS ile yikandi. Her bir kuyuya deney Oncesinde
hazirlanan B-Galactosidaz Boyama Soliisyonundan 1 ml eklendi. Buharlagsmanin
onlenmesi igin 6 kuyulu kiiltiir kaplar1 parafilm ile kaplandi. Kiltiir kaplar1 37°C’de
CO2’siz kuru inkiibatérde inkiibe edildi. 24 saat sonunda 1sik mikroskobu ile

goriintiileme yapildi. Her bir kiiltiir flaskindaki rastgele {i¢ alan fotograflandi. -gal-
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pozitif olarak adlandirilan mavi boynan hiicreler sayildi ve ortalamasi alindi. Deney
sonunda kiiltiir kaplarinin uzun siireli saklanmasi i¢in hiicrelerin iizerindeki boyama
sollisyonu ¢ekildi ve %70’lik gliserol ile hiicrelerin lizeri kaplandi. Kiiltiir kaplar1

+4°C’de saklandi. Deney 3 tekrarl olarak gerceklestirildi.

3.2.6 OLE’nin Tek Basina ve TMZ ile Birlikte LncRNA Expresyon Profilleri

Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

OLE’nin LncRNA expresyon profillerine lizerine etkisinin belirlenebilmesi i¢in 5
farkli LncRNA belirteglerinin ekspresyon durumlari incelendi (Tablo 19). Kontrol gen
olarak GAPDH kullanildi. ¢cDNA sentezi 3.2.5.3.2°de, ekspresyon durumu ise
3.2.5.3.3’te gosterildigi gibi Tablo 13’deki RT-PCR kosullar1 ile analiz edildi.

Tablo 19. LncRNA isimleri ve primer numaralari.

Primer Numaralari

Genler

MALAT1 Hs03453854_g1
HOTAIR Hs03296661mH
LOXL1-AS1 Hs04274784_m1
PVTL Hs01069023_m1
H19 Hs03663733_gl

3.2.7. istatistiksel Analiz

Verilere ait tamamlayici istatistikler say1 ylizde ve ortalama olarak gosterildi.
Gruplar arasi farkliliklar One Way ve Two Way ANOVA testi ile belirlendi. Gen
ekspresyon analizleri web rabanli “RT2 Profiler PCR Array Data Analysis v3.5”

programindan yararlanilarak yapildi.

Yapilan tiim istatistiksel degerlendirmeler GraphPad Prism 6.0 ve SPSS (25.0)
programlari kullanilarak gergeklestirildi. Tiim analizler i¢in p<0.05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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4.1. OLE ve TMZ’nin Tek Basina ve Kombinasyon Durumunda T98G, U-
87MG ve HUVEC Hiicre Hatlarindaki Sitotoksik Etkilerinin Belirlenmesi

4. BULGULAR

4.1.1. OLE’nin GB ve Kontrol Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin
Belirlenmesi

4.1.1.1. OLE’nin T98G Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

OLE’nin T98G hiicrelerindeki lethal dozlari, Anabilim Dali’mizda daha Once

yapilan ¢aligmalar ile belirlenmis ve yaymlanmistir (Tunca ve ark., 2012). Bu dozlarin

g0z Oniine alinilarak mevcut deney setinin optimizasyonunun saglanabilmesi ic¢in

yaptlan WST-1 analizine goére T98G hiicrelerinin 24 ve 48 saat boyunca OLE ile

muamelesinden sonra elde edilen degerler Tablo 20°de gosterilmistir. WST-1

analizinde elde edilen degerlere gore T98G hiicrelerindeki OLE’nin belirlenen canlilik

oranlar1 Sekil 27°de gosterilmistir.

Tablo 20. 24 ve 48 saatlik OLE muamele sonucunda T98G hiicrelerinde gergeklesen WST-1 analizi sonuglari.

24 saat
(-) Kontrol | 100 pg/ml | 250 pg/ml | 500 pg/ml | 1 mg/ml | 1,5 mg/ml | 2 mg/ml | 2,5 mg/ml | 3 mg/ml
1. deneme 0,759 0,805 0,799 0,852 0,679 0,435 0,386 0,335 0,307
2. deneme 0,71 0,799 0,686 0,698 0,548 0,425 0,363 0,321 0,308
3. deneme 0,773 0,781 0,682 0,688 0,625 0,505 0,415 0,326 0,325
Ortalama 0,747 0,795 0,722 0,746 0,617 0,455 0,388 0,327 | 0,3133
48 saat
(-) Kontrol | 100 pg/ml | 250 pg/ml | 500 pg/ml | 1 mg/ml | 1,5 mg/ml | 2 mg/ml | 2,5 mg/ml | 3 mg/ml
1. deneme 0,855 0,699 1,06 0,844 0,489 0,506 0,399 0,314 0,335
2. deneme 0,954 0,701 0,907 0,95 0,391 0,538 0,372 0,376 0,314
3. deneme 0,779 0,753 0,758 1,008 0,561 0,556 0,382 0,336 0,316
Ortalama 0,862 0,717 0,908 0,934 0,48 0,533 0,384 0,342 0,321

(-)Kontrol: Muamelesiz hiicre

OLE’nin etkin saati 24 saat olarak belirlendi. OLE nin 24. saatteki sitotoksik etkisi

degerlendirildiginde, 1,5 mg/ml OLE ile muamele edilen T98G hiicrelerindeki canlilik

orani %60,8 olarak, 2 mg/ml OLE ile muamele edilen T98G hiicrelerinde ise canlilik
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orani %42,06 olarak belirlendi (p<0.0001). OLE’nin 48. saatteki sitotoksik etkisi
degerlendirildiginde, 1,5 mg/ml OLE uygulanan T98G hiicrelerindeki canlilik orani
%61,82, 2 mg/ml OLE uygulanan T98G hiicrelerindeki canlilik orani ise %42,06
olarak belirlendi (p<0.0001). OLE’nin 24. saatte 2 mg/ml konsantrasyonu T98G
hiicrelerinde lethal etki gosterdirdigi belirlendi (p<0.001).
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Sekil 27. A. T98G hiicrelerinin 24 saatlik OLE ile muamele sonrasinda belirlenen hiicre canlilik oranlar1. B. T98G hiicrelerinin
48 saatlik OLE ile muamele sonrasinda belirlenen hiicre canlilik oranlari, h: saat (p<0.001, One sample t test).

4.1.1.2. OLE’nin U87MG Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin

Belirlenmesi

OLE’nin U87MG hiicreleri tizerindeki etkin dozlari, Anabilim Dali’mizda daha
once yapilan calismalar ile belirlenmistir (Tezcan ve ark., 2014). Bu dozlar dikkate
alinarak yapilan WST-1 analizine gére OLE ile muamele edilen U87MG hiicrelerinin
24 ve 48 saat sonra elde edilen degerleri Tablo 21°de gosterilmistir. WST-1 analizine

gore belirlenen canlilik oranlar1 Sekil 28°de gosterilmistir.
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Tablo 21. 24 ve 48 saatlik OLE ile muamele sonucunda U-87MG hiicrelerinde gerceklesen WST-1 analizi sonuglari.

24 saat
(-) Kontrol | 100 pg/ml | 250 pg/ml | 500 pg/ml | 1 mg/ml | 1,5 mg/ml | 2 mg/ml | 2,5 mg/ml | 3 mg/ml
1. deneme 0,654 0,618 0,531 0,51 0,348 0,304 0,293 0,277 0,302
2. deneme 0,668 0,558 0,539 0,509 0,294 0,302 0,289 0,261 0,303
3. deneme 0,633 0,504 0,543 0,494 0,32 0,339 0,304 0,23 0,293
Ortalama 0,651 0,56 0,537 0,504 0,32 0,315 0,295 0,256 0,299
48 saat
(-) Kontrol | 100 pg/ml | 250 pg/ml | 500 pg/ml | 1 mg/ml | 1,5 mg/ml | 2 mg/ml | 2,5 mg/ml | 3 mg/ml
1. deneme 0,44 0,354 0,427 0,41 0,438 0,347 0,323 0,278 0,371
2. deneme 0,49 0,358 0,451 0,371 0,423 0,354 0,346 0,224 0,322
3. deneme 0,435 0,367 0,385 0,219 0,391 0,361 0,352 0,255 0,314
Ortalama 0,455 0,359 0,421 0,333 0,417 0,354 0,34 0,252 0,335

(-)Kontrol: Muamelesiz hiicre

OLE’nin U87MG hiicrelerindeki etkin saati 24 saat olarak belirlendi. OLE nin 24.

saatteki sitotoksik etkisi incelendiginde, 1 mg/ml OLE ile muamele edilen U87TMG

hiicrelerindeki canlilik oran1 %49,2 olarak, 1,5 mg/ml ve 2 mg/ml OLE ile muamele

edilen US7MG hiicrelerindeki canlilik oranlari ise sirasiyla; %48,33, %45,31 olarak

belirlendi (p<0.001). 48. saatteki sitotoksik etkisi incelendiginde ise, 1 mg/ml OLE ile

muamele edilen U87MG hiicrelerindeki canlilik oran1 %91,72, 1,5 mg/ml, 2 mg/ml,
2,5 mg/ml ve 3 mg/ml OLE ile muamele edilen U87MG hiicrelerindeki canlilik
oranlar1 sirasiyla; %77,80, %74,79, %55,45, %73,77 olarak belirlendi. OLE’nin 1

mg/ml konsantrasyonu U87MG hiicrelerinde oliimciil etki gosterdirdigi belirlendi

(p<0.001).
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Sekil 28. A. U87MG hiicrelerinin 24 saatlik OLE ile muamele sonrasinda belirlenen hiicre canlilik oranlari. B. U87TMG
hiicrelerinin 48 saatlik OLE ile muamele sonrasinda belirlenen hiicre canlilik oranlari, h: saat (p<0.001, One sample t test).

4.1.1.3. OLE’nin HUVEC Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin

Belirlenmesi

HUVEC hiicrelerinde OLE’nin sitotoksik etkisi, GB hiicre hatlarinda etkin olan
dozlar dogrultusunda gergeklestirildi ve WST-1 analizinden elde edilen veriler Tablo
22’de gosterildi.

OLE’nin HUVEC hiicrelerindeki 24. saatteki sitotoksik etkisi incelendiginde,
minimum doz olan 100 pg/ml uygulandiginda canlilik oran1 % 76,4 olarak, U87TMG
hiicreleri icin belirlenen en etkin doz olan 1 mg/ml uygulandiginda canlilik orani
%64,96, T98G hiicreleri i¢in belirlenen en etkin doz olan 2 mg/ml uygulandiginda
canlilik oran1 %92,11 olarak belirlendi. 48. saatteki sitotoksik etkisi incelendiginde,
100 pg/ml uygulandiginda canlilik oran1 % 111,11, 1 mg/ml uygulandiginda canlilik
orant %87,60, 2 mg/ml uygulandiginda canlilik orant %79,34 olarak tespit edildi
(p<0.001).

Tablo 22. 24 ve 48 saatlik OLE muamele sonucunda HUVEC hiicrelerinde gerceklesen WST-1 analizi sonuglari.

24 saat

(-) Kontrol | 100 pg/ml | 250 pg/ml | 500 pg/ml | 1 mg/ml | 1,5 mg/ml | 2 mg/ml | 2,5 mg/ml | 3 mg/ml

1. deneme | 0,446 0,309 0,237 0,297 0,297 0,289 0,357 0,347 0,348

2. deneme | 0,422 0,321 0,333 0,3 0,272 0,323 0,412 0,344 0,391

3. deneme | 0,425 0,359 0,317 0,302 0,271 0,318 0,422 0,34 0,339

Ortalama | 0,431 0,329 0,295 0,299 0,28 0,31 0,397 0,343 0,359
48 saat

(-) Kontrol | 100 pg/ml | 250 pg/ml | 500 pg/ml | 1 mg/ml | 1,5 mg/ml | 2 mg/ml | 2,5 mg/ml | 3 mg/ml

1. deneme | 0,321 0,352 0,342 0,3 0,277 0,3 0,273 0,311 0,272
2. deneme | 0,319 0,347 0,327 0,287 0,288 0,312 0,26 0,29 0,261
3. deneme | 0,304 0,35 0,329 0,289 0,262 0,301 0,216 0,309 0,256
Ortalama | 0,314 0,349 0,332 0,292 0,275 0,304 0,249 0,303 0,263
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4.1.2. TMZ’nin GB ve Kontrol Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin

Belirlenmesi

4.1.2.1. TMZ’nin T98G Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin
Belirlenmesi

TMZ’nin T98G hiicreleri lizerindeki etkin dozlari, Anabilim Dali’mizda daha 6nce

yapilan ¢aligmalar ile belirlendi. TMZ nin 6 farkli dozu 24 ve 48 saat boyunca T98G

hiicrelerine verildi ve WST-1 analizinden elde edilen veriler Tablo 23’de belirtildi.

TMZ’nin T98G hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi doza ve zamana bagli olarak

WST-1 analizine gore elde edilen sonuglar Sekil 29’da sunuldu.

Tablo 23. 24 ve 48 saatlik TMZ muamele sonucunda T98G hiicrelerinde gergeklesen WST-1 analizi sonuglari.

24 saat
(-) Kontrol 200pM | 250pM | 300pM | 350uM | 400uM | 450 uM | 500 uM
1. deneme 0,87 0,818 0,836 0,896 0,281 0,379 0,771 0,679
2. deneme 0,897 0,837 0,82 0,872 0,223 0,257 0,597 0,708
3. deneme 0,848 0,832 0,858 0,735 0,244 0,415 0,651 0,714
Ortalama 0,871 0,829 0,838 0,834 0,249 0,35 0,673 0,7
48 saat
(-) Kontrol 200uM | 250pM | 300pM | 350uM | 400uM | 450 uM | 500 uM
1.deneme | 0,457 0,396 0,406 0,458 0,311 0,208 0,435 0,44
2.deneme | 0,435 0,352 0,457 0,486 0,251 0,321 0,371 0,328
3. deneme | 0,426 0,376 0,351 0,477 0,237 0,358 0,359 0,329
Ortalama 0,439 0,374 0,404 0,473 0,266 0,295 0,388 0,365
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Sekil 29. A. T98G hiicrelerinin 24 saat TMZ ile muamele edikten sonraki belirlenen hiicre canlilik oranlari. B. T98G hiicrelerinin
48 saat TMZ ile muamele edikten sonraki belirlenen hiicre canlilik oranlari, h: saat (p<0.001, One sample t test).
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TMZ’nin T98G hiicrelerindeki etkin siiresi 24 saat olarak belirlendi. TMZ’nin
sitotoksik etkisi degerlendirildiginde, 24. saatte 350 uM ile muamele edilen T98G
hiicrelerindeki canlilik oran1 %28,60, 400 uM ile muamele edilen T98G hiicrelerinde
ise canlilik oran1 %40,19 olarak belirlendi (p<0.001). 48. saatteki sitotoksik etkisine
bakildiginda, 350 uM ile muamele edilen T98G hiicrelerindeki canlilik oran1 %60,62,
400 puM ile muamele edilen T98G hiicrelerindeki canlilik oran1 %67,29 olarak tespit
edildi (p<0.001). TMZ’nin 24. saatteki 350 uM ve 400 uM konsantrasyonlar1t T98G

hiicreleri i¢in dliimciil etki gosteren dozlari olarak belirlendi (p<0.001).

4.1.2.2. TMZ’nin US7TMG Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin

Belirlenmesi

TMZ’nin U87MG hiicreleri iizerindeki etkin dozlari, T98G hiicreleri {izerine
yapilan ¢alismalarin 6nciiliigiinde belirlendi. US7MG hiicrelerine TMZ’nin 6 farkli
dozu 24 ve 48 saat boyunca muamele edildi ve WST-1 analizinden elde edilen veriler
Tablo 24’de gosterildi. TMZ’ nin U87MG hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisi doza
ve zamana bagli olarak WST-1 analizine gore elde edilen sonuglar Sekil 30’da

gosterildi.

Tablo 24. 24 ve 48 saatlik TMZ muamele sonucunda U87MG hiicrelerinde ger¢eklesen WST-1 analizi sonuglar.

24 saat
(-) Kontrol 200uM | 250puM | 300uM | 350uM | 400uM | 450 puM | 500 uM
1. deneme 0,571 0,284 0,234 0,259 0,221 0,255 0,268 0,272
2. deneme 0,558 0,359 0,29 0,292 0,235 0,256 0,267 0,266
3. deneme 0,476 0,275 0,27 0,279 0,26 0,279 0,289 0,258
Ortalama 0,535 0,306 0,264 0,276 0,238 0,263 0,274 0,265
48 saat
(-) Kontrol 200uM | 250puM | 300uM | 350uM | 400uM | 450 puM | 500 uM
1. deneme | 0,293 0,436 0,198 0,21 0,112 0,211 0,167 0,186
2. deneme | 0,383 0,298 0,193 0,237 0,093 0,246 0,167 0,193
3.deneme | 0,437 0,305 0,209 0,144 0,158 0,228 0,179 0,157
Ortalama | 0,371 0,346 0,2 0,197 0,121 0,228 0,171 0,178
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Sekil 30. A. U87MG hiicrelerinin 24 saatlik TMZ ile muamele sonrasinda belirlenen hiicre canlilik oranlari. B. US7TMG
hiicrelerinin 48 saatlik TMZ ile muamele sonrasinda belirlenen hiicre canlilik oranlari, h: saat (p<0.001, One sample t test).

U87MG hiicrelerindeki TMZ’nin etkin siiresi 24 saat olarak belirlendi. TMZ’nin
U87MG hiicrelerindeki sitotoksik etkisi degerlendirildiginde, 300 uM ile muamele
edilen U87MG hiicrelerinde 24. saatteki canlilik oran1 %51,71, 350 uM ile muamele
edilen hiicrelerdeki canlilik oran1 ise %44,61 olarak belirlendi (p<0.001). 48. saatteki
sitotoksik etkileri, 300 uM ile muamele edilen hiicrelerdeki canlilik oran1 %53,09, 350
uM ile muamele edilen hiicrelerdeki canlilik oran1 %32,61 olarak belirlendi (p<0.001).
TMZ’nin U87MG hiicrelerinde, 24. saatteki 300 uM ve 350 uM konsantrasyonlarinin

en oliimciil etki gosteren dozlart olarak tespit edildi (p<0.001).

4.1.2.3. TMZ’nin HUVEC Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin

Belirlenmesi

TMZ’nin HUVEC hiicrelerinde sitotoksik etkisi, GB hiicre hatlarinda belirlenen
etkin dozlar dogrultusunda gergeklestirildi ve WST-1 analizinden elde edilen veriler
Tablo 25’te gosterildi.

TMZ’nin HUVEC hiicrelerindeki sitotoksik etkisi incelendiginde, 24. saatte
minimum doz olan 200uM ile muamele edildiginde canlilik oran1 %73,21, US7TMG
hiicreleri i¢in belirlenen en etkin doz olan 300 uM ile muamele edildiginde canlilik

orani %92,12, T98G hiicreleri i¢in belirlenen en etkin doz olan 400 uM ile muamele
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edildiginde canlilik oran1 %76,10 olarak belirlendi. 48. saatteki sitotoksik etkisi, 200
uM ile muamele edildiginde canlilik oran1 %93,03, 300 uM ile muamele edildiginde
canlilik oranm1 %86,75, 400 uM ile muamele edildiginde ise canlilik oram1 %79,52
olarak belirlendi (p<0.001).

Tablo 25. 24 ve 48 saatlik TMZmuamelesi sonucunda HUVEC hiicrelerinde ger¢eklesen WST-1 analizi sonuglar.

24 saat
(-) Kontrol 200uM | 250puM | 300uM | 350uM | 400uM | 450 puM | 500 uM
1.deneme | 0,412 0,3 0,376 0,359 0,362 0,303 0,336 0,315
2. deneme | 0,335 0,244 0,376 0,339 0,321 0,269 0,366 0,276
3.deneme | 0,358 0,265 0,389 0,32 0,309 0,269 0,33 0,231
Ortalama | 0,368 0,269 0,38 0,339 0,33 0,28 0,344 0,274
48 saat
(-) Kontrol 200uM | 250puM | 300uM | 350uM | 400uM | 450 puM | 500 uM
1. deneme | 0,393 0,417 0,37 0,375 0,206 0,3 04 0,379
2. deneme | 0,362 0,358 0,401 0,335 0,216 0,312 0,388 0,349
3.deneme | 0,393 0,293 0,38 0,286 0,246 0,301 0,355 0,29
Ortalama | 0,382 0,356 0,383 0,332 0,222 0,304 0,381 0,339

4.1.3. TMZ ve OLE Kombinasyonunun Hiicre Hatlar1 Uzerindeki Etkisinin

Belirlenmesi

4.1.3.1. TMZ ve OLE Kombinasyonunun T98G Hiicre Hatlar1 Uzerindeki

Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

TMZ ve OLE’nin kombinasyonunun T98G iizerindeki sitotoksik etkisi, 24 saat
boyunca OLE+TMZ’nin etkin dozlarinin muamele edilmesiyle belirlendi ve WST-1
analizinden elde edilen veriler Tablo 26’da gosterildi. Tek basina 350 uM ve 400 uM
TMZ’ye gore 2 mg/ml, 2 mg/ml ve 3 mg/ml OLE ile TMZ’nin kombinasyonu verilen
hiicrelerdeki canlilik oranlarinda ciddi azalma oldugu tespit edildi. OLE+TMZ
kombinasyonunun T98G hiicreleri tlizerindeki sitotoksik etkisi WST-1 analizine gore

elde edilen degerler Sekil 31°de gosterildi.
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Tablo 26. T98G hiicrelerinin 24 saat sonunda OLE+TMZ muamelesi sonucunda gergeklesen WST-1 analizi sonuglari.

24 saat
2,5 2,5 25

o 2mg/ml | 2mg/ml | 2mg/ml | mg/ml | mg/ml | mg/ml | 3mg/ml | 3 mg/ml | 2 mg/ml

Kontrol OLE+ | OLE+ | OLE+ | OLE+ | OLE+ | OLE+ | OLE+ | OLE+ | OLE+

300 uM | 350 uM | 400 uM | 300 uM | 350 uM | 400 pM | 300 uM | 350 uM | 400 uM

™Z ™Z ™Z T™™Z T™Z T™Z T™Z T™™Z T™™Z

1. deneme 0,676 0,247 0,266 0,244 0,26 0,251 0,263 0,275 0,310,287
2. deneme 0,617 0,24 0,25 0,248 0,254 0,273 0,263 0,278 0,275 0,289
3. deneme 0,589 0,239 0,242 0,247 0,255 0,257 0,27 0,27 0,278 0,271
Ortalama 0,627 0,242 0,252 0,246 0,256 0,26 0,265 0,274 0,287 ] 0,282

T98G hiicrelerinde, 24. saatteki 2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ve 2 mg/ml OLE +
400 uM TMZ konsantrasyonlariin sirastyla canlilik oranlart %38,57 ve %40,27

olarak belirlendigi igin 6liimciil etki gosteren dozlari olarak belirlendi (p<0.001).
150

- 24h

100+

50+

Canhlk orani (%)

Dozlar

Sekil 31.24 saatlik OLE+TMZ ile muamele edilen T98G hiicrelerinin hiicre canlilik oranlari, h: saat (p<0.001, One sample t test).
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4.1.3.2. TMZ ve OLE Kombinasyonunun U87MG Hiicre Hatlar1 Uzerindeki
Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi

U87MG hiicreleri iizerinde TMZ ve OLE’nin kombinasyonunun 24 saatteki
sitotoksik etkisi, OLE+TMZ’nin etkin dozlarinin muamele edilmesiyle belirlendi ve
WST-1 analizinden elde edilen degerler Tablo 27°de gosterildi. 300 uM ve 350 uM
TMZ’ye kiyasla OLE nin etkin dozlar1 olan 1 mg/ml ve 1,5 mg/ml OLE ile TMZ’nin

kombinasyonunda hiicrelerdeki canlilik oranlarinda ciddi azalma belirlendi.

Tablo 27. 24 saat sonunda OLE+TMZ muamelesi sonucunda U87MG hiicrelerinde gergeklesen WST-1 analizi sonuglari.

24 saat
C)Kontrol 1) L /mIOLE + | 1 mg/ml OLE + | 1.5 mg/mi OLE | 1,5 mg/ml OLE
300 M TMZ | 350 uM TMZ +300 M TMZ | + 350 uyM TMZ
1. deneme 0,745 0,189 0,175 0,204 0,189
2. deneme 0,544 0,176 0,171 0,206 0,204
3. deneme 0,573 0,185 0,172 0,217 0,18
Ortalama 0,62 0,183 0,172 0,209 0,191

U87MG hiicrelerine uygulanan 1 mg/ml OLE + 300 uM TMZ ve 1 mg/ml OLE +
350 uM TMZ konsantrasyonlarinin 24. saatteki canlilik oranlari sirasiyla; %29,53 ve

%27,81 olarak belirlendi ve bu dozlarin lethal etki gosteren dozlart oldugu tespit edildi
(p<0.001; Sekil 32).
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Sekil 32. 24 saatlik OLE+TMZ ile muamele edilen U87MG hiicrelerinin hiicre canlilik oranlari, h: saat (p<0.001, One sample t
test).

4.2. GB Hiicre Hatlarinda OLE, TMZ ve OLE+TMZ Kombinasyonunun Yara

Iyilesmesi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

4.2.1. T98G Hiicrelerinde OLE, TMZ ve OLE+TMZ Kombinasyonunun Yara

Tyilesmesi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

T98G hiicreleri igin belirlenen etkin OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyon
dozlarmin hiicrelerin migrasyon 6zelliklerine olan etkisinin belirlenmesi amaci ile
gerceklestirilen yara iyilesme deneyi sonucunda, doz verilmeyen T98G hiicrelerinde
(kontrol) 24 saatin sonunda olusturulan agiklikta ciddi oranda kapanma g6zlendi (Sekil
33). T98G hiicrelerinin en etkin dozlar olarak belirlenen 2 mg/ml OLE, 350 uM TMZ
ve 400 uM TMZ dozlar1 ile muamele edilen hiicrelerin doza bagl olarak migrasyon
ozelliklerinde anlaml1 bir azalis gdzlendi (Sekil 34, Sekil 35 ve Sekil 36). OLE+TMZ
(2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ve 2 mg/ml OLE + 400 uM TMZ) kombinasyonu ile
muamele edilen hiicrelerde yara iyilesmesi sonucunda olusturulan ¢izik alaninin arttigi
gozlendi (Sekil 37 ve Sekil 38). OLE+TMZ kombinasyonu ile muamele edilen
hiicrelerin, tek basma 350 uM TMZ ve 400 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelere
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kiyasla migrasyon yeteneklerinin daha ¢ok baskilandigini ve tek basina verilen dozlara
gore kapanma oraninin daha az oldugu saptandi. TMZ’nin bu deneyde toksik
etkisinden dolay1 ¢izik alaninin sinirlarin1 bozdugunu ve sinir iizerindeki hiicreleri
bolge bolge degrede ederek yara iyilesme alanini arttirdigr gézlendi. OLE’ nin ¢izik
alaninin smirlarii koruyarak kapanma alanini korudugu ve migrasyon o6zelligini
baskiladigr gosterildi. EK olarak OLE ile kombinasyon sonucunda TMZ ile bozulan
sinirlarin OLE’nin tek basina uygulandigi duruma benzer sekilde korunmus sinirlarin
elde edildigi gozlendi. Kontrol hiicrelerinde 6, 12 ve 24. saat sonlarinda migrasyon
hizinin oldukga yiiksek oldugu ancak OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyonu ile
muamele edilen hiicrelerdeki 24. saat sonunda migrasyon hizinin olduk¢a az oldugu
tespit edildi (Sekil 39). Sonug olarak, OLE’nin son derece agresif seyreden T98G
hiicrelerinin migrasyon yeteneklerini 6nemli dl¢lide baskiladigi, kemoterapi ilaci olan
TMZ gibi migrasyon hizini azalttig1, ayn1 zamanda tek basina TMZ ile muamele edilen
hiicrelere kiyasla TMZ’nin OLE ile kombinasyonu sonucunda yara agikligini daha

fazla arttirdig1 ve TMZ ile sinerjik etki gostererek hiicre gogiinii engelledigi belirlendi.
A B
C D
Sekil 33. Muamele edilmemis T98G hiicrelerinin farkli saatlerdeki yara iyilesmesi kapanmasinin gosterimi, h: saat. (A) Oh, (B)
6h, (C) 12h, (D) 24h.
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Sekil 34. 2 mg/ml OLE ile muamele edilmis T98G hiicrelerinin farkl saatlerdeki yara iyilesmesi kapanmasinin gosterimi, h: saat.
(A) Oh, (B) 6h, (C) 12h, (D) 24h.

A B

C D

Sekil 35.350 uM TMZ ile muamele edilmis T98G hiicrelerinin farkl saatlerdeki yara iyilesmesi kapanmasinin gdsterimi, h: saat.
(A) Oh, (B) 6h, (C) 12h, (D) 24h.
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A B

C D

Sekil 36. 400 uM TMZ ile muamele edilmis T98G hiicrelerinin farkl saatlerdeki yara iyilesmesi kapanmasinin gdsterimi, h: saat.
(A) Oh, (B) 6h, (C) 12h, (D) 24h.

C D
Sekil 37. 2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ile muamele edilmis T98G hiicrelerinin farkli saatlerdeki yara iyilesmesi kapanmasinin
gosterimi, h: saat. (A) Oh, (B) 6h, (C) 12h, (D) 24h.
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Sekil 38. 2 mg/ml OLE + 400 uM TMZ ile muamele edilmis T98G hiicrelerinin farkli saatlerdeki yara iyilesmesi kapanmasinin
gosterimi, h: saat. (A) Oh, (B) 6h, (C) 12h, (D) 24h.
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B

Sekil 39. Farkli dozlar ile muamele edilmig T98G hiicrelerinin farkli saatlerdeki yara iyilesmesi kapanmasinin toplu gosterimi, h:
saat. (A) Muamele edilmemis T98G hiicresi, (B) 2 mg/ml OLE, (C) 350 uM TMZ, (D) 400 uM TMZ, (E) 2 mg/ml OLE + 350
uM TMZ (F) 2 mg/ml OLE + 400 uM TMZ.

Deney sonucunda, muamele edilmemis T98G hiicrelerinde (kontrol) 24 saatin
sonunda %75 oraninda kapanma gozlendi. 2 mg/ml OLE, 350 uM TMZ, 400 uM
TMZ, 2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ve 2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ile muamele
edilen hiicrelerde ise sirastyla; %8, %3, %2, %3 ve %17 oranda yara alaninda artis
gozlendi (Sekil 40). Boylece, OLE’nin tipki TMZ gibi T98G hiicrelerinin migrasyon
yeteneklerini 6nemli Olciide baskiladigi ve TMZ ile sinerjik etki olusturarak

OLE+TMZ kombinasyonu ile yara agikligin1 daha fazla arttirdigi belirlendi.
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Sekil 40. OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyonunun T98G hiicrelerinde, kontrol hiicrelere kiyasla gog kabiliyetini baskiladigi
belirlendi (* p <0.001, iki yonlii ANOVA). Kontrol: Muamele edilmemis T98G hiicresi, h: saat.

4.2.2. U7TMG Hiicrelerinde OLE, TMZ ve OLE+TMZ Kombinasyonunun Yara

Tyilesmesi Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

U87MG hiicreleri iizerinde belirlenen OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyon
dozlarmin hiicrelerin migrasyon yeteneklerine olan etkisinin belirlenmesi amaciyla
gerceklestirilen yara iyilesme deneyi sonucunda, doz verilmeyen U87MG hiicrelerinde
(kontrol) 24 saatin sonucunda olusturulan agiklikta yiiksek oranda kapanma gézlendi
(Sekil 41). UB7MG hiicrelerinin etkin dozlar1 olarak saptanan 1 mg/ml OLE, 300 uM
TMZ ve 350 pM TMZ dozlar ile muamele edilen hiicrelerin doz kapsaminda
migrasyon Ozelliklerinde anlamli bir azalis gézlendi (Sekil 42, Sekil 43 ve Sekil 44).
U87MG hiicrelerinde 1 mg/ml OLE + 300 uM TMZ ve 1 mg/ml OLE + 350 uM TMZ
kombinasyonlar1 ile muamele edilen hiicrelerdeki yara iyilesmesi sonucunda
olusturulan ¢izik alaninin kontrolle karsilastirildiginda arttigi gozlendi (Sekil 45 ve
Sekil 46). Tek bagina OLE, 300 uM TMZ ve 350 uM TMZ ile muamele edilen
hiicrelere kiyasla OLE+TMZ kombinasyonu ile muamele edilen hiicrelerin, yara

iyilesme ylizeyinin kapanmasinin daha az oranda oldugu ve migrasyon yeteneklerinin
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daha c¢ok baskilandigi belirlendi. OLE ile muamele edilen hiicrelerin ¢izik alaninin
siirlarint koruyarak kapanma alanini korudugu saptandi. Muamele edilmemis
hiicrelerde 6, 12 ve 24. saat sonlarinda migrasyon hizinin olduk¢a fazla oldugu ancak
OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyonu ile muamele edilen hiicrelerdeki 24. saat
sonunda migrasyon hizinin oldukga diisiik oldugu tespit edildi (Sekil 47).

A B

C D
Sekil 41. Muamele edilmemis U87MG hiicrelerinin farkli saatlerdeki yara iyilesmesi kapanmasinin gosterimi, h: saat. (A) Oh, (B)
6h, (C) 12h, (D) 24h.
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Sekil 42. 1 mg/ml OLE ile muamele edilmis U87MG hiicrelerinin farkli saatlerdeki yara iyilesmesi kapanmasinin gosterimi, h:
saat. (A) Oh, (B) 6h, (C) 12h, (D) 24h.

A B

C D

Sekil 43. 300 uM TMZ ile muamele edilmis U87MG hiicrelerinin farkli saatlerdeki yara iyilesmesi kapanmasinin gosterimi, h:
saat. (A) Oh, (B) 6h, (C) 12h, (D) 24h.

88



A B

C D

Sekil 44. 350 uM TMZ ile muamele edilmis U87MG hiicrelerinin farkli saatlerdeki yara iyilesmesi kapanmasinin gosterimi, h:
saat. (A) Oh, (B) 6h, (C) 12h, (D) 24h.

A B

C D
Sekil 45. 1 mg/ml OLE + 300 uM TMZ ile muamele edilmis U87MG hiicrelerinin farkli saatlerdeki yara iyilesmesi kapanmasinin
gosterimi, h: saat. (A) Oh, (B) 6h, (C) 12h, (D) 24h.
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Sekil 46. 1 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ile muamele edilmis U87MG hiicrelerinin farkl saatlerdeki yara iyilesmesi kapanmasinin
gosterimi, h: saat. (A) Oh, (B) 6h, (C) 12h, (D) 24h.
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A

Sekil 47. Farkh dozlar ile muamele edilmis U87MG hiicrelerinin farkli saatlerdeki yara iyilesmesi kapanmasinin toplu gésterimi,
h: saat. (A) Muamele edilmemis U87MG hiicresi, (B) 1 mg/ml OLE, (C) 300 uM TMZ, (D) 350 uM TMZ, (E) 1 mg/ml OLE +
300 uM TMZ (F) 1 mg/ml OLE + 350 uM TMZ.

i

Deney sonucunda, 24 saatin sonunda muamele edilmemis U87MG hiicrelerinde
(kontrol) %79 oranda kapanma gozlendi. 1 mg/ml OLE ile muamele edilen hiicrelerde
%15, 350 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerde ise %22 oraninda kapanma
gozlendi. 300 uM TMZ, 1 mg/ml OLE + 300 uM TMZ ve 1 mg/ml OLE + 350 uM
TMZ ile muamele edilen hiicrelerde sirasiyla; %3, %10 ve %28 oranda yara alaninda
artis gozlendi (Sekil 48). Boylece, US87MG hiicrelerinde OLE ile muamele edilen
hiicrelerin, TMZ ile muamele edilen hiicrelere benzer sekilde migrasyon yeteneklerini
baskiladig1 ve TMZ ile sinerjik etki olusturarak OLE+TMZ kombinasyonu ile yara
acikligini tek baslarina uyguladiklart durumdan daha fazla arttirdigi belirlendi.
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Sekil 48. OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyonunun U87MG hiicrelerinde, kontrol hiicrelere kiyasla go¢ kabiliyetini
baskiladig1 belirlendi (* p <0.001, iki yénlii ANOVA). Kontrol: Muamele edilmemis U87MG hiicresi, h: saat.

4.3. GB Hiicre Hatlarinda OLE ve TMZ’nin Koloni Olusturma Yetenegi
Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

4.3.1. T98G Hiicrelerinde OLE, TMZ ve OLE+TMZ Kombinasyonunun Koloni

Olusturma Yetenegi Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyonunun T98G hiicrelerinde koloni olusturma
yetenegi lizerine etkisi degerlendirildiginde, muamele edilmemis T98G hiicrelerine
(kontrol) gore OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyonu ile muamele edilen

hiicrelerde koloni sayisinin azaldig1 gézlendi (Sekil 49).

92



Sekil 49. OLE ve TMZ’nin T98G hiicrelerinde koloni olusumu tizerine etkileri (a) Kontrol (Muamelesiz T98G), (b) 2 mg/ml
OLE, (c) 350 uM TMZ, (d) 400 uM TMZ ve (e) 2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ, (f) 2 mg/ml OLE + 400 uM TMZ.

T98G hiicrelerinde, kontrol olarak belirlenen muamele edilmemis T98G grubunun
ortalama koloni sayis1 216 iken, 2 mg/ml OLE, 350 uM TMZ, 400 uM TMZ, 2 mg/ml
OLE + 350 uM TMZ, 2 mg/ml OLE + 400 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin
ortalama koloni sayis1 sirasiyla; 38, 45,98, 118 ve 36 olarak belirlendi (Sekil 50).
Olusan koloni sayilarinin ortalamalar1 koloni boyutlaria bakilmaksizin sayildi. Sekil
49°da goriildiigi gibi muamele edilmemis T98G (kontrol) hiicrelerinin olusturdugu
koloni boyutlarinin, doz uygulanan hiicrelerin koloni boyutlarindakinden daha biiyiik
oldugu tespit edildi. Deney kaplarindaki ortalama kaplama verimlilikleri ise
muamelesiz T98G hiicrelerinde %21,65 olmasina ragmen, dozlarin yukaridaki sirayla
ortalama kaplama verimlilikleri; %3,8, %4.,5, %9,8, %11,8 ve %3,6 olarak hesaplandi.
Bunlara ek olarak muamelesiz T98G grubuna gore koloni olusum oranlar1 belirtilen
sirayla, %17,55, %20,7, %45,2, %54,5 ve %16,6 oldugu saptandi (Tablo 28).
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Sekil 50. OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyonunun T98G hiicrelerinde, muamele edilmeyen T98G hiicrelerine kiyasla koloni
yeteneklerine etkisi (* p <0.001, Bagimsiz t-test). Kontrol: Muamele edilmemis T98G hiicresi.

Tablo 28. OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyonunun T98G hiicrelerinin koloni olustumu iizerine etkisi.

Dozlar Ortalama Koloni Sayisi Kaplama verimliligi (%) K(;)rI:rrlllla(;hEg/Ll)m

Muamele edilmemis T98G

hiicresi 216 21.65 100
2 mg/ml OLE 38 3.8 17.55
350 uM TMZ 45 45 20.7
400 uM TMZ 98 9.8 45.2
118 11.8 54.5

2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ

36 16.6
2 mg/ml OLE + 400 uM TMZ 36
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4.3.2. U87MG Hiicrelerinde OLE, TMZ ve OLE+TMZ Kombinasyonunun

Koloni Olusturma Yetenegi Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyonunun U87MG hiicrelerinde koloni
olusturma yetenegi tlizerine etkisi incelendiginde, muamele edilmemis U87MG
hiicrelerine (kontrol) gore etkin OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyonu ile muamele
edilen U87MG hiicrelerinde koloni sayilarinin azaldigi gézlendi (Sekil 51).

Sekil 51. OLE ve TMZ’nin U87MG hiicrelerinde koloni olusumu tizerine etkileri (a) Kontrol (Muamelesiz U87MG), (b) 1 mg/ml
OLE, (c) 300 uM TMZ, (d) 350 uM TMZ ve (e) 1 mg/ml OLE + 300 uM TMZ, (f) 1 mg/ml OLE + 350 uM TMZ.

Kontrol olarak kullanilan muamele edilmemis U87MG hiicrelerinin ortalama
koloni sayis1 235 iken, 1 mg/ml OLE, 300 uM TMZ, 350 uM TMZ, 1 mg/ml OLE +
300 uM TMZ, 1 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin ortalama
koloni sayis1 sirastyla; 49, 64, 70, 46 ve 23 olarak tespit edildi (Sekil 52). Olusan
koloni sayilarinin belirlenmesi, koloni boyutlarina bakilmadan gerceklestirildi. Sekil
51°de goriildiigii gibi muamele edilmemis U87MG hiicrelerinin olusturdugu koloni
boyutlarinin, doz uygulanan diger U87MG hiicre gruplarmin  koloni
boyutlarindakinden daha biiyiik oldugu tespit edildi. Deney kaplarindaki ortalama
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kaplama verimlilikleri ise muamelesiz U87MG hiicrelerinde %23.5, dozlarin yukarida
verilen sirayla ortalama kaplama verimlilikleri; %4.9, %6.4, %7.0, %4.6 ve %2.3
olarak belirlendi. Ayn1 zamanda muamelesiz U87MG hiicrelerine gére koloni olusum
oranlar1 belirtilen sirayla, %20.8 %27.2, %29.7, %19.5 ve %9.7 oldugu saptandi
(Tablo 29).
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Sekil 52. OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyonunun U87MG hiicrelerinde, muamele edilmeyen U87MG hiicrelerine kiyasla
koloni yeteneklerine etkisi (* p <0.001, Bagimsiz t-test). Kontrol: Muamele edilmemis U87MG hiicresi.

Tablo 29. OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyonunun U87MG hiicrelerinin koloni olustumu iizerine etkisi.

Dozlar Ortalama Koloni Sayis1  Kaplama verimliligi (%) Koloni olusum oranlar (%)

Muamele edilmemis U7TMG

. 235 %23.5 100%
hiicresi
1 mg/ml OLE 49 %4.9 %20.8
300 uM TMZ 64 %6.4 %27.2
350 uM TMZ 70 %7.0 %29.7
46 %4.6 %19.5
1 mg/ml OLE + 300 uM TMZ

%2.3 %9.7

1 mg/ml OLE + 350 uM TMZ 23
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4.4. GB Hiicre Hatlarinda OLE ve TMZ’nin MT ile iliskili Gen Ekspresyon

Diizeylerine Etkileri

4.4.1. T98G Hiicrelerinde OLE, TMZ ve OLE+TMZ Kombinasyonlarinin MT

ile Tliskili Gen Ekspresyon Diizeylerine Etkileri

OLE, TMZ ve OLE+TMZ Kkombinasyonlarinin T98G hiicrelerinde

MT

mekanizmasi ile iliskili E-kaderin, N-kaderin, Twist, Snail ve Zebl genlerinde mRNA

ekspresyon seviyesine etkisinin belirlenmesi amaciyla etkin dozlardan gergeklestirilen

istatistiksel analizler sonucunda elde edilen bulgular Tablo 30’da gosterildi.

Tablo 30. T98G hiicrelerinde, kontrole gore MT ile iligkili genlerin ekspresyon degerleri.

Twist Snail Zebl E-kaderin N-kaderin

2 mg/ml OLE
2ACT 0,0259 0,003621 0,006824 0,000001 0,009272
Kat Degisimi -3.02 kat -3.02 kat -2.52 kat -1.02 kat -5.23 kat
p degeri p=0.016* p=0.034*  p=0.015* p=0.51 p=0.001*

350 uM TMZ
2ACT 0,018305 0,002039 0,002034 0,000004 0,002913
Kat Degisimi -5.21 kat - 5.37 kat -6.49 kat 1.37 kat -16.66 kat
p degeri p=0.013* p=0.031* p=0.004* p=0.24 p=0.001*

400 uM TMZ
2ACT 0,055671 0,003833 0,00406 0,000003 0,007612
Kat Degisimi -1.71 kat -2.86 kat - 4.23 kat 4.16 kat - 3.54 kat
p degeri p=0.040* p=0.023* p=0.047* p=0.070 p=0.175

2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ
2ACT 0,02063 0,010483 0,012051 0,000057 0,045737
Kat Degisimi -4.62 kat -1.04 kat -1.42 kat 21.26 kat -1.06 kat
p degeri p=0.010* p=0.167 p=0.005* p=0.043* p=0.000*
2 mg/ml OLE + 400 uM TMZ

2ACT 0,034779 0,007676 0,013023 0,000014 0,039939
Kat Degisimi -2.74 kat -1.43 kat -1.32 kat 11.13 kat -1.21 kat
p degeri p=0.028* p=0.071 p=0.003* p=0.044* p=0.001*

*: [statistiksel olarak anlamh, p<0.05

2 mg/ml OLE ile muamele edilen hiicrelerin, muamelesiz T98G hiicreleri (kontrol)

ile karsilastirilmasinda Twist, Snail, Zebl ve N-kaderin genlerinin ekspresyon
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seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edildi (sirasiyla; -3.02 kat
p=0.016, -3.02 kat p=0.034, -2.52 kat p=0.015, -5.23 kat p=0.001; Sekil 53).
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Sekil 53. T98G hiicrelerinde OLE’nin MT mekanizmasi ile iliskili genlerin ekspresyon seviyelerine etkisi. (A) Twist, (B) Snalil,
(C) Zeb1l, (D) E-kaderin, (E) N-kaderin. Kontrol: Muamele edilmemis T98G hiicresi.

350 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin, muamelesiz T98G hiicrelerine gore
Twist, Snail, Zebl ve N-kaderin genlerinin ekspresyon seviyelerinde istatistiksel
olarak anlamli bir diigiis gortildii (sirastyla, - 5.21 kat p=0.013, - 5.37 kat p=0.031, -
6.49 kat p=0.004, -16.66 kat p=0.001; Sekil 54).
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Sekil 54. T98G hiicrelerinde 350 uM TMZ
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’nin MT mekanizmasi ile iligkili genlerin ekspresyon seviyelerine etkisi. (A) Twist,

(B) Snail, (C) Zeb1, (D) E-kaderin, (E) N-kaderin. Kontrol: Muamele edilmemis T98G hiicresi.

Hiicrelerin 400 uM TMZ

ile muamele edilmesi Twist, Snail, Zeb1 genlerine etki

ederek ekspresyon seviyelerini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalttig1 saptandi

(sirastyla; - 1.71 kat p=0.040,
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-2.86 kat p=0.023, - 4.23 kat p=0.047; Sekil 55).
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Sekil 55. T98G hiicrelerinde 400 pM TMZ’nin MT mekanizmasi ile iliskili genlerin ekspresyon seviyelerine etkisi. (A) Twist,
(B) Snail, (C) Zeb1, (D) E-kaderin, (E) N-kaderin. Kontrol: Muamele edilmemis T98G hiicresi.
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OLE+TMZ kombinasyonlarinda, 2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ve 2 mg/ml OLE
+ 400 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerde Twist, Zeb1 ve N- kaderin genlerinin
ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edildi. Tek
baslarina OLE ve TMZ muamele edilen hiicrelerde E- kaderin geninin ekspresyon
seviyesinde istatistiksel olarak anlamli artig gézlenmezken, 2 mg/ml OLE + 350 uM
TMZ ve 2 mg/ml OLE + 400 uM TMZ kombinasyonlari ile muamelesinde E- kaderin
geninin ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlendi (sirasiyla;
21.26 kat p=0.043, 11.13 kat p=0.044; Sekil 56 ve Sekil 57).
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Sekil 56. T98G hiicrelerinde 2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ kombinasyonunun MT mekanizmasi ile iligkili genlerin ekspresyon
seviyelerine etkisi. (A) Twist, (B) Snail, (C) Zeb1, (D) E-kaderin, (E) N-kaderin. Kontrol: Muamele edilmemis T98G hiicresi.
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Sekil 57. T98G hiicrelerinde 2 mg/ml OLE + 400 pM TMZ kombinasyonunun MT mekanizmasi ile iligkili genlerin ekspresyon
seviyelerine etkisi. (A) Twist, (B) Snail, (C) Zeb1, (D) E-kaderin, (E) N-kaderin. Kontrol: Muamele edilmemis T98G hiicresi.

2 mg/ml OLE ile muamele edilen hiicrelerin, 350 uM TMZ ile muamele edilen
hiicreler ile karsilastirilmasinda Sekil 58°te gosterildigi gibi Twist, Snail ve E-kaderin
genlerinin ekspresyon seviyelerinde, 400 uM TMZ ile muamele edilen hiicreler ile
karsilagtirilmasinda ise Sekil 59’da gosterildigi gibi Twist, Snail, Zeb1 ve N-kaderin
genlerinin ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak bir anlamlilik saptanamadi. Bu

sonu¢ OLE’nin TMZ ile benzer etki gosterdigini dogruladi.
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Sekil 58. T98G hiicrelerinde 2 mg/ml OLE ile 350 uM TMZ’nin karsilastiriimalit MT mekanizmast ile iliskili genlerin ekspresyon
seviyelerine etkisi. (A) Twist, (B) Snail, (C) E-kaderin. Kontrol: Muamele edilmemis T98G hiicresi.
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Sekil 59. T98G hiicrelerinde 2 mg/ml OLE ile 400 pM TMZ’nin karsilastiriimali MT mekanizmast ile iligkili genlerin ekspresyon
seviyelerine etkisi. (A) Twist, (B) Snail, (C) Zeb1 (D) N-kaderin. Kontrol: Muamele edilmemis T98G hiicresi.

350 uM TMZ ile mualeme edilen hiicrelerin, 2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ile 400
uM TMZ ile mualeme edilen hiicrelerin OLE + 400 uM TMZ kombinasyonu ile
muamele edilen hiicrelerin karsilastirllmasinda E-kaderin ekspresyon seviyelerinde
artig gozlendi (sirasiyla; 15.55 kat p=0.005, 2.67 kat p=0.137; Sekil 60). Bu sonug
OLE’nin TMZ’nin GB hiicreleri iizerindeki tedavi edici etkinligini destekledigini

gostermektedir.
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Sekil 60. T98G hiicrelerinde 350 uM TMZ ile 2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ’nin (A) ve 400 uM TMZ ile 2 mg/ml OLE + 400
uM TMZ’nin (B) karsilastirilmali E-kaderin geninin ekspresyon seviyesine etkisi. Kontrol: Muamele edilmemis T98G hiicresi.
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4.4.2. USTMG Hiicrelerinde OLE, TMZ ve OLE+TMZ Kombinasyonlarinin
MT ile iliskili Gen Ekspresyon Diizeylerine Etkileri

U87MG hiicrelerinde, OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyonlarimin MT
mekanizmasi ile iliskili E-kaderin, N-kaderin, Twist, Snail ve Zebl genlerinde mRNA
ekspresyon seviyesine olan etkilerinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen

istatistiksel analizler sonucunda elde edilen veriler Tablo 31°de gosterildi.

Tablo 31. U87MG hiicrelerinde MT ile iligkili genlerin ekspresyon degerleri.

Twist Snail Zebl E-kaderin N-kaderin
1 mg/ml OLE
2ACT 0,018219 0,003053 0,003205 0,00003 0,001529
Kat degisimi -4.38 kat -4.11 kat -8.67 kat 3.64 kat -2.33 kat
p degeri p=0.010* p=0.026* p=0.026* p=0.020* p=0.017*
300 uM TMZ
2ACT 0,017566 0,002029 0,002344 0,000025 0,001288
Kat degisimi -4.54 kat -6.18 kat -11.85 kat 2.99 kat -2.76 kat
p degeri p=0.009* p=0.017* p=0.020* p=0.018* p=0.015*
350 uM TMZ
2ACT 0,011134 0,001342 0,001897 0,000011 0,001182
Kat degigimi -7.17 kat -9.35 kat - 14.65 kat 1.29 kat - 3.01 kat

p degeri p=0.005* p=0.011* p=0.017* p=0.136 p=0.018*
1 mg/ml OLE + 300 uM TMZ

2ACT  0,019289 0,002632 0,005123 0,000006 0,001363
Kat degigimi -4.14 Kkat -4.76 kat -5.42 kat 1.30 kat -2.61 kat
p degeri p=0.009* p=0.021* p=0.043* p=0.716 p=0.011*
1 mg/ml OLE + 350 uM TMZ
2ACT 0,014485 0,001788 0,003919 0,000006 0,001556
Kat degisimi -5.51 kat -7.02 kat -7.09 kat 1.36 kat -2.29 kat
p degeri p=0.007* p=0.014* p=0.033* p=0.157 p=0.017*

*: [statistiksel olarak anlamh, p<0.05

1 mg/ml OLE ile muamele edilen US7MG hiicrelerin, muamelesiz U87TMG
hiicreleri (kontrol) ile kiyaslandiginda Twist, Snail, Zebl, E-kaderin ve N-kaderin
genlerinin ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edildi
(sirasiyla; -4.38 kat p=0.010, -4.11 kat p=0.026, -8.67 kat p=0.026, 3.64 kat p=0.020,
-2.33 kat p=0.017; Sekil 61).
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Sekil 61. U87MG hiicrelerinde OLE nin MT mekanizmast ile iliskili genlerin ekspresyon seviyelerine etkisi. (A) Twist, (B) Snail,
(C) Zeb1, (D) E-kaderin, (E) N-kaderin. Kontrol: Muamele edilmemis U87MG hiicresi.

300 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin, muamelesiz U§7MG hiicrelerine gore
Twist, Snail, Zebl, E-kaderin ve N-kaderin genlerinin ekspresyon seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir diisiis goriildii (sirasiyla, -4.54 kat p=0.009, - 6.18 kat
p=0.017, -11.85 kat p=0.020, 2.99 kat p=0.018, -2.76 kat p=0.015; Sekil 62).
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Sekil 62. U87MG hiicrelerinde 300 uM TMZ’nin MT mekanizmast ile iligkili genlerin ekspresyon seviyelerine etkisi. (A) Twist,
(B) Snail, (C) Zeb1, (D) E-kaderin, (E) N-kaderin. Kontrol: Muamele edilmemis U87MG hiicresi.

Hiicrelerin 350 uM TMZ ile muamele edilmesi Twist, Snail, Zebl ve N-kaderin
genlerinin ekspresyon seviyelerini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azalttigi

belirlendi (sirasiyla; -7.17 kat p=0.005, -9.35 kat p=0.011, - 14.65 kat p=0.017, -3.01
kat p=0.018; Sekil 63).
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Sekil 63. U87MG hiicrelerinde 350 uM TMZ’nin MT mekanizmast ile iligkili genlerin ekspresyon seviyelerine etkisi. (A) Twist,
(B) Snail, (C) Zeb1, (D) E-kaderin, (E) N-kaderin. Kontrol: Muamele edilmemis U87MG hiicresi.

MT ile iliskili genlerin ekspresyon seviyeleri OLE+TMZ kombinasyonlar: ile
muamele edilen US7MG hiicrelerinde degerlendirildiginde, 1 mg/ml OLE + 300 uM
TMZ ve 1 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerde Twist, Snail,
Zebl ve N-kaderin genlerin ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir
azalma tespit edildi (1 mg/ml OLE + 300 uM TMZ igin sirasiyla; -4.14 kat p=0.009, -
4.76 kat p=0.021, -5.42 kat p=0.043, -2.61 kat p=0.011; 1 mg/ml OLE + 350 uM TMZ
igin sirasiyla -5.51 kat p=0.007, -7.02 kat p=0.014, -7.09 kat p=0.033, -2.29 kat
p=0.017 Sekil 64 ve Sekil 65).
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Sekil 64. U§7MG hiicrelerinde 1 mg/ml OLE+ 300 pM TMZ kombinasyonunun MT mekanizmasi ile iligkili genlerin ekspresyon
seviyelerine etkisi. (A) Twist, (B) Snail, (C) Zeb1, (D) E-kaderin, (E) N-kaderin. Kontrol: Muamele edilmemis U87MG hiicresi
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Sekil 65. U87MG hiicrelerinde 1 mg/ml OLE + 350 pM TMZ kombinasyonunun MT mekanizmast ile iliskili genlerin ekspresyon
seviyelerine etkisi. (A) Twist, (B) Snail, (C) Zeb1, (D) E-kaderin, (E) N-kaderin. Kontrol: Muamele edilmemis U87MG hiicresi.

107



1 mg/ml OLE ile muamele edilen hiicrelerin, 300 uM ve 350 uM TMZ ile muamele

edilen hiicreler ile karsilastirilmasinda Twist, Snail, Zeb, N-kaderin ve E-kaderin

genlerinin ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak bir anlamli bir farklilik
saptanmadi (Sekil 66, Sekil 67). Bu sonuglar OLE’nin TMZ’e benzer etki gosterdigini

belirledi.
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Sekil 66. US7MG hiicrelerinde 1 mg/ml OLE ile 300 uM TMZ’nin karsilagtirilmali MT mekanizmas ile iligkili genlerin
ekspresyon seviyelerine etkisi (A) Twist, (B) Snail, (C) Zebl, (D) E-kaderin, (E) N-kaderin. Kontrol: Muamele edilmemis

U87MG hiicresi.
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Sekil 67. US7MG hiicrelerinde 1 mg/ml OLE ile 350 uM TMZ’nin karsilastirilmali MT mekanizmas: ile iliskili genlerin

ekspresyon seviyelerine etkisi (A) Twist, (B) Snail, (C) Zebl, (D) E-kaderin, (E) N-kaderin.. Kontrol: Muamele edilmemis
U87MG hiicresi.

4.5. GB Hiicre Hatlarinda OLE ve TMZ’nin CSC Biyobelirteglerinin
Ekspresyon Diizeylerine Etkileri

4.5.1. T98G Hiicre Hatlarinda OLE, TMZ ve OLE+TMZ Kombinasyonlarinin
CSC Biyobelirteclerinin Ekspresyon Diizeylerine Etkileri

OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyonlarinin T98G hiicrelerinde, CSC
biyobelirteglerinden OCT4, NANOG, SOX2 ve CD133 genlerinin mRNA ekspresyon

seviyesine etkisinin belirlenmesi amaci ile istatistiksel analizler gergeklestirildi.

2 mg/ml OLE ile muamele edilen T98G hiicrelerin, muamelesiz T98G hiicreleri ile
kiyaslandiginda SOX2 ve CD1333 genlerinde ekspresyon seviyesi istatistiksel olarak
anlamli bir azalma olmakla birlikte NANOG geninin ekspresyon seviyelerinde

istatistiksel olarak anlamliya ulagamayan azalma tespit edildi (sirasiyla; p=0.025,

p=0.044, p=0.072; Sekil 68).
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Sekil 68. T98G hiicrelerinde 2 mg/ml OLE ile muamele edilen hiicrelerin CSC biyobelirteglerinin ekspresyon seviyelerine etkisi
(A) OCT4, (B)NANOG, (C) SOX2 (D)CD133. Kontrol: Muamelesiz T98G hiicresi.

350 uM TMZ ile muamele edilen T98G hiicrelerinin, muamelesiz T98G
hiicrelerine gore CD133 geninin ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir
diistis olmakla birlikte, OCT4, NANOG ve SOX2 genlerinin ekspresyon seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamliya ulasamayan diisiis gozlendi (sirastyla, p=0.003, p=0.372,
p=0.557, p=0.282; Sekil 69).

110



A B

P=0.372 16.5 —
10.0 —

16.0
9.5
o 15.54
9.0 ® ..
o G 15.0-
2 . =
8.5 -
14.5 ®
8.0 .
[ ] 14.0 °
7.5 ' . 13.5 T T
kontrol 350 uM TMZ kontrol 350 uM TMZ
C sox2
P=0282 D P=0.003
181 — e —
22+
17 I
20
. L
QO 16 —
= s Q 18

15 Jr 16 oo
o

T T
kontrol 350 uM TMZ

14

14

T T
kontrol 350 uM TMZ

Sekil 69. T98G hiicrelerinde 350 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin CSC biyobelirteglerinin ekspresyon seviyelerine etkisi
(A) OCT4, (B)NANOG, (C) SOX2 (D)CD133. Kontrol: Muamelesiz T98G hiicresi.

400 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerde CD133 geninin ekspresyon
seviyesinde anlamli bir azalma olmakla birlikte OCT4 ve SOX2 genlerinin ekspresyon
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamliya ulasamayan azalma tespit edildi (sirasiyla;
p=0.001, p=0.213, p=0.238; Sekil 70).
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Sekil 70. T98G hiicrelerinde 400 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin CSC biyobelirteglerinin ekspresyon seviyelerine etkisi
(A) OCT4, (B)NANOG, (C) SOX2 (D)CD133. Kontrol: Muamele edilmemis T98G hiicresi.

OLE+TMZ kombinasyonlarinin CSC biyobelirtecleri lizerine etkilerine
bakildiginda, 2 mg/ml OLE + 350 puM TMZ ile muamele edilen hiicrelerde NANOG,
SOX2 ve CD133 genlerinin ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir
azalma olmakla birlikte OCT4 geninin ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak
anlamliya ulasamayan azalma oldugu belirlendi (sirasiyla; p=0.003, p=0.003,
p=0.019; Sekil 71). 2 mg/ml OLE + 400 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerde
muamele edilmeyen T98G hiicrelerine kiyasla OCT4, NANOG, SOX2 ve CD133
genlerinin ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edildi
(sirastyla; p=0.010, p=0.001, p=0.0008, p=0.018; Sekil 72).
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Sekil 71. T98G hiicrelerinde 2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin CSC biyobelirteclerinin ekspresyon
seviyelerine etkisi (A) OCT4, (B)NANOG, (C) SOX2 (D)CD133. Kontrol: Muamele edilmemis T98G hiicresi.
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Sekil 72. T98G hiicrelerinde 2 mg/ml OLE + 400 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin CSC biyobelirteclerinin ekspresyon
seviyelerine etkisi (A) OCT4, (B)NANOG, (C) SOX2 (D)CD133. Kontrol: Muamele edilmemis T98G hiicresi.
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350 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerde 2 mg/ml OLE ile muamele edilen
hiicrelere kiyasla OCT4, NANOG, SOX2 ve CD133 genlerinin ekspresyon
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedi (sirasiyla, p=0.171,
p=0.212, p=0.120, p=0.349; Sekil 73). Bu sonu¢ CSC belirte¢lerinde OLE’nin TMZ
gibi etki gosterdigini dogruladi.
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Sekil 73. T98G hiicrelerinde 2 mg/ml OLE ile 350 uM TMZ’nin karsilastirilmali CSC biyobelirteglerinin ekspresyon seviyelerine
etkisi (A) OCT4, (B)NANOG, (C) SOX2 (D) CD133. Kontrol: Muamele edilmemis T98G hiicresi.

400 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerde 2 mg/ml OLE ile muamele edilen
hiicrelere kiyasla OCT4 geninin ekspresyon seviyesi anlamli olarak daha diisiik
seviyede oldugu, 2 mg/ml OLE ile muamele edilen hiicrelerde ise NANOG ve SOX2
genlerinin ekspresyon seviyeleri anlamli olarak daha diisiik oldugu gézlendi (sirasiyla,
p=0.0008, p=0.003, p=0.031; Sekil 74).
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Sekil 74. T98G hiicrelerinde 2 mg/ml OLE ile 400 uM TMZ’nin karsilastirilmali CSC biyobelirteglerinin ekspresyon seviyelerine
etkisi (A) OCT4, (B)NANOG, (C) SOX2 (D) CD133. Kontrol: Muamele edilmemis T98G hiicresi.

2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ kombinasyonu ile muamele edilen hiicrelerin 350
uM TMZ ile mualeme edilen hiicreler ile karsilastirilmasinda, NANOG ve SOX2
genlerinin ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalis gozlendigi
tespit edildi (sirasiyla; p=0.006, p=0.008; Sekil 75). 2 mg/ml OLE + 400 uM TMZ
kombinasyonu ile muamele edilen hiicrelerin tek basina 400 uM TMZ ile mualeme
edilen hiicreler ile karsilastiriimasinda OCT4, NANOG ve SOX2 genlerinin ekspresyon
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalis tespit edildi (sirasiyla; p<0.0001,

p<0.0001, p=0.0002; Sekil 76).
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Sekil 75. T98G hiicrelerinde 350 uM TMZ ile 2 mg/ml OLE + 350 pM TMZ’nin karsilasgtirilmali CSC biyobelirteglerinin
ekspresyon seviyelerine etkisi (A) OCT4, (B)NANOG, (C) SOX2 (D) CD133. Kontrol: Muamele edilmemis T98G hiicresi.
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Sekil 76. T98G hiicrelerinde 400 uM TMZ ile 2 mg/ml OLE + 400 uM TMZ’nin karsilastirilmali CSC biyobelirteglerinin
ekspresyon seviyelerine etkisi (A) OCT4, (B)NANOG, (C) SOX2 (D) CD133. Kontrol: Muamele edilmemis T98G hiicresi.
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4.5.2. USTMG Hiicrelerinde OLE, TMZ ve OLE+TMZ Kombinasyonlarinin
CSC Biyobelirteclerinin Ekspresyon Diizeylerine Etkileri

OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyonlarmin U87MG hiicrelerinde, CSC
biyobelirteglerinden OCT4, NANOG, SOX2 ve CD133 genlerinin mRNA ekspresyon

seviyesine etkisinin tespit edilmesi amaci ile istatistiksel analizler gergeklestirildi.

1 mg/ml OLE ile muamele edilen U87MG hiicrelerin, muamelesiz US7MG
hiicrelerine gére SOX2 geninde anlamli olmakla birlikte OCT4, NANOG ve CD133
genlerinde ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamliya ulasamayan bir
azalma gosterdigi tespit edildi (sirasiyla; p=0.012, p=0.097, p=0.161, p=0.277; Sekil
77).
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Sekil 77. US7MG hiicrelerinde 1 mg/ml OLE ile muamele edilen hiicrelerin CSC biyobelirteglerinin ekspresyon seviyelerine
etkisi (A) OCT4, (B)NANOG, (C) SOX2 (D)CD133. Kontrol: Muamele edilmemis U87MG hiicresi.

300 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin, muamelesiz U§7MG hiicrelerine gore
(kontrol) OCT4 ve NANOG genlerinin ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak
anlamli bir artis olmakla birlikte, SOX2 ve CD133 genlerinde istatistiksel olarak
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anlamliya ulagamayan artig gozlendi (sirasiyla, p=0.016, p=0.034, p=0.078, p=0.212;
Sekil 78).
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Sekil 78. US7MG hiicrelerinde 300 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin CSC biyobelirteglerinin ekspresyon seviyelerine
etkisi (A) OCT4, (B)NANOG, (C) SOX2 (D)CD133. Kontrol: Muamele edilmemis U87MG hiicresi.

350 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerde, SOX2 geninin ekspresyon
seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis olmakla birlikte, OCT4, NANOG ve
CD133 genlerinin ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamliya ulasamayan
artig gozlendi (sirasiyla, p=0.045, p=0.164, p=0.934, p=0.134; Sekil 79).
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Sekil 79. US7MG hiicrelerinde 350 pM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin CSC biyobelirteclerinin ekspresyon seviyelerine
etkisi (A) OCT4, (B)NANOG, (C) SOX2 (D)CD133. Kontrol: Muamele edilmemis U87MG hiicresi.

OLE+TMZ kombinasyonlarinin CSC  biyobelirteglerine olan etkilerine
bakildiginda, 1 mg/ml OLE + 300 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin muamele
edilmeyen U87MG hiicrelerine gore kiyaslandiginda OCT4 geninin ekspresyon
seviyelerinde istatistiksel olarak anlaml1 bir artis tespit edildi (p=0.012; Sekil 80).
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Sekil 80. US7MG hiicrelerinde 1 mg/ml OLE + 300 pM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin CSC biyobelirteglerinin ekspresyon
seviyelerine etkisi (A) OCT4, (B)NANOG, (C) SOX2 (D) CD133. Kontrol: Muamele edilmemis U87MG hiicresi.

1 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerde muamele edilmeyen
U87MG hiicrelerine gére OCT4 geninin ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak
anlamli bir artis, CD133 geninin ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak anlamli

bir diisiis gozlendi (sirasiyla, p=0.027, p=0.0002; Sekil 81).
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Sekil 81. US7MG hiicrelerinde 1 mg/ml OLE + 350 pM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin CSC biyobelirteglerinin ekspresyon
seviyelerine etkisi (A) OCT4, (B)NANOG, (C) SOX2 (D) CD133. Kontrol: Muamele edilmemis U87MG hiicresi.

300 uM TMZ muamele edilen hiicrelerin 1 mg/ml OLE ile muamele edilen hiicreler
ile kiyaslandiginda OCT4, NANOG ve SOX2 genlerinin ekspresyon seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlendi (sirasiyla, p=0.002, p=0.016, p=0.012;
Sekil 82). 350 uM TMZ muamele edilen hiicrelerin 1 mg/ml OLE ile muamele edilen
hiicrelerle karsilastirildiginda OCT4, SOX2 ve CD133 genlerinin ekspresyon
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis gdzlendi (sirasiyla, p=0.006,
p=0.0002, p=0.003; Sekil 83). Bu sonuglar, OLE+TMZ kombinasyonu uygulanan
hiicrelerde yiiksek ekspresyon seviyesi gosteren CSC belirteclerinin TMZ’den
kaynakl1 oldugunu gdstermektedir.
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Sekil 82. US7MG hiicrelerinde 1 mg/ml OLE ile 300 uM TMZ’nin karsilastirilmali CSC biyobelirteglerinin ekspresyon
seviyelerine etkisi (A) OCT4, (B)NANOG, (C) SOX2 (D) CD133. Kontrol: Muamele edilmemis U87MG hiicresi.
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Sekil 83. US7MG hiicrelerinde 1 mg/ml OLE ile 350 pM TMZ’nin karsilastirilmali CSC biyobelirteglerinin ekspresyon
seviyelerine etkisi (A) OCT4, (B)NANOG, (C) SOX2 (D) CD133. Kontrol: Muamele edilmemis U87MG hiicresi.
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300 uM TMZ ile mualeme edilen U87MG hiicreleri ile 1 mg/ml OLE + 300 uM
TMZ ile muamele edilen U887MG hiicrelerinin karsilastirllmasinda Sekil 84’de
gosterildigi gibi OCT4, NANOG, SOX2 ve CD133 genlerinin ekspresyon seviyelerinde

anlamli bir farklilik gézlenmedi.
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Sekil 84. US7MG hiicrelerinde 300 uM TMZ ile 1 mg/ml OLE +300 uM TMZ’nin karsilastirilmali CSC biyobelirteglerinin
ekspresyon seviyelerine etkisi (A) OCT4, (B)NANOG, (C) SOX2 (D) CD133. Kontrol: Muamele edilmemis U87MG hiicresi.

1 mg/ml OLE + 350 uM TMZ kombinasyonu ile muamele edilen U87MG
hiicrelerin karsilastirilmasinda Sekil 85°de gosterildigi gibi CD133 geninin ekspresyon
seviyesinde tek basma 350 uM TMZ ile muamele edilen U87MG hiicrelerine gére
istatistiksel olarak anlamli miktarda diisiis gosterdigi belirlendi (p<0.0001).
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Sekil 85. US7MG hiicrelerinde 350 pM TMZ ile 1 mg/ml OLE +350 uM TMZ’nin karsilagtirilmali CSC biyobelirteglerinin
ekspresyon seviyelerine etkisi (A) OCT4, (B)NANOG, (C) SOX2 (D) CD133. Kontrol: Muamele edilmemis U87MG hiicresi.

4.6 GB Hiicre Hatlarinda OLE ve TMZ’nin 3B Tiimor Modeline Etkisinin

Belirlenmesi

4.6.1 T98G Hiicrelerinde OLE ve TMZ’nin 3B Tiimor Modeline Etkisinin

Belirlenmesi

3B tiimor modelinde en uygun hiicre sayisinin belirlenmesi i¢in gercgeklestirilen
optimizasyon iglemi sonucunda 40 ve 80 hiicre sayilarinin 3B modeli i¢in uygun

oldugu tespit edildi (Sekil 86).
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Sekil 86. 3B kiiltiir ¢aligmasinda 24 saat sonunda T98G hiicrelerinin farklr hiicre sayilarindaki ekimler ile kiiltiire edilmis timor
kitlelerinin boyutlarinin gésterimi. (A) 40.000 hiicre, (B) 20.000 hiicre, (C) 10.000 hiicre, (D) 5.000 hiicre, (E) 2.500 hiicre, (F)
1.250 hiicre, (G) 625 hiicre, (H) 312 hiicre, (I) 156 hiicre, (I) 80 hiicre, (J) 40 hiicre.
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OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyonunun T98G hiicrelerinde 3B tiimor modeli
lizerine etkisi degerlendirildiginde, muamele edilmemis T98G hiicrelerine gore OLE,
TMZ ve OLE+TMZ kombinasyonu ile muamele edilen hiicrelerde tiimor hacminin

kiiglildiigli gozlendi (Tablo 32).

126



Tablo 32. OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyonunun 3B yapidaki T98G hiicrelerinin hacmine etkileri.

Kontrol

2 mg/ml OLE

350 uM TMZ

400 uM TMZ

2 mg/ml OLE + 350

uM TMZ

2 mg/ml OLE + 400

uM TMZ

Oh 24h 48h 72h 96h 120h

rl 03 0,48 0,4 0,48 0,54 08

12 03 043 0,61 0,35 08 0,56

13 0.2 0,23 05 04 0,56 1,06

r4 0,18 0,22 0,48 0,67 0,9 0,54

r ORTALAMA 0,245 0,34 0,4975 0,475 07 0,74

HACIM 0,0615696 0,1645527 0,5155225 0,4486929 14360267 1,6965378
Oh 24h 48h 72h 96h 120h

rl 03 0,26 0,26 0,22 0,21 0,24

12 03 0,24 05 03 0,13 0,25

13 0.2 0,48 0,2 0,31 0,15 0,13

4 0,18 0,2 0,25 0,15 0,25 0.2

r ORTALAMA 0,245 0,295 0,3025 0,245 0,185 0,205

HACIM 0,0615696 0,1074817 0,1158896 0,0615696 0,0265084 0,0360687
Oh 24h 48h 72h 96h 120h

rl 03 057 057 03 0,52 0,65

r2 03 05 03 03 0,33 0,42

13 0.2 0,68 0,35 0,37 0,37 058

4 0,18 04 0,33 04 0,29 0,48

r ORTALAMA 0,245 05375 0,3875 0,3425 03775 0,5325

HACIM 0,0615696 0,6501354 0,2436035 0,1682093 0,2252264 0,6321603
Oh 24h 48h 72h 96h 120h

rl 03 05 0,53 0,46 0,39 0,46

2 03 03 03 0,33 0,46 0,46

13 0.2 0,45 03 0,38 0,23 0,36

r4 0,18 0,28 03 0,33 033 033

r ORTALAMA 0,245 0,3825 0,3575 0,375 0,3525 0,4025

HACIM 0,0615696 0,2342948 0,1912919 0,2207813 0,1833774 0,2730021
Oh 24h 48h 72h 96h 120h

r 03 0,36 04 0,25 048 0,46

2 03 0,46 0,38 04 0,25 024

13 0.2 0,33 0,24 0,31 0,32 0,32

r4 0,18 0,36 0,22 0,32 0,26 0,28

r ORTALAMA 0,245 0,3775 0,31 0,32 0,3275 0,325

HACIM 0,0615696 0,2252264 0,124725  0,1371887 0,1470626  0,1437204
Oh 24h 48h 72h 96h 120h

r 03 0,48 0,41 0,36 0,42 041

12 03 0,31 0,25 0,41 0,36 0,36

13 02 0,42 0,42 0,29 0,29 0,25

4 0,18 0,18 0,18 0,21 0,13 0,11

r ORTALAMA 0,245 0,3475 0315 0,3175 03 0,2825

HACIM 0,0615696 0,1756842 0,1308579 0,1339984  0,11304 _ 0,0943895

3B modelindeki muamele edilmemis T98G hiicrelerinin hacimleri, 0. saatte
0,0615696, 24. saatte 0,1645527, 48. saatte 0,5155225, 72. saatte 0,4486929, 96. saatte
1,4360267 ve 120. saatte 1,6965378 olarak belirlendi (Sekil 87). 2 mg/ml OLE ile
muamele edilen hiicrelerin hacimleri, 0. saatte 0,0615696, 24. saatte 0,1074817, 48.
saatte 0,1158896, 72. saatte 0,0615696, 96. saatte 0,0265084 ve 120. saatte 0,0360687

olarak belirlenerek OLE’nin 120. saatin sonunda muamele edilmeyen T98G

hiicrelerine gore tiimor boyutunu 56.3 kat azalttig: tespit edildi (p<0.0001, Sekil 88).

350 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin hacimleri, 0. saatte 0,0615696, 24. saatte
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0,6501354, 48. saatte 0,2436035, 72. saatte 0,1682093, 96. saatte 0,2252264 ve 120.
saatte 0,6321603 olarak hesapland1 ve 120. saatin sonunda 350 uM TMZ’nin muamele
edilmemis T98G hiicrelerine gore tiimor boyutunu 2.6 kat azalttig1 saptandi (p<0.0001,
Sekil 89). 400 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin hacimleri, 0. saatte 0,0615696,
24. saatte 0,2342948, 48. saatte 0,1912919, 72. saatte 0,2207813, 96. saatte 0,1833774
ve 120. saatte 0,2730021 oldugu goriildii ve 400 uM TMZ’nin muamele edilmeyen
T98G hiicrelerine kiyasla 120. saatin sonunda tiimor boyutunu 6.25 kat diistirdiigii
belirlendi (p<0.0001, Sekil 90).

2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin hacimleri, 0. saatte
0,0615696, 24. saatte 0,2252264, 48. saatte 0,124725, 72. saatte 0,1371887, 96. saatte
0,1470626 ve 120. saatte 0,1437204 olarak belirlendi ve 120. saatin sonunda 2 mg/ml
OLE + 350 uM TMZ’nin muamele edilmeyen T98G hiicrelerine gore tiimor boyutunu
11.8 kat daha diistirdiigii saptandi (p<0.0001, Sekil 91). 2 mg/ml OLE + 400 uM TMZ
ile muamele edilen hiicrelerin hacimleri, 0. saatte 0,0615696, 24. saatte 0,1756842, 48.
saatte 0,1308579, 72. saatte 0,1339984, 96. saatte 0,11304 ve 120. saatte 0,0943895
oldugu belirlendi ve 2 mg/ml OLE + 400 uM TMZ’nin mualeme edilmemis T98G
hiicrelerine kiyasla 120. saatin sonunda tiimor boyutunu 18,77 kat diistirdiigi tespit
edildi (p<0.0001, Sekil 92). Boylece OLE ve TMZ’nin tek basina ve kombinasyonlari
ile timor boyutunda ciddi oranda azalma saptandi (Sekil 93, Sekil 94).
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Sekil 87. 3B kiiltiir ¢aligmasinda muamele edilmemis 40 hiicre sayisi ile kiiltiire edilen T98G tiimér kitlelerinin farkl saatlerdeki
biiyiikliiklerinin gosterimi, h: saat. (A) Oh, (B) 24h, (C) 48h, (D) 72h, (E) 96h, (F) 120h.
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Sekil 88. 3B kiiltiir ¢alismasinda 2 mg/ml OLE ile muamele edilmis 40 hiicre sayst ile kiiltiire edilen T98G tiimor kitlelerinin
farkli saatlerdeki bityiikliiklerinin gosterimi, h: saat. (A) Oh, (B) 24h, (C) 48h, (D) 72h, (E) 96h, (F) 120h.
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Sekil 89. 3B kiiltiir calismasinda 350 uM TMZ ile muamele edilmis 40 hiicre sayisi ile kiiltiire edilen T98G tiimor kitlelerinin
farkli saatlerdeki bityiikliiklerinin gosterimi, h: saat. (A) Oh, (B) 24h, (C) 48h, (D) 72h, (E) 96h, (F) 120h.
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Sekil 90. 3B kiiltiir calismasinda 400 uM TMZ ile muamele edilmis 40 hiicre sayisi ile kiiltiire edilen T98G tiimér kitlelerinin
farkli saatlerdeki buyiikliiklerinin gdsterimi, h: saat. (A) Oh, (B) 24h, (C) 48h, (D) 72h, (E) 96h, (F) 120h.
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Sekil 91. 3B kiiltiir ¢alismasinda 2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ile muamele edilmis 40 hiicre sayisi ile kiiltiire edilen T98G
tiimor kitlelerinin farkli saatlerdeki bityiikliiklerinin gdsterimi, h: saat. (A) Oh, (B) 24h, (C) 48h, (D) 72h, (E) 96h, (F) 120h.
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Sekil 92. 3B kiiltiir ¢alismasinda 2 mg/ml OLE + 400 uM TMZ ile muamele edilmis 40 hiicre sayisi ile kiiltiire edilen T98G
tiimor kitlelerinin farkli saatlerdeki bityiikliiklerinin gdsterimi, h: saat. (A) Oh, (B) 24h, (C) 48h, (D) 72h, (E) 96h, (F) 120h.
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Sekil 93. 3B kiiltiir calismasinda farkli dozlar ile muamele edilmis 40 hiicre sayih kiiltiire edilmis T98G tiimor kitlelerinin farkli
saatlerdeki biiyiikliiklerinin toplu gosterimi, h: saat. (A) Mauemele edilmemis T98G hiicresi, (B) 2 mg/ml OLE, (C) 350 uM

TMZ, (D) 400 uM TMZ, (E) 2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ (F) 2 mg/ml OLE + 400 uM TMZ.

2 mg/ml OLE ile muamele edilen 3B T98G tiim6r modelinde 24. saatten itibaren

muamelesiz hiicreye gore istatistiksel olarak anlamli bir diislis gozlendi (p<0.0001,

Sekil 94). Aym1 zamanda tek basina OLE ile muamele edilen hiicrelerin timor

boyutunun, tek basina 350 uM TMZ ve 400 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin

timor boyutuna gore daha kiigiik oldugu goriildii (p<0.0001, Sekil 94).
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24h
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96h
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Kontrol
2mg/mL OLE
350 pM TMZ
400 uyM TMZE
2mg/mL OLE
350 pM TMZ
2mg/mL OLE
400 pyM TMZ

Sekil 94. OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyonunun muamele edilmemis 3B T98G hiicrelerine kiyasla tiimér boyutuna etkisi
(* p <0.001, Two-way ANOVA). Kontrol: Muamele edilmemis T98G hiicresi, h: saat.

2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ile muamele edilen T98G tiimér boyutunun, 120.
saat sonunda tek basma 350 uM TMZ ile muamele edilen T98G timdr boyutundan
2.9 kat daha kiigiik oldugu saptandi (p<0.0001, Sekil 95).
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Sekil 95. 350 uM TMZ ile muamele edilen hiicre modelinin, 2 mg/ml OLE + 350 pM TMZ ile muamele edilen hiicre modeline
gore tiimor hacminin karsilagtirilmasi, h: saat (* p <0.001, Two-way ANOVA).

2 mg/ml OLE + 400 uM TMZ ile muamele edilen T98G tiimor boyutunun, 72. saat
sonunda tek bagina 400 uM TMZ ile muamele edilen T98G tiimor boyutundan 4.4 kat
daha kiigiik oldugu belirlendi (p<0.0001, Sekil 96).

D.3- T 1
— mm Oh
- =3 24h
:d.'l ]
2 0.2 =3 48h
O
£ =3 72h
S
(40
T 0.1 I |_| I
; H
(3]
n.n- T T
400 pM TMZ 2 mg/mL OLE
+
400 uM TMZ

Sekil 96. 400 uM TMZ ile muamele edilen hiicre modelinin, 2 mg/ml OLE + 400 uM TMZ ile muamele edilen hiicre modeline
gore timor hacminin karsilagtirilmasi, h: saat (* p <0.001, Two-way ANOVA).
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Istatistiksel analizler 40 hiicre sayisinda yapilmis olup 80 hiicre sayili tiimor
boyutlarinin da farkli dozlardaki ve farkli saatlerdeki goriintiileri alinmigtir. 40 hiicre
sayisinda oldugu gibi tek basina OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyonun sonucunda
3B T98G tiimdr boyutunda kiigtilme gozlendi (Sekil 97, 98, 99, 100, 101, 102, 103).
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Sekil 97. 3B kiiltiir ¢aligmasinda muamele edilmemis 80 hiicre sayisi ile kiiltiire edilen T98G tiimér kitlelerinin farkl saatlerdeki
biyiikliiklerinin gosterimi, h: saat. (A) Oh, (B) 24h, (C) 48h, (D) 72h, (E) 96h, (F) 120h.
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Sekil 98. 3B kiiltiir calismasinda 2 mg/ml OLE ile muamele edilmis 80 hiicre sayisi ile kiiltiire edilen T98G tiimér kitlelerinin
farkli saatlerdeki buyiikliiklerinin gdsterimi, h: saat. (A) Oh, (B) 24h, (C) 48h, (D) 72h, (E) 96h, (F) 120h.
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Sekil 99. 3B kiiltiir calismasinda 350 uM TMZ ile muamele edilmis 80 hiicre sayisi ile kiiltiire edilen T98G tiimér kitlelerinin
farkli saatlerdeki buyiikliiklerinin gdsterimi, h: saat. (A) Oh, (B) 24h, (C) 48h, (D) 72h, (E) 96h, (F) 120h.
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Sekil 100. 3B kiiltiir calismasinda 400 pM TMZ ile muamele edilmis 80 hiicre sayst ile kiiltiire edilen T98G timor kitlelerinin
farkli saatlerdeki buyiikliiklerinin gdsterimi, h: saat. (A) Oh, (B) 24h, (C) 48h, (D) 72h, (E) 96h, (F) 120h.
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Sekil 101. 3B kiiltiir ¢aliymasinda 2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ile muamele edilmis 80 hiicre sayisi ile kiiltiire edilen T98G
tiimor kitlelerinin farkli saatlerdeki bityiikliiklerinin gdsterimi, h: saat. (A) Oh, (B) 24h, (C) 48h, (D) 72h, (E) 96h, (F) 120h.
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Sekil 102. 3B kiiltiir ¢aliymasinda 2 mg/ml OLE + 400 uM TMZ ile muamele edilmis 80 hiicre sayisi ile kiiltiire edilen T98G
tiimor kitlelerinin farkli saatlerdeki bityiikliiklerinin gdsterimi, h: saat. (A) Oh, (B) 24h, (C) 48h, (D) 72h, (E) 96h, (F) 120h.
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Sekil 103. 3B kiiltiir caligmasinda farkli dozlar ile muamele edilmis 80 hiicre say1h kiiltiire edilmis T98G timér kitlelerinin farkli
saatlerdeki biiyiikliiklerinin toplu gésterimi, h: saat. (A) Mauemele edilmemis T98G hiicresi, (B) 2 mg/ml OLE, (C) 350 uM
TMZ, (D) 400 uM TMZ, (E) 2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ (F) 2 mg/ml OLE + 400 uM TMZ.

4.6.2 US7MG Hiicrelerinde OLE ve TMZ’nin 3B Tiimor Modeline Etkisinin

Belirlenmesi

OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyonunun U87MG hiicrelerinde 3B tiimor
modeli lizerine etkisi degerlendirildiginde, muamele edilmemis U887MG hiicrelerine
gore OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyonu ile muamele edilen hiicrelerdeki timor
hacminin daha kii¢iik oldugu belirlendi (Tablo 33).
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Tablo 33. OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyonunun 3B yapidaki U87MG hiicrelerinin hacmine etkileri.

Kontrol

0h 24h 48h 72h 96h 120h
rl 0,24 03 0,33 0,6 0,59 0,51
r2 0,27 0,32 0,36 0,33 0,59 0,39
13 0,31 0,34 03 0,49 0,32 06
r4 0,24 0,24 0,43 0,54 05 0,54
r ORTALAMA 0,265 03 0,355 0,49 05 051
HACIM 00779123  0,11304 0,1873068 0,4925571 0,5233333 0,5553655
1 mg/ml OLE
0h 24h 48h 72h 96h 120h
rl 0,24 03 0,15 0,41 0,26 0,45
r2 0,27 0.2 0,21 0,21 0,23 0,23
r3 0,31 0,31 0,25 0,27 0,35 0,24
r4 024 03 0,37 0,26 04 0,25
r ORTALAMA 0,265 02775 0,245 0,2875 031 0,2925
HACIM 0,0779123 0,0894659 0,0615696 0,0994906 0,124725 0,1047722
300 uM TMZ
oh 24h 48h 72h 96h 120h
rl 0,24 0,35 0,25 0,28 03 0,34
r2 0,27 0,22 0,41 0,39 0,46 03
13 0,31 0,42 0,23 03 0,29 0,46
r4 024 03 04 04 033 0,33
r ORTALAMA 0,265 0,3225 0,3225 0,3425 0,345 0,3575
HACIM 00779123 0,1404292 0,1404292 0,1682093 0,1719197 0,1912919
350 uM TMZ
oh 24h 48h 72h 96h 120h
rl 0,24 0,34 0,34 0,34 0,38 047
r2 0,27 0,34 0,27 0,24 0,44 0,44
r3 0,31 0,33 0,24 0,32 0,27 0,32
r4 0,24 0,32 0,34 0,36 0,37 0,36
r ORTALAMA 0,265 0,3325 0,2975 0,315 0,365 0,3975
HACIM 0,0779123 0,1539017 0,1102375 0,1308579 0,2035856 0,262954
1 mg/ml OLE + 300
UM TMZ Oh 24h 48h 72h 96h 120h
rl 024 04 0,23 0,23 0,26 0,26
r2 0,27 023 04 0,36 027 0,28
r3 0,31 0,27 0,2 0,26 0,36 0,31
r4 0,24 0,31 03 0,4 0,32 0,32
r ORTALAMA 0,265 0,3025 0,2825 0,3125 0,3025 0,2925
HACIM 0,0779123 0,1158896 0,0943895 0,1277669 0,1158896 0,1047722
1 mg/ml OLE + 350
KM TMZ Oh 24h 48h 72h 96h 120h
rl 024 0,19 0,19 0,32 03 04
r2 0,27 021 0,19 02 0,31 0,26
13 031 0,33 0,2 0,19 02 031
r4 0,24 0,22 04 02 0,31 0,25
r ORTALAMA 0,265 0,2375 0,245 0,2275 0,28 0,305
HACIM 0,0779123 0,0560866 0,0615696 0,0492961 0,0919057 0,1187867

146



3B modelindeki muamele edilmemis U87MG hiicrelerinin hacimleri, 0. saatte
0,0779123, 24. saatte 0,11304, 48. saatte 0,1873068, 72. saatte 0,4925571, 96. saatte
0,5233333 ve 120. saatte 0,55536552 olarak belirlendi (Sekil 104). U87MG
hiicrelerinin 1 mg/ml OLE ile muamele edilmesi sonucu hacimlerinin, 0. saatte
0,0779123, 24. saatte 0,0894659, 48. saatte 0,0615696, 72. saatte 0,0994906, 96. saatte
0,124725 ve 120. saatte 0,0360687 olarak belirlendi ve OLE’nin 120. saatin sonunda
muamele edilmeyen U87MG hiicrelerine gore tiimor hacmini 5.3 kat azalttigi tespit
edildi (p<0.0001, Sekil 105). 300 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin hacimleri,
0. saatte 0,0779123, 24. saatte 0,1404292, 48. saatte 0,1404292, 72. saatte 0,1682093,
96. saatte 0,1719197 ve 120. saatte 0,1912919 olarak hesaplandi ve 300 uM TMZ’nin
muamele edilmemis U87MG hiicrelerine gore 120. saatin sonunda tiimor boyutunu 2.9
kat azalttigi saptandi (p<0.0001, Sekil 106). 350 uM TMZ ile muamele edilen
hiicrelerin hacimleri, 0. saatte 0,0779123, 24. saatte 0,1539017, 48. saatte 0,1102375,
72. saatte 0,1308579, 96. saatte 0,2035856 ve 120. saatte 0,262954 olarak hesaplandi
ve 120. saat sonunda 300 uM TMZ’nin muamele edilmemis U87MG hiicrelerine gore
timor boyutunu 2.11 kat azalttigi saptandi (p<0.0001, Sekil 107).

1 mg/ml OLE + 300 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin hacimleri, 0. saatte
0,0779123, 24. saatte 0,1158896, 48. saatte 0,0943895, 72. saatte 0,1277669, 96. saatte
0,1158896 ve 120. saatte 0,1047722 oldugu belirlendi ve 1 mg/ml OLE + 300 uM
TMZ’nin 120. saatin sonunda muamele edilmeyen U87MG hiicrelerine gore tiimor
boyutunu 5.3 kat daha az oldugu saptandi (p<0.0001, Sekil 108). 1 mg/ml OLE + 350
uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin hacimleri, 0. saatte 0,0779123, 24. saatte
0,0560866, 48. saatte 0,5077898, 72. saatte 0,0492961, 96. saatte 0,0919057 ve 120.
saatte 0,1187867 oldugu belirlendi ve 1 mg/ml OLE + 350 uM TMZ’nin mualeme
edilmemis U87MG hiicrelerine kiyasla 120. saatin sonunda timor boyutunu 4.7 kat
disiirdiigii tespit edildi (p<0.0001, Sekil 109). Boylece tek basina OLE, TMZ ve
OLE+TMZ kombinasyonlarmin tiimor boyutunda ciddi oranda azalmaya sebep
oldugu tespit edildi (Sekil 110, Sekil 111).
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Sekil 104. 3B kiiltiir galigmasinda muamele edilmemis 40 hiicre sayisi ile kiiltiire edilen U87MG tiimor kitlelerinin farkli
saatlerdeki biiyiikliklerinin gdsterimi, h: saat. (A) Oh, (B) 24h, (C) 48h, (D) 72h, (E) 96h, (F) 120h.
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Sekil 105. 3B kiiltiir galismasinda 1 mg/ml OLE ile muamele edilmis 40 hiicre saysi ile kiiltiire edilen U87MG tiimor kitlelerinin
farkli saatlerdeki bityiikliiklerinin gosterimi, h: saat. (A) Oh, (B) 24h, (C) 48h, (D) 72h, (E) 96h, (F) 120h.

149



Sekil 106. 3B kiiltiir ¢aligmasinda 300 uM TMZ ile muamele edilmis 40 hiicre saysi ile kiiltiire edilen U87MG tiimor kitlelerinin
farkli saatlerdeki bityiikliiklerinin gosterimi, h: saat. (A) Oh, (B) 24h, (C) 48h, (D) 72h, (E) 96h, (F) 120h.
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Sekil 107. 3B kiiltiir galismasinda 350 uM TMZ ile muamele edilmis 40 hiicre sayist ile kiiltiire edilen U87MG tiimér kitlelerinin
farkli saatlerdeki bityiikliiklerinin gosterimi, h: saat. (A) Oh, (B) 24h, (C) 48h, (D) 72h, (E) 96h, (F) 120h.
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Sekil 108. 3B kiiltiir ¢alismasinda 1 mg/ml OLE + 300 uM TMZ ile muamele edilmis 40 hiicre sayisi ile kiiltiire edilen U§7MG
timor kitlelerinin farkl saatlerdeki biiyiikliiklerinin gosterimi, h: saat. (A) Oh, (B) 24h, (C) 48h, (D) 72h, (E) 96h, (F) 120h.
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Sekil 109. 3B kiiltiir calismasinda 1 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ile muamele edilmis 40 hiicre sayisi ile kiiltiire edilen US7MG
timor kitlelerinin farkl saatlerdeki biiyiikliiklerinin gosterimi, h: saat. (A) Oh, (B) 24h, (C) 48h, (D) 72h, (E) 96h, (F) 120h.
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Sekil 110. 3B Kkiiltiir ¢aligmasinda farkli dozlar ile muamele edilmis 40 hiicre sayili kiiltiire edilmis US7MG tiimor kitlelerinin
farkli saatlerdeki biiyiikliiklerinin toplu gosterimi, h: saat. (A) Mauemele edilmemis U87MG hiicresi, (B) 1 mg/ml OLE, (C) 300
uM TMZ, (D) 350 uM TMZ, (E) Img/ml OLE + 300 uM TMZ (F) 1 mg/ml OLE + 350 uM TMZ.

1y

1 mg/ml OLE ile muamele edilen U87MG 3B tiimor modelinde 48. saatten itibaren
istatistiksel olarak anlamli bir diislis gézlendi (p<0.0001, Sekil 111). Ayn1 zamanda
120. saatte, tek basina OLE ile muamele edilen hiicrelerin tiimor boyutunun, tek basina
300 uM TMZ ve 350 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin timdr boyutuna gore
daha kiigiik oldugu goriildii (p<0.0001, Sekil 111).
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Sekil 111. OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyonunun muamele edilmemis 3B U87MG hiicrelerine kiyasla tiimor boyutuna
etkisi (* p <0.001, Two-way ANOVA). Kontrol: Muamele edilmemis U87MG hiicresi, h: saat.

1 mg/ml OLE + 300 uM TMZ ile muamele edilen U87MG 3B tiimor hacminin,
120. saat sonunda tek basina 300 pM TMZ ile muamele edilen US7MG tiimor
hacminden 1.8 kat daha az oldugu saptand1 (p<0.0001, Sekil 112).
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Sekil 112. 300 uM TMZ ile muamele edilen hiicre modelinin, 1 mg/ml OLE + 300 uM TMZ ile muamele edilen hiicre modeline
gore tiimor hacminin karsilagtirilmasi, h: saat (* p <0.001, Two-way ANOVA).

1 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ile muamele edilen U87MG 3B tiimér hacminin,
120. saatin sonunda tek basina 350 uM TMZ ile muamele edilen U87TMG tiimor
hacminden 2.2 kat daha diisiik oldugu tespit edildi (p<0.0001, Sekil 113).
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Sekil 113. 350 uM TMZ ile muamele edilen hiicre modelinin, 1 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ile muamele edilen hiicre modeline
gore timor hacminin karsilagtirilmasi, h: saat (* p <0.001, Two-way ANOVA).
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Istatistiksel analizler 40 hiicre sayisinda yapilmistir. 80 hiicre sayil1 US7MG tiimor
boyutlariin da farkli dozlarda ve farkli saatlerdeki goriintiileri alinmistir. 40 hiicre
sayisinda oldugu gibi tek basina OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyonu ile de 3B
T98G tiimor boyutunda kiigiilme gozlendi (Sekil 114, 115, 116, 117, 118, 119, 120).

157



Sekil 114. 3B kiiltiir ¢aligmasinda muamele edilmemis 80 hiicre sayist ile kiiltiire edilen U87MG tiimoér kitlelerinin farkli
saatlerdeki biiytikliiklerinin gosterimi, h: saat. (A) Oh, (B) 24h, (C) 48h, (D) 72h, (E) 96h, (F) 120h.
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Sekil 115. 3B kiiltiir galigmasinda 1 mg/ml OLE ile muamele edilmis 80 hiicre saysi ile kiiltiire edilen U87MG tiimor kitlelerinin
farkli saatlerdeki buyiikliiklerinin gdsterimi, h: saat. (A) Oh, (B) 24h, (C) 48h, (D) 72h, (E) 96h, (F) 120h.
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Sekil 116. 3B kiiltiir calismasinda 300 uM TMZ ile muamele edilmis 80 hiicre sayst ile kiiltiire edilen U87MG tiimor kitlelerinin
farkli saatlerdeki buyiikliiklerinin gdsterimi, h: saat. (A) Oh, (B) 24h, (C) 48h, (D) 72h, (E) 96h, (F) 120h.
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Sekil 117. 3B kiiltiir galigmasida 350 uM TMZ ile muamele edilmis 80 hiicre sayus ile kiiltiire edilen U87MG tiimér kitlelerinin
farkli saatlerdeki buyiikliiklerinin gdsterimi, h: saat. (A) Oh, (B) 24h, (C) 48h, (D) 72h, (E) 96h, (F) 120h.
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Sekil 118. 3B kiiltiir calismasinda 1 mg/ml OLE + 300 pM TMZ ile muamele edilmis 80 hiicre sayisi ile kiiltiire edilen US7MG
tiimor kitlelerinin farkli saatlerdeki biyiikliiklerinin gosterimi, h: saat. (A) Oh, (B) 24h, (C) 48h, (D) 72h, (E) 96h, (F) 120h.
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Sekil 119. 3B kiiltiir calismasinda 1 mg/ml OLE + 350 pM TMZ ile muamele edilmis 80 hiicre sayisi ile kiiltiire edilen U87MG
tiimor kitlelerinin farkli saatlerdeki biyiikliiklerinin gosterimi, h: saat. (A) Oh, (B) 24h, (C) 48h, (D) 72h, (E) 96h, (F) 120h.
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Sekil 120. 3B kiiltiir galismasinda farkli dozlar ile muamele edilmis 80 hiicre sayili kiiltiire edilmis U87MG tiimér kitlelerinin
farkli saatlerdeki biiyiikliiklerinin toplu gosterimi, h: saat. (A) Mauemele edilmemis U87MG hiicresi, (B) 1 mg/ml OLE, (C) 300
uM TMZ, (D) 350 uM TMZ, (E) 1 mg/ml OLE + 300 uM TMZ (F) 1 mg/ml OLE + 350 uM TMZ.

4.7 GB Hiicre Hatlarinda OLE ve TMZ’nin MDR 1le iliskili Gen Expresyon

Seviyeleri Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

4.7.1 T98G Hiicrelerinde OLE ve TMZ’nin MDR ile iliskili Gen Expresyon

Seviyeleri Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

T98G hiicrelerinde OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyonlarinin MDR ile iligkili
MRP1, MRP5 ve LRP1 genlerinde mRNA ekspresyon seviyesine etkisinin tespit
edilmesi amaci ile gergeklestirilen istatistiksel analizler sonucunda elde edilen
bulgular Tablo 34’de gosterildi.
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Tablo 34. T98G hiicrelerinde MDR ile iliskili genlerin ekspresyon degerleri.

MRP1 MRP5 LRP1

2 mg/ml OLE
2ACT 0,000001 0,00029 0,000402
Kat degisimi -12.06 kat -6.71 kat -8.34 kat
p degeri p=0.024* p=0.042* p=0.013*

350 uM TMZ
2ACT 0,000001 0,000202 0,000233
Kat degisimi -10.76 kat -9.63 kat -14.38 kat
p degeri p=0.011* p= 0.0005* p=0.001*

400 pM TMZ
2ACT 0,000002 0,0003 0,000431
Kat degisimi -6.90 Kkat -6.49 kat -7.76 kat
p degeri p=0.005* p=0.022* p=0.004*

2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ
2ACT 0,000157 0,002495 0,002651
Kat degisimi 11.49 kat 1.28 kat -1.26 kat
p degeri p=0.019* p=0.065 p=0.893
2 mg/ml OLE + 400 uM TMZ

2ACT 0,000038 0,00156 0,001861
Kat degisimi 2.75 kat 1.24 kat -1.80 kat
p degeri p=0.025* p=0.085 p=0.146

T98G hiicrelerinde 2 mg/ml OLE ile muamele edilen hiicrelerin, muamelesiz
hiicreler ile karsilastirildiginda MRP1, MRP5 ve LRP1 genlerinin ekspresyon
seviyelerinde anlamli bir azalma oldugu goriildii (sirasiyla; -12.06 kat p=0.024, -6.71
kat p=0.042, -8.34 kat p=0.013; Sekil 121). 350 uM ve 400 uM TMZ ile muamele
edilen hiicrelerin, muamelesiz US87MG hiicrelerine gére OLE’de goriildiigii gibi
MRP1, MRP5 ve LRP1 genlerinin ekspresyon seviyelerinde anlamli bir azalma oldugu
belirlendi (sirasiyla, 350 uM TMZ igin; -10.76 kat p= 0.011, -9.63 kat p= 0.0005, -
14.38 kat p=0.001; Sekil 122; 400 uM TMZ i¢in; -6.90 kat p=0.005, -6.49 kat p=0.022,
-7.76 kat p=0.004; Sekil 123).
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Sekil 121. T98G hiicrelerinde 2 mg/ml OLE ile muamele edilen hiicrelerin MDR ile iligkili genlerin ekspresyon seviyelerine etkisi
(A) MRP1, (B)MRP5, (C) LRP1. Kontrol: Muamelesiz T98G hiicresi.
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Sekil 122. T98G hiicrelerinde 350 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin MDR ile iligkili genlerin ekspresyon seviyelerine
etkisi (A) MRP1, (B)MRP5, (C) LRP1. Kontrol: Muamelesiz T98G hiicresi.
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Sekil 123. T98G hiicrelerinde 400 pM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin MDR ile iliskili genlerin ekspresyon seviyelerine
etkisi (A) MRP1, (B)MRP5, (C) LRP1. Kontrol: Muamelesiz T98G hiicresi.

OLE+TMZ kombinasyonlarinin MDR ile iligkili genlere olan etkisi incelendiginde,

2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin, muamelesiz T98G

hiicreleri ile karsilastirildiginda MRP1 ve MRP5 genlerinin ekspresyon seviyelerinde

artis, LRP1 geninin ekspresyon seviyesinde diisiis gozlendi (sirasiyla; 11.49 kat
p=0.019, 1.28 kat p=0.065, -1.26 kat p=0.893; Sekil 124). 2 mg/ml OLE + 400 uM
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TMZ ile muamele edilen hiicrelerde de aymi sekilde MRP1 ve MRP5 genlerinin
ekspresyon seviyelerinde artig, LRP1 geninin ekspresyon seviyesinde diisiis gozlendi

(sirasiyla; 2.75 kat p=0.025, 1.24 kat p=0.085, -1.80 kat p=0.146; Sekil 125).
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Sekil 124. T98G hiicrelerinde 2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin MDR ile iligkili genlerin ekspresyon
seviyelerine etkisi (A) MRP1, (B)MRPS5, (C) LRP1. Kontrol: Muamelesiz T98G hiicresi.
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Sekil 125. T98G hiicrelerinde 2 mg/ml OLE + 400 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin MDR ile iliskili genlerin ekspresyon
seviyelerine etkisi (A) MRP1, (B)MRPS5, (C) LRP1. Kontrol: Muamelesiz T98G hiicresi.

2 mg/ml OLE ile muamele edilen hiicrelerin, 350 uM ve 400 uM TMZ ile muamele
edilen hiicreler ile karsilagtirilmasinda Sekil 126 ve Sekil 127°de gosterildigi gibi
MRP1, MRP5 ve LRP1 genlerinin ekspresyon seviyelerinde anlamli bir farklilik
saptanamadi. Bu sonu¢ OLE’nin TMZ’nin disiik ve yiiksek dozu ile benzer etki

gosterdigini dogruladi.
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Sekil 126. T98G hiicrelerinde 2 mg/ml OLE ile 350 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin karsilastirilmalt MDR ile iligkili
genlerin ekspresyon seviyelerine etkisi (A) MRP1, (B)MRP5, (C) LRP1. Kontrol: Muamelesiz T98G hiicresi.
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Sekil 127. T98G hiicrelerinde 2 mg/ml OLE ile 400 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin karsilastirilmali MDR ile iligkili
genlerin ekspresyon seviyelerine etkisi (A) MRP1, (B)MRP5, (C) LRP1. Kontrol: Muamelesiz T98G hiicresi.

4.7.2 USTMG Hiicrelerinde OLE ve TMZ’nin MDR (ile Iliskili Gen Expresyon
Seviyeleri Uzerine Etkilerinin Belirlenmesi

U87MG hiicrelerinde OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyonlarinin MDR ile
iligkili MRP1, MRP5 ve LRP1 genlerinde mRNA ekspresyon seviyesine etkisinin
belirlenmesi amaci ile gerceklestirilen istatistiksel analizler sonucunda elde edilen

veriler Tablo 35’te gosterildi.
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Tablo 35. U87MG hiicrelerinde MDR ile iligkili genlerin ekspresyon degerleri.

MRP1 MRP5 LRP1

1 mg/ml OLE
2ACT 0,000018 0,000717 0,002976
Kat degisimi 1.16 kat 1.30 kat 1.26 kat
p degeri p=0.869 p=0.321 p=0.061

300 uM TMZ
2ACT 0,000025 0,00342 0,020632
Kat degisimi 1.59 kat 3.64 kat 5.4 kat
p degeri p=0.198 p<0.0001* p< 0.0001*

350 uM TMZ
2ACT 0,000007 0,000727 0,003771
Kat degisimi -2.15 kat -1.29 kat 1.00 kat
p degeri p=0.040* p=0.423 p=0.070

1 mg/ml OLE + 300 uM TMZ
2ACT 0,000015 0,001829 0,005742
Kat degisimi -1.03 kat 1.94 kat 1.52 kat
p degeri p=0.951 p=0.0006* p=0.064
1 mg/ml OLE + 350 uM TMZ

2ACT 0,00002 0,001907 0,006326
Kat degisimi 1.26 kat 2.03 kat 1.67 kat
p degeri p=0.806 p<0.0001* p<0.0001*

1 mg/ml OLE ile muamele edilen U87MG hiicrelerin, doz verilmeyen US7MG
hiicrelerine kiyasla MRP1, MRP5 ve LRP1 genlerinin ekspresyon seviyelerinde
anlamli bir azalis veya artis gozlenmedi (sirasiyla, 1.16 kat p=0.869, 1.30 kat p=0.321,
1.26 kat p=0.061; Sekil 128). 300 uM TMZ ile muamele edilen US7MG hiicrelerin,
doz verilmeyen U87MG hiicrelerine kiyasla MRP5 ve LRP1 genlerinin ekspresyon
seviyelerinde anlamli bir artig oldugu gozlendi (sirasiyla; 3.64 kat p<0.0001, 5.4 kat
p<0.0001; Sekil 129). 350 uM TMZ ile muamele edilen U87MG hiicrelerin ise, doz
verilmeyen hiicrelere kiyasla MRP1 geninde anlamli bir azalis oldugu gozlendi (-2.15

kat p=0.040; Sekil 130).
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Sekil 128. U87MG hiicrelerinde 1 mg/ml OLE ile muamele edilen hiicrelerin MDR ile iligkili genlerin ekspresyon seviyelerine
etkisi (A) MRP1, (B)MRPS5, (C) LRP1. Kontrol: Muamelesiz U87MG hiicresi.
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Sekil 129. U87MG hiicrelerinde 300 pM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin MDR ile iliskili genlerin ekspresyon seviyelerine
etkisi (A) MRP1, (B)MRP5, (C) LRP1. Kontrol: Muamelesiz U87MG hiicresi.
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Sekil 130. U87MG hiicrelerinde 350 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin MDR ile iliskili genlerin ekspresyon seviyelerine
etkisi (A) MRP1, (B)MRP5, (C) LRP1. Kontrol: Muamelesiz U87MG hiicresi.
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OLE+TMZ kombinasyonlarinin MDR ile iligkili genlere olan etkisi incelendiginde,
1 mg/ml OLE + 300 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin, muamelesiz U87TMG
hiicrelerine kiyasla MRP5 geninin ekspresyon seviyesinde anlamli bir artis gozlendi
(1.94 kat p=0.0006). 1 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin ise
muamelesiz US7MG hiicrelerine kiyasla MRP5 ve LRP1 genlerinin ekspresyon
seviyelerinde anlamli bir artis gozlendi (sirasiyla; 2.03 kat p<0.0001, 1.67 kat
p<0.0001).

1 mg/ml OLE ile muamele edilen U87MG hiicreleri ile 300 uM TMZ muamele
edilen U87MG hiicrelerinin karsilastirilmasinda, MRP5 ve LRP1 genlerinin 1 mg/ml
OLE ile muamele edilen hiicrelerde daha az eksprese oldugu tespit edildi (Sekil 131).
1 mg/ml OLE ile muamele edilen US7MG hiicrelerinin 300 uM TMZ muamele edilen
U87MG hiicrelerinin karsilastirilmasinda ise, LRP1 geninin ekspresyon seviyesinin
OLE uygulanan hiicrelerde daha diisiik oldugu belirlendi (Sekil 132).
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Sekil 131. U87MG hiicrelerinde 1 mg/ml OLE ile 300 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin karsilastirilmali MDR ile iliskili
genlerin ekspresyon seviyelerine etkisi (A) MRP1, (B)MRP5, (C) LRP1. Kontrol: Muamelesiz U§7MG hiicresi.
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Sekil 132. U87MQG hiicrelerinde 1 mg/ml OLE ile 350 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin karsilastirilmali MDR ile iliskili
genlerin ekspresyon seviyelerine etkisi (A) MRP1, (B)MRP5, (C) LRP1. Kontrol: Muamelesiz U§7MG hiicresi.

4.8. GB Hiicre Hatlarinda OLE ve TMZ’nin Hiicre Yaslanmasi Uzerine EtkKileri
4.8.1 T98G Hiicrelerinde OLE ve TMZ’nin Hiicre Yaslanmasi Uzerine Etkileri

T98G hiicreleri i¢in belirlenen etkin OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyon
dozlarimin hiicre yaslanmasi {izerine olan etkilerinin belirlenmesi amaci ile
gergeklestirilen Senescence [-Galactosidase Staining deneyi sonucunda, kontrolde
(doz verilmeyen) yaslanan hiicre sayisinin ortalama 113 hiicrede 1 oldugu tespit edildi
(9%0.8, p<0.0001, Tablo 36). T98G igin en etkin doz olarak belirlenen 2 mg/ml OLE
uygulanan hiicrelerde yaslanan hiicre sayisinin ortalama 66 hiicrede 7 oldugu
belirlendi (%11, p<0.0001). 350 uM ve 400 uM TMZ uygulanan hiicrelerde yaslanan
hiicre sayisinin ise sirasiyla ortalama 105 hiicrede 69 (%66, p<0.0001) ve ortalama
106 hiicrede 50 (%47, p<0.0001) olarak belirlendi. Sonuglar dogrultusunda OLE’nin
kontrol hiicreye gore diisiik bir oranda hiicre yaslanma O6zelligi gosterdigi ancak
TMZ’nin iki dozunun da kontrole ve OLE’ye gore yiiksek oranda hiicreleri
yaslandirdig: belirlendi. (Sekil 133). Kombinasyonlar ile muamele edilen hiicrelerde
ise, 2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ uygulanan hiicrelerde ortalama 66 hiicrede 17 (%25,
p<0.0001), 2 mg/ml OLE + 400 uM TMZ uygulanan hiicrelerde ortalama 83 hiicrede
25 (%30, p<0.0001) vyaslanan hiicre tespit edildi. Boylece OLE+TMZ

kombinasyonlar: ile muamele edilen hiicrelerde yaslanan hiicre sayisinin az olmasi
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dolayistyla TMZ’nin hiicreleri yaslandirma 6zelliginin OLE ile azaldigi saptandi
(p<0.0001, Sekil 134).

Tablo 36. OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyonunun T98G hiicrelerinde hiicre yaglanmasi tizerine etkisi.

.. _ Ortalama hiicre .. _ Ortalama yaslanan
Hiicre sayist (n=3) sayist Yaslanan hiicre sayist (n=3) hiicre saytst (%)
| 1 11 | 1 11
Muamele edilmemis -, 5; 11 107 113 0 3 0 1(%0.8)
kontrol

2 mg/ml OLE 54 67 76 42 7 8 7 7 (%11)
350 pM TMZ 101 104 110 105 77 53 77 69 (%66)
400 uM TMZ 100 104 115 106 42 33 76 50 (%47)

2 mg/ml OLE + 350 o
UM TMZ 78 94 57 66 15 17 19 17 (%25)
2mg/ml OLE +400 4 90 85 83 25 28 2 25 (%30)

UM TMZ
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1. plate 2. plate 3. plate

Sekil 133. OLE ve TMZ nin T98G hiicrelerinde hiicre yaglanmasi tizerine etkileri (A) Muamele edilmemis T98G hiicreleri (B)
2 mg/ml OLE (C) 350 uM TMZ (D) 400 uM TMZ (E) 2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ (F) 2 mg/ml OLE + 400 uM TMZ ile
muamele edilmis T98G hiicreleri. (Fotograflar 20X 151k mikroskobu ile goriintiilemistir).
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Sekil 134. T98G hiicrelerinde OLE ve TMZ muamelelerinin kontrol ve birbirlerine gore yaslanma tizerindeki etkilerinin
karsilastiriimalart (* p <0.0001, bagimsiz t test). Kontrol: Muamelesiz T98G hiicresi.

4.8.2. US7MG Hiicrelerinde OLE ve TMZ’nin Hiicre Yaslanmasi Uzerine
Etkileri

U87MG hiicrelerinde OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyon dozlarinin hiicre
yaslanmasi iizerine olan etkilerinin belirlenmesi amaciyla yapilan Senescence [3-
Galactosidase Staining deneyi ile, kontroldeki (doz verilmeyen) hiicrelerde, yaslanan
hiicre sayisinin ortalama 418 hiicrede 13 oldugu tespit edildi (%3.1, p<0.0001, Tablo
37). 1 mg/ml OLE uygulanan hiicrelerde yaslanan hiicre sayisinin ortalama 235
hiicrede 12 oldugu belirlendi (%5.1, p<0.0001). 300 uM ve 350 uM TMZ uygulanan
hiicrelerdeki yaslanan hiicre sayilar1 ise sirasiyla ortalama 461.5 hiicrede 62 (%13.4,
p<0.0001) ve ortalama 368.5 hiicrede 36 (%9.7, p<0.0001) olarak belirlendi. Sonuglar,
kontrol hiicreye kiyasla OLE ve TMZ’nin hiicre yaslanma ozelligi gosterdigi
belirlendi. (Sekil 135). Kombinasyonlar ile muamele edilen hiicrelerde ise, 1 mg/ml

OLE + 300 uM TMZ uygulanan hiicrelerde ortalama 360.5 hiicrede 15 (%4.2, p
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=0.0001), 1 mg/ml OLE + 350 uM TMZ uygulanan hiicrelerde ortalama 373 hiicrede
17.5 (%4.5, p<0.0001) yaslanan hiicre tespit edildi. Bdylece OLE+TMZ
kombinasyonlari ile muamele edilen hiicrelerde tek basina TMZ ile muamele edilen
hiicrelere gore daha az yaslanan hiicre sayisinin olmasindan dolayt TMZ’nin hiicreleri

yaslandirma 6zelliginin OLE ile azaldig1 saptandi (p<0.0001, Sekil 136).

Tablo 37. OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyonunun U87MG hiicrelerinde hiicre yaglanmasi {izerine etkisi.

Ortalama
yaslanan
hiicre sayzst,
(%)

Ortalama

hilcre sayist Yaslanan hiicre sayist (n=3)

Hiicre say1s1 (n=2)

Muamele
edilmemis 412 424 418 10 16 13 (%3.1)
kontrol

1 mg/ml
OLE 279 191 235 10 14 12 (%5.1)

300 pM
T™Z

350 uM
T™Z

469 454 4615 49 75 62 (%13.4)

339 398 368.5 27 45 36 (%9.7)

1 mg/ml
OLE + 300 391 330 360.5 21 9 15 (%4.2)
uM TMZ

1 mg/ml
OLE + 350 382 364 373 8 27 17.5(4.5)
uM TMZ
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1. plate 2. plate 3. plate

Sekil 135. OLE ve TMZ’nin U87MG hiicrelerinde hiicre yaslanmasi tizerine etkileri (A) Muamele edilmemis U87MG hiicreleri
(B) 1 mg/ml OLE, (C) 300 uM TMZ, (D) 350 uM TMZ, (E) 1 mg/ml OLE + 300 uM TMZ (F) 1 mg/ml OLE + 350 uM TMZ
ile muamele edilmis U87MG hiicreleri. (1.ve 2. plateteki fotograflar 20X ile 3. platedeki fotograflar ise 10X 151k mikroskobu
gorintiilemistir).
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Sekil 136. US7MG hiicrelerinde OLE ve TMZ muamelelerinin kontrol ve birbirlerine gére yaslanma iizerindeki etkilerinin
karsilagtirmali (* p <0.0001, ** p=0.0001, bagimsiz t test). Kontrol: Muamelesiz U87MG hiicresi.

4.9. GB Hiicre Hatlarinda OLE ve TMZ’nin Birlikte LncRNA Ekspresyon

Profilleri Uzerine Etkileri

4.9.1. T98G Hiicrelerinde OLE ve TMZ’nin Birlikte LncRNA Ekspresyon

Profilleri Uzerine Etkileri

T98G hiicrelerinde OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyonlarinin MALATIL,
HOTAIR, LOXL1-AS1, PVT1 ve H19 LncRNA’larin ekspresyon seviyelerine
etkilerinin belirlenmesi amaci ile istatistiksel analizler gergeklestirildi. Bu analizler
dogrultusunda; 2 mg/ml OLE ile muamele edilen T98G hiicrelerinin, muamele

edilmeyen T98G hiicrelerinin referans geniyle standardize edilerek kiyaslandiginda
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MALAT1 ve LOXL1-AS1 LncRNA’larin ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak
anlamli bir azalma olmakla birlikte, HOTAIR ve PVT1 LncRNA’larin ekspresyon
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamliya ulasamayan azalma, H19’un ekspresyon
seviyesinde ise artma oldugu tespit edildi (sirasiyla; p=0.025, p=0.037, p=0.314,
p=0.311, p=0.241; Sekil 137).

A 2
25 P=0.314

3.0 =t 16

S E—
2.5+ 15 —‘7
< 2.0- Z 14
1.5 |%| 13 i
1.0 T 12

T T
kontrol 2 mg/mL OLE kontrol 2 mg/mL OLE

C LOXL1-AS1 D PVTI
14.0- P=0037 13.0 1 .P=[].311
13.54 «T»
12.5]
_ 130 b
3 ﬁ

12.54
12.04

12.04
1.5 T I 11.5 T T
kontrol 2 mg/mL OLE kontrol 2 mg/mL OLE
E [5]
13- P=0.241

12
S 11
10

T T
kontrol 2 mg/mL OLE

Sekil 137. T98G hiicrelerinde 2 mg/ml OLE ile muamele edilen hiicrelerin LncRNA’larin ekspresyon seviyelerine etkisi (A)
MALAT1, (B) HOTAIR, (C) LOXL1-AS1, (D) PVTL, (E) H19.

350 uM TMZ ile muamele edilen T98G hiicrelerin, muamele edilmeyen T98G
hiicrelerinin referans geniyle standardize edilerek kiyaslandiginda MALAT1 HOTAIR
ve H19 LncRNA’larin ekspresyon seviyelerinde azalis gozlendi ancak istatistiksel
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olarak anlamlilik saptanmadi (sirasiyla; p=0.051, p=0.402, p=0.088, p=0.810; Sekil

138).

A
MALATI
- P=0.051 16 P=0.402
154
2 I_ [
_ _ 144
z z
131
14
124 %
0 I I 11 1 I
kontrol 350 pM TMZ kontrol 350 uM TMZ
C
LOXL1-ASI D
14.0 P=0.535 13.0 .P&‘
° %
13.5+ 12.54 i
2 =
13.0 12.0
O
12.5 T T 11.5 T T
kontrol 350 pM TMZ kontrol 350 pM TMZ
E
H19
13- P= USIC
124
< 11 1
104
[ O
9

T
kontrol

T
350 pM TMZ

Sekil 138. T98G hiicrelerinde 350 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin LncRNA’larin ekspresyon seviyelerine etkisi (A)
MALAT1, (B) HOTAIR, (C) LOXL1-AS1, (D) PVTL1, (E) H19.

400 uM TMZ ile muamele edilen T98G hiicrelerin, muamele edilmeyen T98G
hiicrelerinin referans geniyle standardize edilerek kiyaslandiginda MALATI’in
ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma olmakla birlikte
HOTAIR, PVT1 ve H19 LncRNA’larin ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak
anlamliya ulagamayan azalma goriildi (sirasiyla; p=0.024, p=0.997, p=0.607,
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p=0.733; Sekil 133). LOXL1-AS1’in ekpresyon seviyesinde ise artig tespit edildi
(p=0.574; Sekil 139).

A .
3 P=0024 16- P=10.097
AT hd
15-
2 | &

1
13
0 12

T T T T
kontrol 400 uM TMZ kontrol 400 uM TMZ

c D
LOXLI-AS1
- PVTI
14,0 UYL B, 13.0- P=0.607
_ D=0607
o e
L
13.5 12,5 -
Z S
<
13.09 12.04
{E .
12.5 115

1 1
I I
kontrol 400 uM TMZ kontrol 400 uM TMZ

E H19
13- P=0.733

ot
RN

T T
kontrol 400 uM TMZ

Sekil 139. T98G hiicrelerinde 400 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin LncRNA’larin ekspresyon seviyelerine etkisi (A)
MALAT1, (B) HOTAIR, (C) LOXL1-AS1, (D) PVTL, (E) H19.

OLE+TMZ kombinasyonlarinin LncRNA genlerine olan etkisi incelendiginde, 2

mg/ml OLE + 350 uM TMZ ile muamele edilen T98G hiicrelerinin, muamele

edilmeyen T98G hiicrelerinin referans geniyle standardize edilerek kiyaslandiginda
MALATL1, LOXL1-AS1 ve PVTL’in ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak
anlamli bir azalis olmakla birlikte H19 ve HOTAIR un ekspresyon seviyelerinde
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istatistiksel olarak anlamliya ulasamayan azalis goriildii (sirasiyla; p=0.017, p=0.045,
p<0.0001, p=0.767, p=0.313; Sekil 140).

34 P=0.017 16 P=0.767

e T
-

2 . T S i
T 12-

T T
kontrol 2 mg/mL OLE
+

T T
kontrol 2 mg/mL OLE
+

350 M TMZ 350 uM TMZ
C
LOXLI-AS1 D
14.0— P=0.045 14 P-0.000]
13.54 «T»
13+
13.0+
ft 0

< 12.5 «T» g 124
12.0
=] +
11.5- pod

11.0 T T 10 T T
kontrol 2 mg/mL OLE kontrol 2 mg/mL OLE
+ +
350 pM TMZ 350 pM TMZ
E HIO
13- P=0313

| 7
1

T T
kontrol 2 mg/mL OLE
+

350 pM TMZ
Sekil 140. T98G hiicrelerinde 2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin LncRNA’larin ekspresyon seviyelerine
etkisi (A) MALAT1, (B) HOTAIR, (C) LOXL1-AS1, (D) PVTL, (E) H19.

2 mg/ml OLE + 400 uM TMZ ile muamele edilen T98G hiicrelerinin, muamele
edilmeyen T98G hiicrelerinin referans geniyle standardize edilerek kiyaslandiginda
MALAT1, LOXL1-AS1 ve PVTl1l LncRNA’larin ekspresyon seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli bir diisiis olmakla birlikte H19’un ekspresyon seviyesinde
istatistiksel olarak anlamliya ulasamayan diisiis gozlendi (sirastyla; p=0.0001,

p=0.003, p=0.0009, p=0.173; Sekil 141).
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-2 T T 10 T T
kontrol 2 mg/mL OLE kontrol 2 mg/mL OLE
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Z S 117

11 —T— 10.
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kontrel 2 mg/mL OLE kontrel 2 mg/mL OLE
+ +
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E HI9

134 P=10.173

12
_ 114
3

10

L]
5 H

T T
kontrol 2 mg/mL OLE
+

400 uM TMZ

Sekil 141. T98G hiicrelerinde 2 mg/ml OLE + 400 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin LncRNA’larin ekspresyon seviyelerine
etkisi (A) MALAT1, (B) HOTAIR, (C) LOXL1-AS1, (D) PVTL1, (E) H19.

350 uM TMZ ile mualeme edilen T98G hiicrelerinin, 2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ
ile muamele edilen T98G hiicrelerin karsilastiriimasinda Sekil 142°de gosterildigi gibi
MALAT1, LOXL1-AS1 ve PVT1’in ekspresyon seviyeleri kombinasyon ile muamele
edilen hiicrelerde daha yiiksek miktarda diislis gbzlendi (sirasiyla; p=0.267, p=0.025,
p=0.012).
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2.5 P=0.267 16 P=0.620
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.
134 j 12.04 ——
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12 T 2

T T 10.5
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+

T T
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+
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N
.
114
10- i

T T
350 M TMZ 2 mg/mL OLE
+

350 uM TMZ

Sekil 142. T98G hiicrelerinde 350 pM TMZ ile 2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin karsilastiriimaly
LncRNA’larin ekspresyon seviyelerine etkisi (A) MALATL, (B) HOTAIR, (C) LOXL1-AS1, (D) PVT1, (E) H19.

2 mg/ml OLE + 400 uM TMZ kombinasyonu ile muamele edilen T98G
hiicrelerinin tek bagina 400 uM TMZ verilen hiicreler ile karsilastirilmasinda Sekil
143’de gosterildigi gibi MALATI1, LOXL1-AS1 ve PVT1 genlerinin ekspresyon
seviyelerinde daha yiiksek oranda dislis goriildi (sirasiyla; p=0.023, p=0.002,
p=0.002).
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Sekil 143. T98G hiicrelerinde 400 pM TMZ ile 2 mg/ml OLE + 400 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin kargilagtirilmali
LncRNA’larin ekspresyon seviyelerine etkisi (A) MALATL, (B) HOTAIR, (C) LOXL1-AS1, (D) PVT1, (E) H19.

4.9.2. US7TMG Hiicrelerinde OLE ve TMZ’nin Birlikte LncRNA Ekspresyon
Profilleri Uzerine Etkileri

OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyonlarinin U87MG hiicrelerinde, MALAT]L,
HOTAIR, LOXL1-AS1, PVT1 ve H19 LncRNA’larin ekspresyon seviyelerine olan
etkilerinin belirlenmesi amac ile istatistiksel analizler gergeklestirildi. Bu analizlerin

sonucunda elde edilen veriler ile 1 mg/ml OLE ile muamele edilen U87TMG

hiicrelerinin, muamele edilmeyen U87MG hiicrelerinin referans geniyle standardize
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edilerek kiyaslandiginda MALAT1, HOTAIR, LOXL1-AS1, PVT1 ve H19
LncRNA’larin ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli seviyede olmayan
bir azalma tespit edildi (sirasiyla; p=0.125, p=0.812, p=0.116, p=0.052, p=0.724; Sekil
144).

A B
MALATI HOTAIR
25 P=0.125 20+ P=0.812
2.0 } .
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1.5+ % -4
2 1.0 < 10
0.5+
5_
0.0
-0.5 T T 0 T T
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C D
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20— P=0.116 15+ P=0.052
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‘ﬁ- :
15 ==
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54
5_
0 T T 0 T T
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E
Hi9
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0

T T
kontrol 1 mgimL OLE

Sekil 144. U87MG hiicrelerinde 1 mg/ml OLE ile muamele edilen hiicrelerin LncRNA’larin ekspresyon seviyelerine etkisi (A)
MALAT1, (B) HOTAIR, (C) LOXL1-AS1, (D) PVTL, (E) H19.

300 uM TMZ ile muamele edilen U87MG hiicrelerin, muamele edilmeyen US7MG
hiicrelerinin referans geniyle standardize edilerek kiyaslandiginda MALAT1, PVT1
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ve H19 LncRNA ’larin ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma
gozlendi (sirasiyla; p=0.011, p=0.003, p=0.002; Sekil 145).
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Sekil 145. U87MG hiicrelerinde 300 pM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin LncRNA’larin ekspresyon seviyelerine etkisi (A)
MALAT1, (B) HOTAIR, (C) LOXL1-AS1, (D) PVTL1, (E) H19.

350 uM TMZ ile muamele edilen U87MG hiicrelerin, muamele edilmeyen US7MG
hiicrelerinin referans geniyle standardize edilerek kiyaslandiginda H19’un ekspresyon
seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir diisiis gozlendi (p=0.014). Ancak 350 uM
TMZ ile muamele edilen U87MG hiicrelerin MALAT1 ve PVT1 LncRNA’larin
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ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis saptandi (sirasiyla;
p=0.027, p=0.001; Sekil 146).
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Sekil 146. US7MG hiicrelerinde 350 pM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin LncRNA’larin ekspresyon seviyelerine etkisi (A)
MALAT1, (B) HOTAIR, (C) LOXL1-AS1, (D) PVTL1, (E) H19.

LncRNA’larda OLE+TMZ kombinasyonlarinin etkisi incelendiginde, 1 mg/ml
OLE + 300 pM TMZ ile muamele edilen US7MG hiicrelerinin, muamele edilmeyen
US87MG hiicrelerinin referans geniyle standardize edilerek kiyaslandiginda PVT1 ve
H19 LncRNA’larin ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlaml bir diisiis
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olmakla birlikte HOTAIR ve LOXL1-AS1 LncRNA’larin ekspresyon seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamliya ulasamayan diisiis, MALAT1’de ise artis gozlendi
(swrasiyla; p=0.019, p=0.048, p=0.366, p=0.134, p=0.199; Sekil 147).
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Sekil 147. U87MG hiicrelerinde 1 mg/ml OLE + 300 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin LncRNA’larin ekspresyon
seviyelerine etkisi (A) MALATL1, (B) HOTAIR, (C) LOXL1-AS1, (D) PVTL1, (E) H19.

1 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ile muamele edilen U87MG hiicrelerinin, muamele
edilmeyen U87MG hiicrelerinin  referans geniyle standardize edilerek
karsilagtirildiginda ise MALAT 1 ’in ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak anlaml
bir azalma olmakla birlikte HOTAIR, LOXL1-AS1, PVT1 ve H19 LncRNA’larin
ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamliya ulasamayan bir azalma tespit
edildi (sirastyla; p=0.033, p=0.168, p=0.096, p=0.744, p=0.279; Sekil 148).
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Sekil 148. U87MG hiicrelerinde 1 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin LncRNA’larin ekspresyon
seviyelerine etkisi (A) MALATL1, (B) HOTAIR, (C) LOXL1-AS1, (D) PVTL, (E) H19.

1 mg/ml OLE + 300 uM TMZ ile muamele edilen T98G hiicrelerinin, 300 uM TMZ
ile mualeme edilen U887MG hiicrelerine gore MALATI1 ve PVT1 LncRNA’larin
ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli oranda artis gozlendi (sirasiyla;

p=0.001, p=0.026; Sekil 149).
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Sekil 149. T98G hiicrelerinde 300 pM TMZ ile 1 mg/ml OLE + 300 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin kargilagtirilmali
LncRNA’larin ekspresyon seviyelerine etkisi (A) MALATL, (B) HOTAIR, (C) LOXL1-AS1, (D) PVT1, (E) H19.

1 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ile muamele edilen T98G hiicrelerinin, 350 uM TMZ
ile mualeme edilen US87MG hiicrelerine gore MALATI1, HOTAIR, LOXL1-AS1 ve
PVT1 LncRNA’larin ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli oranda
diisiis, H19 seviyesinde artig goriildii (sirastyla; p=0.001, p=0.018, p=0.012, p=0.001,
p=0.004; Sekil 150).
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Sekil 150. T98G hiicrelerinde 350 pM TMZ ile 1 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin karsilastirilmali
LncRNA’larin ekspresyon seviyelerine etkisi (A) MALAT1, (B) HOTAIR, (C) LOXL1-AS1, (D) PVT1, (E) H19.
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5. TARTISMA VE SONUC

GB, yetiskinlerde merkezi sinir sisteminde en sik goriilen primer beyin timor
grubudur (Deorah ve ark., 2006). Yenilik¢i tan1 ve tedavi stratejilerinin gelistirilmesine
ragmen, GB’nin prognozu oldukg¢a kotii seyretmektedir (Reardon ve ark., 2012)
Yiiksek agresif ozellik gosteren GB’nin tedavisindeki basarisizligin en 6nemli
sebeplerinden birisi, kemoterapi ilact olarak kullanilan TMZ’nin sitotoksik etki
gostermesi ve kanser hiicrelerinin bu ilaca kars1 direng gelistirmesidir. Bu sebeple,
sitotoksik etkisi daha az olan etkinligi yiiksek yeni terapotik hedeflerin gelistirilmesine
ihtiyag duyulmaktir. Son yillarda cesitli kanserlerin tedavisinde terapotik ozelligi
ortaya konan bitkisel oziitlerden yararlanilmakta ve bu sayede kemoterapi ilaglari ile
birlikte kullanilarak ilaglarin etkinliginin arttirilmasi ve kemoterapoétik ilaglarin sebep

oldugu yan etkilerinin azaltilmas1 saglanmaktadir (Vengoji ve ark., 2018).

Olea europaea, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan yiiksek anti-oksidan
0zellik gosteren bir meyvedir. Olea europaea 'nin yapraklarindan elde edilen 6ziit olan
OLE yiiksek miktarda sekoiridoid, triperten ve flavonoidler gibi biyoaktif bilesenleri
icermektedir. Bugiine kadar OLE’nin anti-tiimdral 6zellik gosterdigi cesitli calismada
ele alinmig olup, bu bitki 6ziitiinlin hiicreler tizerinde anti-proliferatif etki gosterdigi
belirlenmistir. Bartoli ve ark. (2000) siganlarda yaptiklari ¢alismalarinda oleuropeinin
kolon tiimorlerini, Stark ve ark (2003) ise OLE’nin meme kanseri gelisimini
baskiladigini tespit etmislerdir. OLE nin GB’lerdeki anti-proliferatif etkisi ilk kez

Anabilim Dali’mizda yapilan ¢aligmalar ile belirlenmistir.

Anabilim Dali’mizda daha Onceden yapilan ¢alismalar ile OLE’nin T98G ve
U87MG hiicre hatlan iizerinde anti-proliferatif etki olusturdugu ve proliferasyonu
onemli 6l¢ilide azalttig1 gosterilmistir. Bunun yaninda hiicrelerin OLE varliginda TMZ
ile muamele edildiginde belirli miRNA’larin ekspresyon seviyelerini anlamli bir
sekilde arttirdig1 ve hiicreleri 6liime gotiirdiigii gosterilmistir (Tunca ve ark., 2012).
Ayn1 zamanda OLE'nin MGMT'in hipermetilasyonunu arttirildigr ve dolayisiyla
TMZ mekanizmasi igin fayda saglayabilecegi belirlenmistir (Tezcan ve ark., 2017a).
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Yapilan bir bagka ¢alismada, OLE'nin CSC (+) tiimorleri iizerinde belirli belirteglerin
ekspresyonlarini azalttig1 ve anti-invaziv etki gosterdigi tespit edilmistir (Tezcan ve
ark., 2017b). Ancak OLE’nin glial timorlerin agresifligini azaltma ile iligkili olarak;
tiimoriin EMT, CSC belirtegleri iizerindeki etkileri, MDR’nin kirilmasi yoniindeki
etkileri ve 6zellikle hiicresel doniisiimii engelleyen bir timor baskilanma mekanizmasi
olarak belgelenmis olan hiicre yaslanmasinin iizerine etkileri bilinmemektedir. Ayrica
epigenetik mekanizma ile iligkili olarak OLE’nin LncRNA’lar1 iizerine etkileri

bilinmemektedir.

Mevcut tez ¢aligmasinda, OLE nin glial tiimorler tizerindeki tedavi edici yoniiniin,
mikrogevrenin etkilerinin daha iyi degerlendirilebilmesine olanak saglayan ve in-
vivo’ya benzer fizyolojik 6zelliklere sahip olan 3B kiiltiir modeli ele alinarak T98G,
US87MG hiicrelerinin ¢ogaltilmast amaglanmigtir. Bununla birlikte tiimoriin agresifligi
ile iligkili olan, EMT belirtegleri (Twist, Snail, Zebl, N-kaderin ve E-Kaderin
ekspresyonlari), CSC belirtegleri (CD133, NANOG, SOX2 ve OCT4 ekspresyonlari)
ve invazyon Ozellikleri (koloni olusumu ve yara iyilesmesi) lizerindeki etkilerinin
incelenmesi ve OLE nin tedavi edici yonti ile iliskili olarak MDR’nin (MRP1, MRP5,
LRP1 ekspresyonlart) kirilimi ile iliskisinin ve hiicre yaglanmasinin iizerine etkisinin
degerlendirilmesi, ayni zamanda OLE’nin son zamanlarda bir¢cok kanserde
biyobelirteg olarak kullanilan LncRNA’larin (MALATI1, HOTAIR, LOXL1-AS],

PVT1, H19 ekspresyonlart) {izerine etkisinin ortaya konulabilmesi hedeflenmistir.

TMZ’nin direngli T98G ve direngsiz U887MG hiicre hatlar {izerine etkilerinin
gosterildigi caligmalar literatiirde bulunmaktadir (Kanzawa ve ark., 2003 ve Ryu ve
ark., 2012). Ayn1 zamanda Anabilim Dali’'mizda daha 6nce yapilan c¢aligmalar ile
literatiir ile es deger olarak TMZ’nin GB hiicre hatlar1 iizerindeki sitotoksik etkisi
belirlenmistir. Katkasyali 61 yasindaki bir erkek hastadan alinmis T98G hiicreleri i¢in
ve Katkasyali 44 yasindaki bir erkek hastadan alinmis U87MG hiicreleri icin TMZ’nin
lethal dozlari, Anabilim Dali’'mizda Giilgin Tezcan’in doktora tezi kapsaminda
belirlenmistir. Yapilan ¢alismada TMZ nin etkin doz ve siirelerini belirlemek i¢in 300
uM, 325 puM, 350 uM, 400 uM, 450 uM ve 500 pM’dan olusan dozlar1 24 saat
boyunca T98G ve US7MG hiicrelerine verilmistir. Sonucunda 24 saatte T98G igin 450
uM TMZ’nin, US7MG hiicreleri i¢in ise uygulanan tiim dozlarin lethal oldugu tespit
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edilmistir. Mevcut tez ¢alismasinda yeni alinan TMZ’nin optimizasyonunun
saglanabilmesi i¢in belirlenen bu dozlarin géz 6niine alinarak yapilan WST-1 analizine
gore T98G  hiicreleri i¢in TMZ’nin 24. saatteki 350 uM ve 400 uM
konsantrasyonlarinin sirasiyla %28,60, %40,19 canlilik oraniyla, US7MG hiicreleri
icin TMZ’nin 24. saatteki 300 uM ve 350 uM konsantrasyonlarinin sirasiyla %51,71,
%44,61 canlilik oranlar ile 6liimciil etki gosteren dozlari olarak belirlendi (p<0.001).
TMZ’ye karst direngli olan T98G hiicrelerinde, etkin dozdan sonraki hiicre
canliligindaki artisin hiicrelerin direng gelistirmesinden dolay1r oldugu seklinde

degerlendirilmistir.

OLE’nin TMZ’ye direngli T98G hiicreleri ve TMZ’ye direng gostermeyen US7MG
hiicrelerindeki etkin dozlari, Anabilim Dali’mizda 2010/07 numarali BAP projesi
kapsaminda aragtirllmig ve Journal of Cancer Research and Clinical Oncology
dergisinde 2012 yilinda yaymlanmistir. Bu kapsamda T98G ve U87MG hiicreleri igin
lethal dozun 24 saatte 1 mg/ml ve 2 mg/ml oldugu belirlenmistir. Mevcut tez
caligmasinda, yeni alinan OLE’nin optimizasyonunun saglanabilmesi i¢in belirlenen
bu dozlar dogrultusunda gergeklestirilen WST-1 analizine gore T98G hiicreleri i¢in
OLE’nin 24. saatteki 2 mg/ml konsantrasyonu %42,06 canlilik oraniyla, U87MG
hiicreleri igin ise OLE’nin 24. saatteki 1 mg/ml konsantrasyonunun %49,2 canlilik
oraniyla lethal etki gdsteren dozlari olarak belirlendi. Anabilim Dali’mizda daha 6nce
gergeklestirilen calismalarda belirlenen konsantrasyonlar ile uyumlu olarak OLE’nin
iki hiicre hattinda canlilik oranlarim1 doz ve zamana bagli olarak istatistiksel olarak

anlaml1 derecede azalttig1 belirlenmistir (p<0.001).

Mevcut projede, OLE nin, TMZ ile es zamanl etkisinin incelenmesi amaciyla daha
onceki ¢alismalar 15181inda, TMZ’nin etkin dozlar1 OLE ile birlikte T98G ve US7TMG
hiicrelerine verilmigtir. OLE nin TMZ ile es zamanli etkisinin degerlendirilmesinde, 2
mg/ml OLE + 350 uM TMZ konsantrasyonunun canlilik oran1 %38,57, 2 mg/ml OLE
+ 400 uM TMZ konsantrasyonlarin canlilik orani ise %40,27 olarak belirlenmistir.
Bu kapsamda OLE ve TMZ kombinasyonunun tek basina TMZ’ye gore T98G
hiicrelerinin canliligin1 daha yiiksek oranda inhibe ettigi gozlenmistir. Mevcut
calismada elde edilen bulgular, OLE’nin TMZ’nin aktivitesine katki sagladigi

yoniinde oldugunu daha onceki caligsmalarimiza paralel sekilde gostermistir. Ayni
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zamanda TMZ’ye karsi direngli olan T98G hiicrelerinde, direngten kaynaklandig

diistiniilen etkin dozdan sonraki artisin OLE ile baskilandig1 gosterildi.

Evre 4 olarak tanimlanan GB oldukca agresif bir tiimordiir. Agresifligi ile iligkili
EMT ve CSC belirteglerinin {izerine yapilan c¢aligmalar kisitli kalmakta, timdriin
agresifligi onlenememekte ve dolayisiyla tedaviyi olumsuz yonde etkilemektedir. Bu
nedenle, timoriin agresifligi ile iligkili belirteclerin arastirilmasi, yara iyilesmesi ve
koloni olugumu gibi fonksiyonel analizler ile teyit edilmesi ve bdylece agresifligin
baskilanmasi, yeni tedavi yontemlerinin sekillendirilmesi gerekmektedir. OLE’nin tek
bagma ve TMZ ile birlikte T98G ve U87MG hiicrelerindeki tiimoriin agresifligi
tizerine etkilerinin degerlendirilmesi amaciyla hiicrelerin fonksiyonel olarak yara
iyilestirme ve koloni olusturma o6zellikleri degerlendirildi. T98G hiicrelerine 24 saat
stiresince tek basina OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyon dozlarinin verilmesiyle
hiicrelerin yara iyilestirme Ozelliklerine etkileri incelendi. Deney sonucunda,
muamele edilmeyen T98G hiicrelerinde yara alaninda %75 oraninda kapanma
gozlendi. 2 mg/ml OLE ile muamele edilen T98G hiicrelerinde ise kapanma oraninin
korundugu ve ayrica yara acikligimmin da %8 oraninda artis oldugu tespit edildi. Bu
durum OLE’nin  T98G hiicrelerindeki invazyon Ozelligini  baskiladigini
gostermektedir. TMZ i¢in etkin oldugu belirlenen 350 pM ve 400 uM TMZ dozlarinin
T98G hiicrelerindeki yara alanini sirasiyla %3 ve %2 oraninda arttirdig: belirlendi ve
TMZ ile muamele edilen hiicrelerde migrasyon Ozelliklerinde istatistiksel olarak
anlamli bir azalis oldugu gozlendi (p<<0.001). T98G hiicrelerinde TMZ nin diisiik ve
yiiksek dozu ile 2 mg/ml OLE nin birlikte muamele edilmesi sonucunda ise 2 mg/ml
OLE + 350 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerdeki yara agikliginin %3, 2 mg/ml
OLE + 400 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerdeki ise yara agikliginin %17 arttig
tespit edildi. T98G hiicrelerinde OLE ve TMZ’nin birlikte muamele edilmesinin, tek
basina TMZ ile muamele edilmesine kiyasla go¢ yeteneklerinin daha yiliksek oranda
baskilandig: ve tek basina verilen dozlara gore yara agikligi kapanma oraninin daha az
oldugu tespit edildi. Yiiksek toksik etki gosteren TMZ nin, olusturulan ¢izik alaninin
etrafindaki hiicreleri yapisin1 degistirerek smirlarini bozdugu ancak OLE’nin
olusturulan ¢izik alaninin sinirlarii koruyarak yara alanini korudugu ve gog
yetenegini baskiladigi gosterildi. US7MG hiicrelerine 24 saat boyunca etkin OLE,

TMZ ve OLE+TMZ kombinasyon dozlarinin verilmesiyle hiicrelerin yara iyilestirme
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Ozelliklerine etkileri sonucunda, muamele edilmeyen U87MG hiicrelerinde %79
oraninda kapanma gozlendi. 1 mg/ml OLE ile muamele edilen U§7MG hiicrelerinde
ise yara alaniin %15 oraninda arttig1 gézlendi (p<0.001). Boylece OLE’nin U§7MG
hiicrelerinin yayilma 6zelligini baskiladigini kanitladi. 300 uM TMZ ile muamele
edilen hiicrelerin yara acikligint %3 oraninda arttirdigi, 350 uM TMZ dozlan ile
muamele edilen hiicrelerin ise yara acikligini %22 oraninda kapattigi gozlendi.
U87MG hiicrelerinde 1 mg/ml OLE + 300 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerdeki
yara agikligin %10, 1 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerdeki ise
yara agikligin %28 artt1g1 tespit edildi. Tek basina OLE 'nin, diisiik ve yiiksek doz TMZ
ile muamele edilen hiicrelere kiyasla olusturulan yara agikligin kapanmasiin daha
diisiik oranda oldugu ve gog¢ yeteneklerinin ¢ok daha fazla baskilandigini belirlendi.
Sonug olarak, OLE’nin T98G ve US7MG hiicrelerinin yayilma ve go¢ yeteneklerini
yiikksek oranda baskiladigi, kemoterapi ilact olan TMZ’ye benzer etki gostererek
migrasyon hizini azalttig1 kanitlanmistir. Bunun yaninda tek basina TMZ ile muamele
edilen hiicrelere kiyasla TMZ’nin OLE ile birlikte uygulanmasinin sonucunda yara
acikligimi daha fazla arttirdigt ve TMZ ile sinerjik etki gostererek hiicre gociinii
engelledigi belirlendi.

Mevcut ¢alismada T98G hiicrelerinde, OLE’nin tek basimna ve TMZ ile birlikte
koloni olusturma yetenegi tizerine etkisi incelendiginde, 2 mg/ml OLE ile muamele
edilen hiicrelerde, muamelesiz T98G hiicrelerine goére koloni sayilarinda azalma
oldugu belirlendi (p<0.001). 350 uM ve 400 uM TMZ ile muamele edilen T98G
hiicrelerinin muamele edilmeyen T98G hiicrelerine gore koloni sayilariin daha az
oldugu tespit edildi. Ancak TMZ ile muamele edilen hiicrelerin koloni sayilari ile 2
mg/ml OLE ile muamele edilen hiicrelerin koloni sayilar1 karsilagtirildiginda OLE nin
koloni olusturma yetenegini tek basina TMZ’ye gore daha ¢ok baskiladig: goriildii. 2
mg/ml OLE ile 400 uM TMZ’nin kombinasyonu sonucunda, muamele edilmeyen
T98G hiicrelerine gore koloni olusturma yetenegini azalttigi, ayrica tek bagina 400 uM
TMZ ile muamele edilen hiicrelerdekinden daha az koloni sayisi olusturdugu saptandi.
US87MG hiicrelerinde, OLE ve TMZ’nin tek baglarina ve kombinasyonlari ile birlikte
koloni olusturma yetenegi lizerine etkisi degerlendirildiginde, 1 mg/ml OLE ile
muamele edilen hiicrelerde, muamele edilmeyen U87MG hiicrelerine gore koloni

sayilarinda istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu tespit edildi (p<0.001). 300
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uM ve 350 uM TMZ ile muamele edilen US7MG hiicre gruplarinin, muamele
edilmeyen U87MG hiicre gruplarina gore koloni sayilarinin daha az oldugu belirlendi
(p<0.001). 300 uM ve 350 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin koloni sayilari, 1
mg/ml OLE ile muamele edilen hiicrelerin koloni sayilar1 ile karsilastirildiginda
OLE’nin tek basina koloni olusturma yetenegini tek bagina TMZ’ye gore daha ¢ok
baskiladigi tespit edildi. 1 mg/ml OLE + 350 uM ve 1 mg/ml OLE + 400 uM TMZ’nin
kombinasyonlar1 ile muamele edilen U87MG hiicrelerinin, muamele edilmeyen
U87MG hiicrelerine gore koloni olusturma yetenegini baskiladigi, ayrica tek basina
300 uM ve 350 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerdekinden daha az koloni sayisi
olusturdugu saptandi.

Kanser hiicreleri metastaz ve yayilim Ozelliklerine sahiptir, bu da kansere bagl
Oliimlerin asil nedenini olugturmaktadir (Brabletz ve ark., 2011). Son yillarda, EMT
mekanizmasinin, kanserin yayilmasiyla ve hiicrelerin tedaviye direng gelistirilmesiyle
yakindan iligkili oldugu vurgulanmistir (Nieto ve ark., 2016). Tiimor hiicrelerinin
EMT’ye yatkinligi, CSC o&zelliklerinin ortaya ¢ikmasiyla olusmaktadir (Scheel ve
Weinberg, 2012).

Kanser hiicrelerinin hizla ilerlemesi, hiicrelerin epitelyal 6zelliklerini kaybedip
mezenkimal fenotipine dontisimii ile iligkilidir (Kalluri ve Weinberg, 2009).
Hiicrelerin mezenkimal ozellik kazanmalar siirecinde, Twist, Snail ve Zebl dahil
olmak {izere birgok transkripsiyon faktorii aracilik etmektedir (Nagaishi ve ark., 2017).
Bununla birlikte hiicrelerdeki E-kaderin’in baskilanmasi tiimor hiicrelerinin yayilma
ve metastaz yetenegini ortaya ¢ikararak EMT siirecini desteklemektedir. EMT ile
iligkili transkripsiyon faktorlerinin asir1 ekspresyonu, cesitli kanserlerin agresif seyri
ile baglantili bulunmustur (Iser ve ark., 2017). Cesitli ¢alismalar ile EMT de rol
oynayan transkripsiyon faktorlerini diizenleyen gen ve gen iirlinleri tanimlanmistir.
Maciaczyk ve ark. (2017) GB’de yiiksek ekspresyona sahip CBF1’in in-vitro olarak
diisiik oksijene maruz kalmasiyla indiiklenebilecegini ve CBF1 inhibisyonunun Zeb1’i
inhibe ederek GB’de EMT siirecinin baskilanabilecegini belirlemislerdir. Srivastava
ve ark. (2017), U87MG hiicrelerinde FAT1 geninin inhibisyonu ile SOX2 ve OCT4
genleri ilizerinden hiicrelerdeki aktif EMT yi inhibe etmislerdir. Chi ve ark. (2019),
GB’de diisiik ekspresyona sahip SALL1 geninin, asir1 eksprese edilmesi ile EMT
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stirecinin  baskilandigin1 ve CSC belirteglerinin ekspresyonunu asagi yonde
diizenleyerek hiicre gégiinii inhibe ettigini belirtmislerdir. EMT ve CSC durumuna
karsilik gii¢lii terapotik hedeflerin gelistirilmesi GB dahil olmak tizere bir ¢ok kanser
tiirlinde etkili olabilecegi disliniilmektedir. Gu ve ark. (2016) yaptiklar1 ¢aligmada,
Celastrus orbiculatus 6ziitiintin, GB hiicre hatt1 U87 ve U251 hiicrelerinde N-kaderin
ve vimentin ekspresyonunu diisiirerek, E-kaderin’in ekspresyonunu ise arttirarak M T
mekanizmasiyla iliskili olarak kanser hiicrelerinin yayilmasini ve gogiinii inhibe
ettigini tespit etmisledir. Mevcut ¢alismada T98G ve U87MG hiicrelerinde OLE’nin
tek basma ve TMZ ile birlikte tiimoriin agresifligi lizerine etkilerinin belirlenmesi
amaciyla EMT ve CSC belirtegleri incelenmistir. T98G ve U887MG hiicrelerinde,
OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyonlarinin EMT belirteglerinden E-kaderin, N-
kaderin, Twist, Snail ve Zeb1 genlerinin mMRNA ekspresyon seviyesine etkisi RT-
qPCR yontemi ile belirlenmistir. 2 mg/ml OLE ile muamele edilen T98G hiicrelerinde,
Twist, Snail, Zebl ve N-kaderin genlerinin ekspresyon seviyelerinin, muamele
edilmemis T98G hiicrelerine gore istatistiksel olarak anlamli seviyede diisiik oldugu
gbzlendi (sirasiyla; p=0.016, p=0.034, p=0.015, p=0.001). Bu sonug¢ yara iyilesme
deneyini  dogrulayarak, =~ OLE’nin  hiicrelerin  gd¢  yeteneklerini, EMT
mekanizmasindaki genlerin ekspresyon seviyelerini diistirerek baskiladigini gostermis
oldu. 350 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerde Twist, Snail, Zebl ve N-kaderin
genlerinin ekspresyon seviyelerinin muamele edilmemis T98G hiicrelerine gore
istatistiksel olarak anlamli seviyede daha diisiik oldugu tespit edilmistir (sirasiyla;
p=0.013, p=0.031, p=0.004, p=0.001). Boylece kemoterapi ilact olan TMZ ile ayn
genlerin ekspresyon seviyesini diistiren OLE’nin TMZ ile benzer etki gosterdigi
belirlenmistir. 400 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerde Twist, Snail ve Zebl
genlerinin ekspresyon seviyeleri muamele edilmemis T98G hiicrelerine gore
istatistiksel olarak daha az oldugu saptanmustir (sirasiyla; p=0.040, p=0.023, p=0.047).
Bu durum OLE’nin tek basina muamele edilmesinin, hiicrelerin tek basina TMZ’nin
yiiksek dozu olan 400 uM TMZ ile muamele edilmesine gore daha etkili olabilecegini
gostermektedir. 2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ve 2 mg/ml OLE + 400 uM TMZ ile
muamele edilen T98G hiicrelerinde Twist, Zeb1 ve N-kaderin genlerinin ekspresyon
seviyelerinin muamele edilmemis T98G hiicrelerine gore istatistiksel olarak anlamli

seviyede diisiik oldugu belirlenmistir (2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ igin sirasiyla;
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p=0.010, p=0.005, p=0.000; 2 mg/ml OLE + 400 uM TMZ i¢in sirastyla; p=0.028,
p=0.003, p=0.001). Ayrica tek basina OLE ve TMZ ile muamele edilen T98G
hiicrelerinde E-kaderin seviyesinde anlamli bir artis gozlenmezken, OLE+TMZ
kombinasyonu ile muamele edilen hiicrelerde muamelesiz hiicrelere goére E-kaderin
seviyesinde anlamli bir artis gozlendigi tespit edildi (2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ
icin p=0.043; 2 mg/ml OLE + 400 uM TMZ igin p=0.044). Bunun sonucunda yara
iyilesme deneyi ile baglantili olarak OLE’nin TMZ ile sinerjik etki olusturarak

hiicrelerin go¢ yeteneklerini baskiladigr gosterilmistir.

U87MG hiicrelerinin OLE’nin etkin dozu olarak belirlenen 1 mg/ml OLE ile
muamele edilmesi sonucunda, Twist, Snail, Zeb1, N-kaderin genlerinin ekspresyon
seviyelerinin muamele edilmemis U87MG hiicrelerine gore istatistiksel olarak anlamli
seviyede daha diisiik, E-kaderin geninin ekspresyon seviyesinin ise anlamli seviyede
daha yiliksek oldugu belirlendi (sirasiyla; p=0.010, p=0.026, p=0.026, p=0.017,
p=0.020). Boylece OLE’nin yara iyilesme deneyi ile baglantili olarak EMT
mekanizmasi ile iliskili genlerin ekspresyon seviyelerini etkileyerek hiicrelerin
yayilma yeteneklerini inhibe ettigi gosterilmistir (Sekil 151). 300 uM ve 350 uM TMZ
ile muamele edilen U87MG hiicrelerinde OLE’de oldugu gibi muamele edilmemis
U87MG hiicrelerine gore Twist, Snail, Zebl, N-kaderin genlerinin ekspresyon
seviyelerinde anlamli bir azalma, E-kaderin geninin ekspresyon seviyesinde ise bir
artig tespit edildi (300 uM TMZ igin sirasiyla; p=0.009, p=0.017, p=0.020, p=0.015,
p=0.018; 350 uM TMZ igin sirastyla; p=0.005, p=0.011, p=0.017, p=0.018,
p=0.136).Bu dogrultuda OLE’nin TMZ ile benzer etki gosterdigi tekrardan
dogrulanmis oldu. 1 mg/ml OLE + 300 uM TMZ ve 1 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ile
muamele edilen U87MG hiicrelerinde Twist, Snail, Zebl ve N-kaderin genlerinin
ekspresyon seviyelerinin, muamele edilmemis U87MG hiicrelerine gore istatistiksel
olarak anlamli seviyede diisiik oldugu, E-kaderin geninin ekspresyon seviyesinin ise
yiiksek oldugu tespit edilmistir. Boylece deney sonucunda, yara iyilesme deneyi ile
iliskili olarak OLE’nin tek basina ve TMZ nin diisiik ve yiiksek dozu ile sinerjik etki

olusturarak hiicrelerin go¢ yeteneklerini baskiladig1 gosterilmistir.
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Sekil 151. OLE’nin MT mekanizmas: iizerine etkisi.

GB’de yapilan ¢aligsmalar ile GB’nin olugmasinin ve yayilmasinin EMT ile iligkili
olarak CSC'lerin de biiyiik 6neme sahip oldugu vurgulanmistir (Scheel ve Weinberg,
2012). GBCSC hiicrelerinin kendi kendini yenileme ve kemoterapi ilaglarina direng
gosterme Ozelligi gostermesi nedeniyle GB rekiirrensinin en 6nemli sebeplerinden
birisi oldugu kabul edilmektedir. CSC belirteglerinden OCT4, NANOG, SOX2 ve
CD133 genlerinin yiiksek ekspresyonu GB’nin agresifligi ile iligkilidir. Bu nedenle,
GB’de CSC'lerin hedeflenmesi GB tedavisi i¢in dnemli bir terapdtik strateji olarak
goriilmektedir. Yapilan c¢alismalar ile GB’lerde CSC belirteglerinin ekspresyon
seviyelerine etki edilerek GB’lerin yayilmasinin ve go¢ etmesinin engellenebildigi
gosterilmistir. Jeon ve ark. (2017) yaptiklar1 ¢alismada dogal bitki 6ziitlerinden elde
edilen bir bilesik olan BRM270'in, in-vitro ve in-vivo olarak hiicre biiylimesini
engelledigini ve kok hiicre 6zelligi gostermesini inhibe ettigini tespit etmislerdir. Su
ve ark. (2019), Anisomeles indica'nin biyoaktif diterpenoid izolati olan Ovatodiolid’in
kanser hiicrelerinin olusumunu inhibe ettigini, CD44, CD133, SOX2 ve OCT4'iin agag1
yonde diizenlenmesini sagladigini belirtmislerdir. Mevcut ¢alismada T98G ve US7TMG
hiicrelerinde, OLE, TMZ ve OLE+TMZ kombinasyonlarinin CSC {izerine etkisi, CSC
biyobelirteglerinden OCT4, NANOG, SOX2 ve CD133 genlerinin mRNA ekspresyon

seviyesine etkisi incelenerek belirlenmistir. 2 mg/ml OLE ile muamele edilen T98G
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hiicrelerinin SOX2 ve CD1333 genlerinin ekspresyon seviyelerinde muamele
edilmeyen T98G hiicrelerine gore istatistiksel olarak anlamli bir diisiis gozlendi
(swrastyla; p=0.025, p=0.044). 350 uM TMZ ile muamele edilen T98G hiicrelerinde,
muamelesiz T98G hiicrelerine gore CD133 geninin ekspresyon seviyesinde
istatistiksel olarak anlamli bir diisiis gézlendi (p=0.003). T98G hiicrelerinin 400 uM
TMZ ile muamele edilmesi ile CD133 geninin ekspresyon seviyesinde anlamli bir
azalma oldugu gozlendi (p=0.001). OLE+TMZ kombinasyonlarinin CSC
biyobelirtegleri lizerine etkileri incelendiginde, muamele edilmeyen T98G hiicrelerine
kiyasla, 2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerde NANOG, SOX2
ve CD133 genlerinin ekspresyon seviyelerinde, 2 mg/ml OLE + 400 uM TMZ ile
muamele edilen hiicrelerde OCT4, NANOG, SOX2 ve CD133 genlerinin ekspresyon
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edildi. Tek basina 2 mg/ml
OLE ile muamele edilen hiicrelerin tek basimna 350 uM TMZ ve 400 uM TMZ ile
muamele edilen hiicreler ile kiyaslandiginda ¢ogunlukla OLE’nin CSC belirteglerini
daha yiiksek oranda diislirdiigii tespit edildi. 2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ
kombinasyonu ile muamele edilen hiicrelerin tek basina 350 uM TMZ ile mualeme
edilen hiicrelere gore karsilastirilmasinda NANOG ve SOX2 genlerinin ekspresyon
seviyelerinin daha diisiik oldugu goézlendi. 2 mg/ml OLE + 400 uyM TMZ
kombinasyonu ile muamele edilen hiicrelerin tek basina 400 uM TMZ ile muamele
edilen hiicrelere gore karsilastirilmasinda OCT4, NANOG ve SOX2 genlerinin
ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalis tespit edildi. Boylece,
OLE ile TMZ’nin birlikte muamele edilmesinin, tek basina TMZ ile muamele
edilmesine gore CSC belirteglerini daha yiiksek oranda diisiirdiigii belirlendi. US7MG
hiicrelerinde, 1 mg/ml OLE ile muamele edilen hiicrelerin, muamelesiz US87MG
hiicrelerine gére SOX2 geninin ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir
azalma tespit edildi (p=0.012). 300 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin,
muamelesiz U87MG hiicrelerine gore (kontrol) OCT4 ve NANOG genlerinin
ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli artis gozlendi (p=0.016,
p=0.034). 350 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerinde, SOX2 geninin ekspresyon
seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlendi (p=0.016). U87MG
hiicrelerinde 1 mg/ml OLE’nin CSC belirteclerinin ekspresyon seviyelerini diistirdiigi

ancak diisiik ve yiiksek doz TMZ’nin CSC belirteclerinin ekspresyon seviyelerini

202



arttirdig tespit edildi. 1 mg/ml OLE + 300 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin
muamele edilmeyen U87MG hiicreleri ile kiyaslandiginda OCT4 geninin ekspresyon
seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis belirlendi (p=0.012). Muamele
edilmeyen U87MG hiicrelerine gore 1 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ile muamele edilen
hiicrelerde OCT4 geninin ekspresyon seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir artis,
CD133 geninin ekspresyon seviyesinde ise istatistiksel olarak anlamli bir disiis
gozlendi (sirasiyla, p=0.0009, p=0.011). Bu sonuglar dogrultusunda OLE+TMZ
kombinasyonlar1 ile muamele edilen hiicrelerdeki CSC belirteglerinin ekspresyon
seviyesinde artisin TMZ’den kaynaklandigi goriilmektedir. 1 mg/ml OLE + 350 uM
TMZ kombinasyonu ile muamele edilen U87MG hiicrelerin karsilastirilmasinda
CD133 geninin ekspresyon seviyesinde tek bagina 350 uM TMZ ile muamele edilen
U87MG hiicrelerine gore istatistiksel olarak anlamli miktarda diislis gosterdigi
belirlendi (p<0.0001). Boylece U87MG hiicrelerinde TMZ muamelesiyle artis
gosteren CSC genlerinin ekspresyonlarinin OLE ile bastirildig: tespit edildi.

GB hiicreleri, hiicre kiiltiir ¢alismalarinda siklikla kiiltiir kabi {izerinde in-vitro
olarak % 20 oksijen gerilimi ile kiiltiire edilmektedir. Ancak in-vivo ¢alismalarindaki
GB'nin oksijen gerilimi % 0,1 ile %10 arasinda degislik géstermektedir (Evans ve ark.
2004). Yapilan calismalarda bu oksijen geriliminin, GB hiicrelerinin in-vitro
caligmalarinda proliferasyon veya c¢esitli hiicresel fonksiyonlar gibi biyolojik
ozellikleri etkileyebilecek degisikliklere sebep olabilecegi diisiiniilmemektedir (Gilkes
ve ark. 2014). Belirlenen ilag adaylarinin ve gelistirilen yeni terapotik hedeflerin klinik
oncesi testleri, genellikle 2B hiicre kiiltiir modellerine veya hayvan g¢aligmalarina
dayanmaktadir. Ancak 2B hiicre kiiltiirlerinden elde edilen verilerin son yillardaki
calismalar ile kismen giivenilmez oldugu vurgulanmistir. Bunun sebebinin 2B hiicre
modelinde kiiltiire edilen hiicrelerin in-vivo ortamini gergek olarak temsil edemedigi
yoniindedir (Hutchinson ve Kirk, 2011). Ayrica hayvan ¢alismalarinin da tiirler arasi
farkliliklarindan dolayi, kullanilacak ilacin veya terap6tik hedefin insanlardaki etkisini
belirlemede yetersiz oldugu savunulmustur (Gilkes ve ark. 2014). 2B olarak
kiiltiirlenen hiicrelerin farkli bir sekilde hiicre-hiicre etkilesimleri gostermesi nedeniyle
timor biyolojisinin anlagilmasinda 3B kiiltiirlere ihtiyag vardir. 3B kiiltiir modelindeki
sonuglar, tiimorlerin in-vivo ‘daki 6zelliklerini yansitacagindan dolay1 2B hiicre kiiltiir

modellerine gore daha iyi bir alternatif saglayacaktir. Son zamanlarda, GB i¢in ilag-
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radyasyon kombinasyonunun etkisini tespit etmek igin polistiren iskelesine dayanan
bir 3B hiicre kiiltiir modelini kullanilmistir. Chaicharoenaudomrung ve ark. (2019) U-
251 hiicrelerinde iki anti-kanser ajani olan doksorubisin ve kordiyepine verilen
yanitlar1 2B ve 3B kiiltir ortaminda degerlendirmisler ve g¢esitli genlerin
ekspresyonlarinda farkliliklar saptamislardir. Bunun yaninda 3B ortamda biiyliyen
hiicrelerin, muamele edilen anti-kanser ajanlara, 2B ortamda biiyiiyen hiicrelere gore
daha fazla direng gosterdigini belirlemislerdir. Boylece GB hiicreleri i¢in 3B Kkiiltiir
ortamlarinin, anti-kanser ajan taramasi ve ilaca direng¢ mekanizmalarinin kesfi igin
umut verici bir platform olabilecegini savunmuslardir. Hesari ve ark., (2018),
kurkuminin ve erlotinib'in 3B GB hiicre modellerinde etkin olup olmadigimnm
degerlendirmek i¢in U-373 hiicrelerini sferoid kiiltiirlerinde tek basina kurkumin ve
erlotinib ile kombin sekilde muamele etmisler ve muamele edilmemis hiicreler ile
karsilastirildiginda 7. giiniin sonra tiimor hacminin kiigiildiigiinii gdzlemlemislerdir.
Mevcut calismada OLE’nin normal timdr 6zelligini yansitan 3B ortamdaki timor
Kitlesine olan etkisinin belirlenmesi amaciyla, 3B kiiltiir ortaminda ¢ogaltilan T98G
ve U87MG hiicrelerin tizerine OLE, TMZ ve OLE+TMZ’nin etkin dozlar1 verildi.
Muameleli ve muamelesiz hiicreler 5. giine kadar her giin ayni saatte goriintiilendi.
Muamele edilmeyen tiimor kitlelerinde her giin belirli oranlarda biiyiime oldugu
gorildii. OLE ile muamele edilen timor kitlelerinde 24 saatten itibaren, muamele
edilmeyen tiimor kitlelerine gore daha kiiclik oranda biiyiime oldugu tespit edildi ve
120. saatin sonunda tiimdr kitlesinin kii¢iildiigii saptandi. Aym1 zamanda OLE’nin
T98G ve US7MG hiicrelerinde 3B tiimor kitlesini diisiik ve yiiksek doz TMZ’ye gore
daha yiiksek oranda kiigiilttiigli saptanmistir. Buna ek olarak OLE ile birlikte verilen
TMZ dozlarinin, tek basina verilen etkin TMZ dozlarina kiyasla, 3B tiimor kitlesini
24. saatten itibaren biiylimesini inhibe ettigi ve tek basina verilen dozlardan daha

yiiksek miktarda kiiclilmeye sebep oldugu tespit edildi.

Kanser hiicreleri, genetik bozulmalar ile kendiliginden veya sonradan kemoterapi
ilaglarina kars1 direngli bir fenotip gelistirebilmektedirler (Lu, Shervington, 2008).
Her iki durumda da direng mekanizmasi, MDR ile iliskili genlerin ifadesinde
degisiklik yaratmakta ve tedaviye verilen yanitin degismesine sebep olmaktadir
(Bredel, 2011). GB’lerin tedavisinde kullanilan TMZ ile oral kemoterapi, GB

hastalarinin sag kalim siirelerindeki artisa katki saglasa da GB hiicreleri, TMZ'ye kars1
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diren¢ gelistirebilmektedir ve bu da c¢ok sayida hastada kemoterapinin basarisiz
olmasina yol agmaktadir. GB’de MDR ’nin baskilanmasina yonelik ile ilgili calismalar
devam etmektedir. Riedel ve ark. (2016), GB hastalarinin tedavisindeki basarisini
arttirmak icin, multi-kinaz inhibitérii olan sorafenib’i arastirmiglardir. Farkli kanser
tiirlerinde radyo ve kemoterapi duyarliligini arttiran Sorafenib'in, GB hiicre hatlarinda
TMZ veya kombin olarak tedaviyi gelistiremedigi ve bazi hiicre hatlarinda direng
olusturdugunu saptamislardir. Dac”evic ve ark., (2013), bir purin niikleosid analogu
olan siilfinosin’in kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanseri ve GB hiicre hatlarinda MDR
tizerine etkisini incelemislerdir. Calisma sonucunda siilfinosin’in MDR1 ve VEGF
mRNA'larinin ekspresyonunu azaltarak MDR’yi inhibe ettigini gostermislerdir.
Kanser hiicrelerini 6ldiirme potansiyeli olan ve bunun yaninda MDR olusumunu
engelleyen anti-kanser ajanlarinin  tanimlanmasi, yeni terapdtik hedeflerin
gelistirilmesi GB tedavisi i¢in en 6nemli adimlardan birisidir. Ancak GB’de MDR
yikimi ile ilgili terapotik hedeflerin ¢alisildigi makale oldukga sinirlidir. Mevcut
calismada, T98G ve U87MG hiicrelerinde tek basina OLE, TMZ ve OLE+TMZ
kombinasyonlarinin MDR ile iligskili MRP1, MRP5 ve LRP1 genlerinin ekspresyon
seviyesine etkisi RT-qPCR yontemi ile belirlenmistir. 2 mg/ml OLE ile muamele
edilen T98G hiicrelerinde MRP1, MRP5 ve LRP1 genlerinin ekspresyon seviyeleri
muamele edilmeyen T98G hiicrelerine gore istatistiksel olarak anlaml sekilde diisiik
goriildii (sirasiyla; p=0.024, p=0.042, p=0.013). OLE’nin etkisi ile ayn1 olarak 350 uM
ve 400 uM TMZ ile muamele edilen T98G hiicrelerinde MRP1, MRP5 ve LRP1
genlerinin ekspresyon seviyeleri muamele edilmeyen T98G hiicrelerine gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde diistik oldugu saptandi (350 uM TMZ i¢in sirasiyla;
p=0.011, p=0.0005, p=0.001; 400 uM TMZ ig¢in sirasiyla; p=0.005, p=0.022,
p=0.004). Boylece tek basina OLE’nin TMZ’nin diisiik ve yiiksek dozunda MDR
genlerinde ayni etkiyi gosterdigi gosterilmistir. T98G hiicrelerinde OLE’nin, TMZ’nin
diisiik ve yiiksek dozu ile kombinasyonu sonrasinda ise MRP1 geninin ekspresyon
seviyesinde muamele edilmeyen T98G hiicrelerine gore istatistiksel olarak anlaml
sekilde diisiis oldugu belirlendi (2 mg/ml OLE + 350 uM TMZ i¢in p=0.019, 2 mg/ml
OLE + 400 uM TMZ igin p=0.025).

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapi ilaglarinin genel stratejisi, cerrahi

rezeksiyon sonrasi kalan hiicrelerin anormal gogalmasini engellemek i¢in hiicreleri
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apoptoza gotiirmektedir. Bunun yaninda kemoterapi ilaglarinin bir diger hedefi
apoptoza gitmeyen hiicrelerin hiicre yaslanmasimi saglayarak c¢ogalmasini
engellemektedir. Son donemde yapilan ¢alismalar hiicresel yaslanmanin, hiicrelerde
yiiksek oranda DNA hasar1 ve kromozomal sapma gostermesine sebep oldugunu,
boylece diisiik dereceli bir enflamasyona yol acgabildigini ve ayni zamanda
organizmalarin yaslanmasinda ve yasa bagli hastaliklarin ortaya ¢ikmasinda dnemli
bir rol oynadigini belirtmislerdir. Yamada ve ark. (2012) Karnitin’in, GB hiicrelerinde
yaslanmaya neden oldugunu ve yaslanmaya neden olan TMZ ile birlikte alternatif bir
tedavi olusturabileceklerini savunmuslardir. Zmijewska ve ark. (2019) kurkuminin
hiicre yaslanmasini azalttigini ve hiicresel yaslanmanin sebep oldugu g¢esitli
hastaliklarin ilerlemesini erteledigini sOylemislerdir. Mevcut calismada OLE’nin
T98G ve US7MG hiicrelerindeki hiicre yaglanmasi {izerine etkilerinin belirlenmesi
amaci ile Senescence B-Galactosidase Staining deneyi gerceklestirildi. Yaslanan
hiicrelerin boyandig1 bu deney ile muamele edilmeyen hiicrelerde beklentilere paralel
sekilde %0.8 oraninda boyanma goézlendi. OLE ile muamele edilen T98G ve US7TMG
hiicrelerindeki boyanan hiicrelerin oranlarinin sirasiyla %11, %5 olmasi, OLE nin az
miktarda hiicreleri yaslandirdigini géstermektedir. T98G hiicrelerinde 350 uM TMZ
ve 400 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerdeki yaslanma oraninin sirasiyla %66,
%47 olmasi, TMZ’nin yaslandirma 6zelliginin yiiksek oldugunu gdstermektedir.
U87MG hiicrelerinde 300 uM TMZ ve 350 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerde
yaslanma oraninin sirastyla %13.4 ve %9.7 oldugu tespit edilmistir. OLE’den daha
yiiksek oranda yaslanma o6zelligi gosteren TMZ’nin U887MG hiicrelerinde de
yaglanmaya sebep oldugu kanitlanmistir. OLE ile TMZ nin iki hiicre hatt1 i¢in de
birlikte verilmesi ile hiicre yaglanmasinin azaldigi gésterilmistir. T98G ve US7TMG
hiicrelerinde, OLE’nin kontrol ve TMZ ile muamele edilen hiicreye gore oldukca
diisiik bir oranda hiicre yaslanma 6zelligi gosterdigi gozlemlenmistir. Buna ek olarak
TMZ’nin diisiik ve yliksek dozunun da kontrole ve OLE ile muamele edilmesine gore
yiikksek oranda hiicreleri yaslandirdigi belirlenmistir. Boylece OLE’nin TMZ ile
birlikte muamele edilmesi, hiicrelerdeki yaslanan hiicre sayisinin azalmasma ve
dolayistyla TMZ’nin hiicreleri yiiksek miktarda yaslandirma 6zelliginin OLE ile
azaldig: saptandi (p<0.0001).
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LncRNA’lar kanser hiicrelerinde anormal seviyede eksprese edilmekte ve kanser
gelisimi ve ilerlemesi gibi onemli rollerde gorev almaktadir (lyer ve ark. 2015 ve
Schmitt ve Chang, 2016). Cesitli kanserlere 6zgii spesifik LncRNA’lar kesfedilmis ve
bu LncRNA ’larin kanser teshisi i¢in kullanilabilecek biyobelirte¢ adaylar1 olabilecegi
diistinlismiistiir. GB hiicrelerinin yayilmasi, go¢ 6zelligi gostermesi ve tedaviye direng
gelistirmesi ile iliskili bulunan MALAT1, HOTAIR, LOXL1-AS1, PVT1 ve H19
LncRNA’larin bu tiimérde ¢alisilmasina ve yikimina ihtiya¢ duyulmaktadir. Vassallo
ve ark. (2016), WNT inhibit6r faktorii 1’in, yeniden ekspresyonu ile WNT sinyalinin
zayiflatilmasinin saglandigint ve LncRNA MALAT1'in asag1 yonde diizenlenmesi ile
hiicre gociinii 6nledigini tespit etmislerdir. Ke ve ark. (2015), hiicre kiiltiir ¢alismas1
ile LncRNA HOTAIR'in yikilmasinin insan glioma hiicrelerinin biyolojik
davraniglarini inhibe ettigini bulmuslardir. Yang ve ark. (2017), gliomalarda PVT1'in
asag1 yonde eksprese edilmesinin, hiicre proliferasyonunu inhibe edebilecegini, hiicre
apoptozunu destekleyecegini, tiimoriin ilerlemesini ve gogiinii baskilayabilecegini
gostermislerdir. Wang ve ark. (2018), LncRNA LOXL1-ASl'in susturulmasinin NF-
kB sinyal yoluyla GB’nin agresifligini bastirdigin1 belirlemislerdir. GB’lerde LncRNA
PVT1 ve HI19’un inhibisyonunun GB’deki etkileri bilinmemektedir.  Beyin
timorlerinde bitkisel o6ziitler ile LncRNA MALATI1, HOTAIR ve LOXLI-ASI'in
ekspresyon seviyelerinin distiriildigiinii gosteren bir ¢aligmaya rastlanilmamuistir.
Mevcut tez ¢alismasinda T98G ve U87MG hiicrelerinde OLE, TMZ ve OLE+TMZ
kombinasyonlarinin MALAT1, HOTAIR, LOXL1-AS1, PVT1 ve H19 LncRNA’larin
ekspresyon seviyelerine etkileri RT-qPCR yontemi ile belirlenmistir. 2 mg/ml OLE ile
muamele edilen T98G hiicrelerinin, muamele edilmeyen T98G hiicrelerinin referans
geniyle standardize edilerek kiyaslandiginda, ila¢ direng mekanizmasi ile iliskili olan
MALAT1 ve LOXL1-AS1 LncRNA’larinin ekspresyon seviyelerinde istatistiksel
olarak anlamli bir diisiis gozlendi (sirasiyla; p=0.025, p=0.037). 350 uM TMZ ile
muamele edilen T98G hiicrelerinde istatistiksel bir anlamlilik gézlenmezken, 400 uM
TMZ ile muamele edilen T98G hiicrelerinde MALAT1’in ekspresyon seviyesinde
T98G hiicrelerinin referans geniyle standardize edilerek kiyaslandiginda istatistiksel
olarak anlamli bir azalma goriildii (p=0.024). Bu sonug¢lar OLE’nin LncRNA’lar
tizerinde TMZ’nin iki dozuna gore de daha etkili oldugunu gostermektedir. T98G
hiicrelerinde OLE’nin TMZ ile birlikte verilmesi ile MALAT1, LOXL1-AS1 ve
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PVTY1’in ekspresyon seviyelerinde muamele edilmeyen T98G hiicrelerinin referans
geniyle standardize edilerek kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli bir azalma
tespit edildi. Boylece OLE’nin TMZ ile sinerjik etki olusturarak bir¢ok kanserde etkili
olan LncRNA’larin inhibe edilmesine ve GB hiicrelerinde TMZ’ye kars1 gelisen ilag

direncinin kirilmasina katki sagladigi belirlenmistir.

1 mg/ml OLE ile muamele edilen U887MG hiicrelerinde, muamele edilmeyen
US87MG hiicrelerinin referans geniyle standardize edilerek kiyaslandiginda MALAT]1,
HOTAIR, LOXL1-AS1, PVT1 ve H19 LncRNA’larinin ekspresyon seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli seviyede olmayan bir azalma oldugu belirlendi. US7MG
hiicrelerinin, 300 uM TMZ ile muamele edilmesi sonucunda, muamele edilmeyen
U87MG hiicrelerinin referans genine gore ilag direnci ile iliskili MALATL, invazyon
ile iligkili PVT1 ve H19 LncRNA’larin ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak
anlaml1 bir azalma g6zlendi (sirasiyla; p=0.011, p=0.003, p=0.002). Ancak beklenenin
aksine 350 uM TMZ ile muamele edilen hiicrelerin, muamele edilmeyen U87MG
hiicrelerinin referans genine kiyasla H19’un ekspresyon seviyesinde istatistiksel
olarak anlamli bir azalma belirlendi (p=0.014). Ancak istenmeyen bir sekilde
MALAT1 ve PVTI LncRNA’larin ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak
anlaml bir artis saptandi. OLE+TMZ kombinasyonlarinin belirlenen LncRNA’lar
tizerine etkisi incelendiginde, 1 mg/ml OLE + 300 uM TMZ ile muamele edilen
U87MG hiicrelerinin, PVT1 ve H19 LncRNA’larin baskilanmis ve ekspresyon
seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu gézlenmistir (p=0.019,
p=0.048). Ek olarak 1 mg/ml OLE + 350 uM TMZ ile muamele edilen US87MG
hiicrelerinin, muamele edilmeyen U87MG hiicrelerinin referans geniyle standardize
edilerek karsilastirlldiginda ise MALATI1’in ekspresyon seviyesinde istatistiksel
olarak anlamli bir diigiis gézlenmistir (p=0.033).

Mevcut ¢alisma, GB hiicre hatlarinda, in-vivo mimariyi ve mikro ¢evreyi dogru bir
sekilde taklit eden 3B Kkiiltiir yonteminin kullanilmasiyla OLE’nin anti-tiimoral
etkinliginin, tiimoriin agresifligi ile iliskili EMT, CSC, koloni olusturma, yara
tyilestirme ve MDR’nin kirilim1 ve hiicre yaglanmasi lizerindeki etkisiyle belirlendigi
ve bu mekanizmalar ile iligkili LncRNA’larin ifadeleri ilizerine etkili oldugunun

gosterildigi ilk ¢alisma olmustur.
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Mevcut tez ¢alismas ile;

» OLE’nin glial tiimorler itizerindeki tedavi edici yoniiniin, mikrogevrenin

etkilerinin daha iyi degerlendirilebilmesine olanak saglayan ve in-vivo’ya
benzer fizyolojik 6zelliklere sahip olan 3B kiiltiir ile ilk kez ele alinarak T98G,
U87MG, HUVEC hiicrelerinin ¢ogaltilmasi ve proje kapsaminda
degerlendirilmesi ~ planlanan  asamalarn  bu  hiicrelerde  analizi
gerceklestirilmistir.

OLE’nin, tiimoriin agresifligi ile iligkili olan EMT belirtegleri (Twist, Snail,
Zebl, N-kaderin ve E-Kaderin ekspresyonlar1), CSC belirtegleri (CD133,
NANOG, SOX2 ve OCT4 ekspresyonlar1) ve invazyon ozellikleri (koloni
olusumu ve yara iyilesmesi) tizerindeki etkileri ilk kez belirlenmistir.
OLE’nin tedavi edici yonii ile iligkili olarak MDR’nin (MRP1,MRP5, LRP1
ekspresyonlari) kirilimu ile iliskisi ve hiicre yaslanmasi {izerine olan etkisi ilk
kez degerlendirilmistir.

OLE’nin son yillarda birgok kanserde biyobelirteg olarak kullanilan
LncRNA’larin  (MALATI1, HOTAIR, LOXLI1-AS1, PVT1, H19

ekspresyonlari) lizerine etkisi ilk kez ortaya konmustur.

Bu kapsamda tez ¢alismasindan elde edilen veriler ile;

Tiirkiye florasinda yetisen Olea europaea’nin GB ile iligkili anti-kanser
mekanizmalari lizerindeki etkinligi daha 1y1 anlasilabilmistir.

Hiicre Kkiiltlirlerinde 3B Kkiiltiir yonteminin kullanilmas1 ile yeni tedavi
yontemlerinin degerlendirmesinde, klinik temsili bir sistem olarak genis
kullanim alanina sahip olabilecegi gosterilmistir.

OLE’nin GB hiicrelerinde EMT’yi azaltarak, invazyonu engelleyerek, koloni
olusumunu azaltarak ve 3B Kkiiltiir ortaminda tiimor boyutunu kiigiilterek
tiimorlerin agresifligini azaltma yoniindeki etkileri desteklenmistir. OLE nin
tim bu timor agresifligi ile iligkili siireclerde TMZ’nin tek basina olan
etkinligini arttirict yonde etkiye sahip oldugu belirlenmistir.

OLE’nin GB hiicrelerinde, MRP1, MRP5, LRP1 ekspresyonlarini azaltarak,

MDR’nin kiritlimini saglamasi ile ve TMZ nin etkinligini arttirmasi yonii ve
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TMZ ile sinerji gosterme Ozelligi desteklenmistir. Ayrica OLE’nin GB
hiicrelerinde hiicre yaglanmasini azaltic1 yonde etki ettigi belirlenmistir.
OLE’nin GB hiicrelerinde hem tek basina hem de TMZ ile birlikte invazyon
ile iligkili H19 ve PVT1 in, kotii prognoz ile iliskili HOTAIR ’in ve ilag direnci
ile iliskili MALAT1 ve LOXL1-AS1’in ekspresyonlarin1 azaltarak epigenetik
mekanizmanin en 6nemli dgelerinden olan LncRNA’lar {izerinde -etkili
olduklar1 belirlenmistir.

OLE’nin GB tedavisinde kullanilabilirliginin arastirilabilecegi in-vivo
deneysel siireglere gecirilebilecek bir ilag aday1 oldugunu gdstermistir.
OLE’nin GB tedavisinde daha etkin, yan etkileri daha az ve daha ekonomik
tedavi protokollerinin gelistirilmesine katki saglayabilecek nitelikte oldugu

belirlenmistir.
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7. SIMGELER VE KISALTMALAR

2B: 2 Boyutlu

3B: 3 boyutlu

CDK: Siklin Bagimli Kinazlar

CSC: Kanser Kok Hiicre

DMEM: Dulbecco's Modified Eagle Medium

DNA: Deoksiribo Niikleik asit

DNMT: DNA Metiltransferaz

EGFR: Epidermal Biiyiime Faktor Reseptorii

EMT: Epitelyal Mezenkimal Gegis

FBS: Fetal Bovine Serum

FDA: U.S. Food and Drug Administration, ABD Gida ve Ilag Idaresi
GB: Glioblastoma

HDAC: Histon Deasetilaz

HOTAIR: HOX Transkript Antisens RNA

HUVEC: Human Umbilical Vein Endotelial Cells
IDH1: Izositrat dehidrogenaz 1

IDH2: Izositrat dehidrogenaz 2

LncRNA: Uzun Kodlama Yapmayan RNA

LOH: Loss of heterozygosity, Heterozigotluk Kayb1
LOXL1-AS1: LncRNA LOXL1 Antisens RNA 1
MALATL1: Metastaz ile Iliskili Akciger Adenokarsinom Transkript 1
MDM2: Mouse Double Minute 2

MDR: Coklu ila¢ Direnci

MET: Mezenkimal Epitelyal Gegis

MGMT: O-6-Methylguanine-DNA Methyltransferase
MiRNA: mikroRNA

MMR: Yanlis Eslesme Onarimi

MT: Mezenkimal Gegis

MTOR: Rapamisin Protein Kompleksi

OLE: Olea europaea Yapraklarindan Elde Edilen Oziit
P-gp: P-glikoprotein

PI3K/AKT: Fosfatidilinositol 3-Kinaz

PTEN: Phosphatase ve Tensin

RB: Retinoblastoma

RNA: Ribo Niikleik asit

SA-B-gal: Yaslanma ile iliskili B-galaktosidaz

TERT: Telomeraz Reverse Transkriptaz

TMZ: Temozolomid

TP53: Tumor Protein P53

WHO: Diinya Saglik Orgiitii
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